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OBJETIVOS GENERALES

Todas las células vivas emplean el mismo camino biosinté
tico para formar hemo y clorofila, hasta la etapa de Protoporfi-
rina IX. En base a los estudios de los Gltimos 40 afos, se posee
hoy abundante informacién acerca de esta secuencia metabédlica,
tanto en cuanto a sus metabolitos como a las enzimas involucra-
das.

Nos interesa, en este caso, la 6-Aminolevilico Dehidrasa
(ALA-D), que cataliza la conversi6n de dos moléculas del precur
sor 6-Aminolevilico (ALA) en el primer y Gnico precursor aromd-
tico, el monopirrol Porfobilindgeno (PBG).

Existen evidencias de que en varios organismos el ALA-D
juega un papel fundamental en el mecanismo de control de la sin-
tesis de los tetrapirroles. Se ha demostrado que en pacientes
con saturnismo, la actividad de esta enzima estd disminuida, con
siderdndoselo como uh indice del grado de intoxicacién por plomo.
Otros metales también inhiben o ain activan el ALA-D, de manera
que a menudo resulta compleja la interpretacidon de los efectos
de ciertos iones inorganicos sobre el ALA-D. De alli que resulta
ra interesante reinvestigar, no s6lo la accién del plomo sobre
esta enzima sino también la de otros iones que normalmente estan

presentes en la sangre.

Si bien 1a enzima de sangre se ha purificado parcialmente,
la mayoria de los datos relacionados con los efectos del plemo y
otros metales pesados se han realizado con glébulos rojos enteros
o hemolizados o alin ton sangre total. Por ello se considerd de
intérés llevar a cabo un estudio comparativo con preparados cru-
dos y parcial o altamente purificados de la enzima.

Se intentd desarrollar entonces un nuevo método para la
purificacidén de la enzima de eritrocitos. Una de las mayores di-
ficultades al trabajar con sangre es precisamente la separacidn
de las enzimas de la hemoglobina. Se plane6 ensayar un tratamien
to distinto, con solventes orgdnicos, con el cual se esperaba
desnaturalizar selectiva y totalmente a 1a hemoglobina. Las eta-
pas siguientes dependerian de l1o0os resultados de la primera.

Por otro lado, teniendo en cuenta que la actividad de es-
ta enzima se encuentra significativamente reducida en ciertas
porfirias, secundarias o ain hereditarias,se planted la posibili



dad de compensar esta deficiencia o bloqueo enzimdtico meciante
la administracion exdgena de la enzima.

Sabiendo que la terapia por reemplazo directo con la énzi
ma estd asociada a una serie de dificultades, las etapas inicia-
les consistieron en encontrar un carrier no téxico y biodegrada-
ble de 1a enzima, que permitiera transportarla al tejido en el
cual ocurria la falla y una vez alli facilitara su toma pcr las
células enfermas para poder actuar libremente.

Se planearon entonces estudios tendientes a la busqueda Yy
desarrollo de una preparaci6én de ALA-D de eritrocitos insolubili
zada que tuviera las propiedades mencionadas.

En primer lugar se pensé en un transportador que permitie
ra una lenta solubilizaci6bn del mismo, una vez introducido en el
organismo, con liberacidén simultanea de la enzima activa unida a
fragmentos del soporte, proyectdndose asi una serie de experien-
cias utilizando derivados oxidados de Sephadex como matriz, a los
cuales se les unirfa el ALA-D purificada.

Ademds del carrier anterior, se planed ensayar con los mis
mos fines, el uso de eritrocitos. Los eritrocitos poseen muchas
de las caracteristicas de un carrier ideal. Para su preparacidn
puede emplearse sangre del mismo animal o paciente. Considerando
que los eritrocitos pueden circular casi tanto tiempo como lo0s
gl6bulos rojos normales, durante todo ese tiempo la enzima encap
sulada puede actuar en la sangre circulante y cuando el eritroci
to es degradado por el sistema reticulo endotelial, la sustancia
atrapada se trasladard a los lisosomas de las células fagociticas.

Teniendo en cuenta que en las intoxicaciones por plomo e!
ALA-D estd& significativamente disminuida, el objetivo final era
la aplicaci6n de l1a terapia por reemplazo enzimdtico, para 1o
cual se llevarian a cabo estudios £n vitro e Limn v{vo con animales
intoxicados, luego de determinar las condiciones para el encapsu-
lamiento de la enzima purificada en los fantasmas de eritrocitos.



INTRODUCCION



TETRAPIRROLES Y COMPUESTOS DERIVADOS

CAPITULD 1

I.1.

1.2.

I.3.

1.4.

I.5.

I.6.

structura y Nomenclatura

.1. Porfirinas

2. Metaloporfirinas

.3. Complejos de Hemo y Hematina
4, Clorofilas

5

E
I
I.
I
I
I Tetrapirroles de cadena abierta

. . . .
— ed ad pd ey
. . .

Propiedades fisicas de los tetrapirroles
[.2.1. Solubilidad

1.2.2. Espectrds de absorciodn

1.2.3. Fluorescencia

istribucién del Hemo
1. Generalidades

2. Hemoglobina

3. Mioglobina

4, Citocromos

5. Peroxidasas

6. Catalasas

7

D
I
I.
I.
I
I
I
1 Triptofano pirrolasa

s
3
3
3.
. 3.
3
3
3
Clorofila. Distribucidn

[I.4.1. Clorofila de plantas

1.4.2. Clorofila de bacterias fotosintéticas

Porfirinas
1.5.1. Porfirinas en animales

1.5.2. Acumulacion de porfirinas en organismos no

fotosintéticos

1.5.3. Acumulacion de porfirinas por bacterias fo

tosintéticas

Vitamina B]2

Referencias

- O ® ® ® o v AN =

— emed  aad el ewd  emd eed el —
N OO o BEwWw NN N

— d
O o ™

NN N
o O O

21

21
24



I. TETRAPIRROLES Y COMPUESTOS DERIVADOS

I.1. Estructura y Nomenclatura

Los tetrapirroles son derivados de la porfina (Figura
I.1.) que contiene cuatro anillos pirrélicos (A, B, C y D) uni-
dos entre si a través de cuatro puentes metenos (a, B, v ¥ S).

FIGURA I.1.: Porfina

La existencia de dobles enlaces alternados en los 16 dto
mos de carbono internos del anillo da lugar a una estructura re
sonante altamente resistente a modificaciones quimicas. Esta mo
lécula resonante tiene wuna estructura plana, con todos los &to
mos en el mismo plano.

Las estructuras de los distintos tetrapirroles encontra-
dos en la naturaleza derivan de la porfina segin varias modifi-
caciones:

1) Por sustitucién de los d&tomos de carbono externos (numerados
del 1 al 8) de los anillos pirrélicos; el sustituyente puede
ser un grupo alquilo, o un atomo de H y un grupo alquilo co-
mo en las clorofilas.

2) Por insercién de un metal para formar un complejo; tales com
plejos metalicos pueden luego modificarse por cambios de va-
lencia, por formacién de compuestos de coordinacién y por com
binacidn con proteinas especificas.



3) Por sustitucién o reemplazo de ios carbonos de los puentes
meteno. Los sustituyentes pueden ser dtomoscde H como en los
porfirindgenos, o un anillo ciclopentanona ccmo en ias clo-
rofilas. E1 anillo corrina, tipico de los derivados de 1la
vitamina BlZ’ ha perdido el carbono del puente meteno §.

Una modificaciéon de la estructura bdsica de la porfira
de especial importancia involucra la reduccién de los carbonros
de l1os puentes meteno a metileno. Esta adicién de hidrdgenos
destruye la resonancia del anillo de 16 miembros. Los compues-
tos reducidos, llamados porfirindgenos, no presentan la carac-
terfstica de absorcidn en el visible que tienen las porfirinas.
Los porfirindgenos no son moléculas planas, y son muy inesta-
bles a la oxidacién por el aire (Figura I.2.).

I

H H

FIGURA I.2.: Representaciodn
esquemdatica de
la estructura de
un porfirindgeno
tipo I.

I.1.1. Porfirinas

Las porfirinas son tetrapirroles libres de metales que
se diferencian estructuralmente por la naturaleza y el ordena-
miento de las cadenas laterales en posicién g de los anillos pi
rr6licos. Por ejemplo, la uroporfirina tiene cuatro restos acé
tico y cuatro restos propibénico (Figura I1.3.). Como existen
cuatro ordenamientos posibles de los restos acético y propibni
co en el nicleo tetrapirrélico, existen cuatro isémeros de po




sicion de la Uroporfirina (Tipo I, II, IIl y IV).

QUOH
CH, ?UOH

HOOC-H,C VA CHz~CH,~COOH

Uroporfirina I

HOOC~HyC e
CHy tHo
CHa G
COOH COOH
CooH
fHa
CHZ CH3
HyC 4 CH5~CH,~COOH

Coproporfirina III

H3C /// CH3

CH CHa
CHp CHy
COOH COOH

FIGURA I.3.: Estructuras de la Uro y Co
proporfirina III.

Para la protoporfirina, que posee restos metilo, vinilo
y propidnico, existen 15 isémeros posibles, pero sélo uno, la
Protoporfirina IX, es el isdémero natural (Figura I.4.).




H3C / CH=CH2

Hal CH3
T
e 1
COOH COOH

FIGURA I.4.: Protoporfirina
IX.

La naturaleza selecciond s6lo una de las series isoméri
cas, la III, ya que todos los tetrapirroles fisiold6gicament=2
activos tienen la misma configuracidn que la uroporfirina III
y la protoporfirina IX.

Los isémeros tipo I de la uro y la coproporfirina fueron
aislados de fuentes naturales, pero no parecen tener ningin rol
fisiolégico y son el resultado de un desorden en el metabolismo
de los tetrapirroles o de reacciones quimicas no enzimidticas de
los precursores. En cuanto a derivados tipo II y IV, son sola-
mente productos de sintesis quimica.

Las porfirinas se reducen a porfirindgenos incoloros por
tratamiento con amalgama de sodio; éstos son los verdaderos in-
termediarios en la biosintesis de los tetrapirroles. Se oxidan
espontdneamente a porfirinas, y esta reoxidacién puede acelerar
se por el agregado de agentes oxidantes suaves, como el iodo.

1.1.2. Metaloporfirinas

Las porfirinas se combinan facilmente con varios metales
para formar quelatos, de ellos s6lo los de hierro, magnesio y
cobalto tienen roles biol6gicos importantes.



Existen en la naturaleza complejos de uro- y coproporfi
rina con cobre, zinc y magnesio, por ejemplo en la orina; pero
éstos probablemente se formen espontdneamente, ya que las por-
firinas tienden a formar quelatos con mucha facilidad, en espe
cial bajo condiciones alcalinas suaves. Tanto las porfirinas
libres como sus ésteres se combinan con los metales, formando
complejos solubles en solventes orgdnicos. Estas propiedades
muestran que los metales forman complejos de coordinacidén mas

que sales.

Los complejos de hierro se conocen con el nombre de he-
mos, especificandose 1a naturaleza de la porfirina con un pre-
fijo adecuado (por ejemplo: mesohemo). E1 mds conocido es el
protohemo o hierro-protoporfirina, en el cual el hierro puede
estar en estado ferroso o férrico. En la practica, se utilizan
los términos hemo y hematina para referirse al protohemo ferro

so y férrico, respectivamente.

El hemo, grupo prostético de la hemoglobina, se oxida
ripidamente, en contacto con aire, a hematina o hemina (cloru-
ro de protoporfirina férrica) si hay presente iones cloruro.
Este cloruro, que es estable y es la forma usual en la cual se
aisla el grupo prostético de 1a hemoglobina, es el mds utiliza
do en estudios bioquimicos.

I.1.3. Complejos de Hemo y Hematina

E1 hemo (Fiqgura I1.5.) tiene una estructura planar, en la
cual la protoporfirina y el hierro estdn ubicados en el mismo
plaho. E1 metal puede unirse por coordinacién con dos iones, u
bicados arriba y abajo del planodel anillo de porfirina; estos
derivados se conocen como hemocromos o hemocromdgenos. Entre las
sustancias que pueden formarlos se encuentran el perdxido de hi
drégeno, mondéxido de carbono, oxigeno, iones cianuro y bases
nitrogenadas como la piridina y el amonio.

E1 hemo también se combina con proteinas desnaturaliza-
das en las cuales los grupos formadores de hemocromo, como el
anillo imidazol de la histidina, son accesibles.

La hematina también forma compuestos similares 1lamados
hemicromos. En 1os hemicromos el hierro estd en estado férrico;
en los hemocromos, en estado ferroso.



CH2
CH CH3

Hs

H3C /// CH3

CH
2 L
CHZ | 2
COOH COOH

FIGURA I.5.: Hemo

Las proteinas que tienen una hierro-porfirina como gru-
po prostético reciben el nombre de hemoproteinas. Este es un
término convencional y no implica que el hierro esté en estado
ferroso ni que sea particularmente protohemo. Las proteinas es
pecificas se unen al hierro por coordinacién a través de gru-
pos funcionales convenientes, provenientes de residuos aminoa-
cido; ademds pueden formarse uniones adicionales entre resi-
duos aminodacido y las cadenas laterales del anillo porfirina.

La facilidad con 1a cual la mitad porfirinica se separa
de 1a proteina varia entre las hemoproteinas, dependiendo de
la presencia y naturaleza de las uniones covalentes. En ausen-
cia de tales uniones, los solventes orgdnicos suelen ser efec
tivos. Para romper uniones covalentes es necesaria la hidréoli-
sis con dcidos o dlcalis.

I1.1.4. Clorofilas

Las clorofilas difieren en su estructura de 1o0os hemos
en cuatro aspectos importantes (Figura 1.6.):

1) Son complejos de magnesio



2) Tienen el anillo D (en clorofilas vegetales) y los ani' os
Dy B (en bacteriuclorofilas) totalmente reducidos.

3) Tienen un anillo ciclopentanona adicional (E), formado por
ciclacidn de la cadena lateral acido propidénico en C-6 con
el meteno vy.

4) La cadena lateral propidnica en C-7 estd esterificada con un
alcohol isoprenoide de cadena larga, generalmente fitol.

En la naturaleza existen diferentes tipos de clorofilas,
las mds conocidas son la a, la b y la bacterioclorofila. Las
clorofilas difieren entre si en los sustituyentes de los carbo-
nos externos de los anillos pirrdlicos.

CH2 CH3 Clorofila a R1= CH=CH2
R2=CH3

Clorofila b R1= CH=CH2

Bacterioclorofila Ry= CO0-CHs
R2= L‘H3 y el anillo

reducido como el O

FIGURA 1.6.: Estructura de las clorofilas

La nomenclatura de los derivados de las clorofilas se ba
sa en la presencia o ausencia del magnesio y del fitol. Los co
rrespondientes derivados de la bacterioclorofila 1levan el pre
fijo "bacterio".

Todas las clorofilas 4{n vivo estdn unides a complejos 1i
poproteicos pero aidn se desconoce la naturaleza de la unidr. Co
mo pueden extraerse facilmente con solventes orgdnicos, no se
cree que existan uniones covalentes fuertes,.



I.1.5. Tetrapirroles de cadens abierta

Estos compuestos muy coloreados se encuertran en la na-
turaleza principalmente como pigmentos biliares y como el gru-
po prostético de las ficobilinas de las algas rojas y azul-ver
des.

Existe una gran variedad de pigmentos biliares, que di-
fieren en el grado de hidrogenacion de l1os &tomos de C que unen
los anillos pirr6licos. Como los compuestos de cadena abierta
han perdido la estructura resonante del nicleo porfirina, son
inestables y fadcilmente oxidables. E1 tipo y la distribucion de
las cadenas laterales alifaticas son similares a los de las por
firinas, excepto que poseen algunos restos etilo. en lugar de

vinilos.

En el caso de los pigmentos biliares, el primer paso en
el proceso degradativo del hemo es la oxidacidn del carbono
del puente metilénico a por accién de una o-metenil oxidasa,
con liberaci6én de mon6xido de carbono. E1 producto de esta oxi
dacidon se convierte rapidamente en el tetrapirrol de cadena a-
bierta conocido como biliverdina IX o (Fiqura I.7.), que luego

sufre una reduccidon enzimdtica a bilirrubina IX a. La bilirru-
bina es transportada al higado donde se convierte en un diglu-
curdnico soluble en agua, de manera que se excreta en el duode
no por la bilis.

Las ficobilinas de las algas rojas y azul-verdes son
cromoproteinas solubles en agua, en las cuales el grupo prosSté
tico es el pigmento biljar. Hay, por 1o menos, dos tipos de fi
cobilinas, la ficocianina (azul) y la ficoeritrina (roja). Las
estructuras mas probables son las que se ilustran en la Figura
1.8.

I.2. Propiedades fisicas de los tetrapirroles

I.2.1. Solubilidad

La estructura relativamente grande, planar y aromdatica
del nicleo tetrapirr6lico le confiere propiedades predominante
mente hidrof6bicas. Sin embargo, esta caracteristica estd modi
ficada por la presencia de sustituyentes laterales alifaticos,



portadores de grupos hidrofilicos, alcohdlicos y carboxilicos.

P M MV

M V M P
n /:l j\l % N PN
M T e A 7SN on
H

N CH

Biliverdina |X &

M_V M __P P M M_YV
/[; :l\ /ﬂ: :ﬂ\ /ﬂ: :ﬂ\ /J:j—;l\
HO N CH N CHy N CH N OH
H H
Bilirrublna X «

FIGURA 1.7.: Estructuras de la Biliver-
dina IX « y de la Bilirru-
bina IX «

M: -CHy; V: -CH-CH.

P: -CIl.CH,CODN

Los solventes organicos mas comunmente cmpleados para la
extracci6én de tetrapirroles son ¢éler y dioxano, aunque las clo
rofilas, en virtud de la presencia del resto fitol, también son

solubles en éter de petréleo.

Tanto las porfirinas como sus complejos metdlicos son fa
cilmente solubles en solventes orgdnicos acidificados, como por
ejemplo: acetona-HCl; éter-HCl;acetado de etilo-lHC1, etc.

La solubilidad de los tetrapirroles con dcidos y alcalis
dilufdos depende del nimero de dcidos carboxflicos libres; asf{
vemos que la Uroporfirina, con 8 restos carboxilo, es la mds
soluble, en tanto que la Protoporfirina, con 2 restos carboxilo,
es la menos soluble.
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HO™ "N CH, N CH” °N CH/ N OH
H H H

Ficocianobilina

OJK”/\CH/ l: :l NCHZ SN S cn”? iN’\o

N
2 H

Ficoeritrobilina

FIGURA I.8.: Estructuras probables de la Ficocia
nobilina y de la Ficoeritrobilina
M: -CH3; E: -CH,CH3; P: -CH,CH,COOH

1.2.2. Espectros de absorcidn

Las porfirinas presentan fuertes y caracteristicas btan-
das de absorcib6n en las regiones visible y ultravioleta cercano
del espectro, debido a la presencia deun sistema de dobles liga
duras conjugadas en el nucleo porfirinico. E1 espectro de absor
cién de los tetrapirroles es de fundamental importancia para
su identificacién y estimacién cuantitativa. Todas las porfiri
nas exhiben un midximo de absorcidén en la regidn entre los 350
y 450 nm, conocida como banda de Soret, que es la que se emplea
generalmente para la cuantificacién de estos pigmentos. E1 nime



ro y patrén de bandas que se pued. observar en la zona del visi
ble, varfa con el tipo de teXrapirroles, con el solvente y con
el pH, pero es absolutamente caracteristico para cada uno de
ellos, en un solvente y pH determinados.

En soluciones acidas, la banda de Soret es mucho mas in
tensa.

Los complejos de porfirinas con metales divalentes exhi
ben un espectro visible de dos bandas con un mdximo muy agudo
entre 550 y 560 nm; lo mismo sucede con los hemocromos.

Las porfirinas con sistemas de dihidro y tetrahidro ani
110s, como las clorofilas, se caracterizan por un espectro de
absorcidn tipico a mayores longitudes de onda, siendo la mds
intensa la banda de 660 nm para los dihidro-sistemas, en tanto
que en la estructura tetrahidro de la bacterioclorofila la en-
contramos alrededor de Tos 770 nm en solventes organicos.

Los tetrapirroles de cadena abierta presentan espectros
caracteristicos en la regidn del visible, con una absorcifén ma
xima entre 400 y 650 nm, segin el compuesto, pero no poseen la
banda de Soret, caracteristica de los ciclotetrapirroles.

I1.2.3. Fluorescencia

Una propiedad tipica de las porfirinas libres y sus éste
res es la intensa fluorescencia roja emitida por radiacidén con
luz ultravioleta de longitud de onda alrededor de 400 nm. Esta
propiedad permite detectar porfirinas presentes en cantidades
del orden de 10°8M.La intensidad de la fluorescencia depende
del solvente y del pH, es minima en el punto isceléctrico y
mdxima en dcidos minerales, como el HCl1 a pH 1,0.

Las metaloporfirinas, salvo pocas excepciones, no fluore
cen, o 10 hacencon intensidades mucho menores que las porfiri-
nas libres.

Los porfirindgenos son incoloros y no fluorecen.
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[.3. Distribucién del hemo

1.3.1. Generalidades

El término hemoproteina se usa para denominar aquellas
protefnas que contienen como grupo prostético un quelato tetra
pirrdlico de hierro. E1 protohemo o derivados muy relacionados
actian como grupo prostético de 1a hemoglobina, mioglobina, ci
tocromos, catalasa, algunas peroxidasas y triptofano pirrolasa.
En muchas hemoproteinas, el protohemo se une a la proteina =2s-
pecifica por coordinacién entre el dtomo de hierro y atomos dc
nitr6geno de cadenas laterales basicas de la proteina. Estas
uniones se rompen en forma relativamente facil, por ejemplo,
por tratamiento de la hemoproteina con acetona a pH 2. En otras
hemoproteinas como el citocromo c, existen uniones covalentes
adicionales entre las cadenas laterales de la porfirina y los
residuos aminodcido, En este caso se requieren tratamientos mds
drdsticos para separar la mitad hémica de 1a hemoproteina
(Marks, 1969).

[.3.2. Hemoglobina

La hemoglobina es un componente de los glébulos rojes,
responsable del transporte de oxigeno desde 1os pulmones has-
ta los tejidos, a través de las arterias, arteriolas y capila-
res., Participa también en el transporte del CO, desde los te!’
dos hasta los pulmones.

E1 rol de 1a hemoglobina como transportadora de oxigeno
es vital, 1o cual se evidencia si consideramos que en Su pre-
sencia, un litro de sangre arterial puede disolver y transpnr-
tar 210 m1 de oxigeno a temperatura corporal, mientras que en
su ausencia, esa capacidad se reduce a apenas 3 ml (Marks, 1969).

La hemoglobina de mamiferos tiene un peso molecular de
64.000 y contiene 4 moles de hemo por mol de globina. Cada uno
de los 4 atomos de hierro de la hemoglobina puede tomar un mol
de oxigeno; en esta forma, la molécula se conoce como oxihemo-
globina. En ambas formas, con oxigeno o libre de é1, el hierro
se encuentra al estado ferroso. Si el atomo de hierro de la he
moglobina se oxida a 1la forma férrica, el compuesto resultante,



11amado metahemoglobina, es incapaz de transportar oxigeno.

La globina estd constituida por 4 cadenas polincutidi-
cas que consisten en dos pares idénticos o, B,. Cada grupo pro
tohemo se une a una de ellas.

También en la linfa de muchos invertebrados se encuentran
hemoproteinas que transportan oxigeno. Mientras que la mayoria
de estas hemoproteinas contienen protohemo como grupo prostéti
co, la parte proteica es generalemtne mucho mayor que la globi
na y se han encontrado pesos moleculares tan altos como 3 millo
nes. La hemoglobina ha sido identificada en leguminosas (leghe
moglobina), en las cuales su presencia estd confinada a las cé
lulas de los nédulos que contienen la bacteria simbiética de la
especie Rhizobium, relacionada con la fijacion de nitrdgeno
(Lascelles, 1964).

I.3.3. Mioglobina

La mioglobina es una hemoproteina semejante a la hemo-
globina en su capacidad para unirse reversiblemente al oxigeno.
Estd presente en el masculo de todos los vertebrados e inverte
brados; en el hombre se encuentra precdominantemente en el mis-
culo cardfaco, en un contenido de 34,7 g para un peso de 70 kg,
el cual es considerablemente menor que el de hemoglobina, que
alcanza hasta 912,8 g (Drabkin, 1951).

La mioglobina tiene mayor afinidad por el oxigeno que la
hemoglobina y es capaz de aceptar oxigeno de la hemoglobina y
almacenarlo en las células musculares. Cuando el aporte de oxi
geno se hace limitante, 1a mioglobina le cede oxigeno a la ci-
tocromo oxidasa, que a su vez tiene mayor afinidad por el ox71-
geno que la mioglobina. E1 alto contenido de mioglobina en el
midsculo de los animales que nadan se cree que facilita su inmer
si6n por largos perfiodos.

La estructura de la mioglobina (PM 17.000) es mas sim-
ple que 1a de la hemoglobina. Consiste en una sola cadena poli
peptidica y tiene un grupo protohemo. E1 atomo de hierro del he
mo estd unido a un residuo histidina. E1 grupo protohemo esta
ubicado en una regién rica en aminodcidos aromdticos, rodeado
por sus cadenas laterales hidrofébicas. Los grupos propidnico
polares se encuentran en la parte externa de la cadena, mien-
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tras que los grupos vinilo no polares estan sumergidos en la
regidn interna no polar de la molécula (Marks, 1969).

1.3.4. Citocromos

Los citocromos se definen como hemoproteinas cuya prin-
cipal funcidén biol6gica es elftransporte de electrones y/o hi-
drégeno en virtud de un cambio reversible de valencia de su hie
rro hémico (Keilin, 1930).

Los citocromos se clasifican en a, b, ¢ y d, de acuerdo
a la naturaleza y modo de unidon de sus mitades hémicas a la pro
teina. Los citocromos se identifican individualemnte con subin
dices luego de la letra de clase, por ejemplo “citocromo b,".

Citocromo a: E1 grupo prostético hemo contiene una cade
na lateral formilo.

Citocromo b: Contienen protohemo como grupo prostético.

Citocromo c: Citocromos con uniones covalentes entre las
cadenas laterales del hemo y 1a proteina. Este grupo incluye to
dos los citocromos con grupos prostéticos unidos de esta mane
ra.

Citocromo d: Citocromos con hierro-dihidroporfirina (clo
rina) como grupo prostético.

Aunque la contribucibén cuantitativa de citocromos al con
tenido total de tetrapirroles en los organismos que contienen
hemoglobina o clorofila es pequefio, juegan un rol vital en el
funcionamiento de estos organismos (lLascelles, 1964; Drabkin ,
1951). En las células animales, los citocromos estdn 1localiza
dos en las mitocondrias, donde, junto con la ubiquinona, fiavin
adenin dinucleétido (FAD) y nicotinamida adenin dinucledtido
(NAD), constituyen un sistema de transporte de electrones alta
mente organizado.

NAD -~ FAD » ubiquinona -+ citocromo b - citocromo ¢, + citocro-
mo ¢ + citocromo a(az) - 0,

Si bien al comienzo de estos estudios se creia que los
citocromos estaban asociados exclusivamente con el trarsporte
de electrones al oxigeno,se encontraron citocromos funcionalmen



te activos en algunas bacterias estrictamente anaerdbicas. Asf{,
en Desulfovibrio desulfuricans, anaerébica obligada, hay eviden
cias de que los citocromos estdn involucrados en el transporte
de electrones para la reduccidén del sulfato (el aceptor termi-
nal de electrones) a sulfuro (Postgate, 1959). De igual modo,
se ha demostrado que los citocromos estdn involucrados en el
transporte de electrones en organismos que usan nitrato como a
ceptor terminal de electrones (Newton y Kamen, 1961). Se encon
traron citocromos en c]orop]aétos de hojas (Lascelles, 1964)

y en cromat6foros de bacterias fotosintéticas (Vernon y Kamen,
1954), donde se cree que estdn vinculados al transporte de e-
lectrones asociado con la fotosintesis (Rabinowitch y Govindjee,

1965) .

I.3.5. Peroxidasas

Las peroxidasas son enzimas que catalizan la oxidacidn
de distintos compuestos orgdnicos por perdxido de hidrégeno
(reaccién 1):

AH, + H,0, - A + 2 H,0 reaccién 1

donde AH,, el dador de hidrégenos, puede ser un fenol, una
amina primaria, secundaria o terciaria, dcido ascOrbico o un in
dol. Ademds, ciertos iones inorgdnicos, particularmente el ion
ioduro, son oxidados por peroxidasas.

E1 mecanismo de accién de la peroxidasa ha sido muy es-
tudiado (Dixon y Webb, 1964). Una de las razones es el hecho de
que se forma un complejo enzima-sustrato (ES) entre la peroxida
sa (E) y el per6xido de hidrégeno (S) aln en ausencia del donor
de hidrégenos (AH,). Ademds, cuando el complejo se combina con
el H,0, cambia el espectro de absorcién, de manera que la con-
centracion del complejo peroxidasa-perdxido se puede seguir fa
cilmente por espectrofotometria. La reaccién total implicaria
dos etapas:

E + Hy,0, = ES reaccion 2

ES + AH, - E + A + 2 H,0 reaccion 3
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Las peroxidasas parecen llevar a cabo funciones biolédgi
cas diferentes, si bien este aspecto es objeto de estudio.

Las peroxidasas pueden dividirse en dos clases, de acuer
do con la naturaleza de su grupo prostético: las peroxidasa-fla
voproteinas y las que contienen hierro. Estas Gltimas pueden
subdividirse en dos grupos: las que contienen protohematina co
mo grupo prostético y las que contienen un quelato de hierro
de un tetrapirrol aiin no identificado (Marks, 1969).

1.3.6. Catalasas

Las catalasas son enzimas que catalizan la descomposi-
ciébn del perdxido de hidrégeno, de acuerdo con la siguiente e-

cuacion:
2 Hy0, » 2 Hy0 + 0, reaccion 4

En algunos casos pueden actuar como peroxidasas. Asft,
cuando se agrega catalasa y etanol a un sistema que produce
H,0,, el alcohol se oxida a acetaldehido (Keilin y Hartree,
1945).

CH3CHZOH + H202 d CH3CHO + 2 H20 reaccion 5

E1 mecanismo de accidn general de las catalasas es simi
lar al de las peroxidasas, por 1o cual podrian considerarse co
mo peroxidasas de diferente especificidad (Dixon y Webb, 1964).

La funcidn fisiolégica de la catalasa estd sujeta a con
troversias. Algunos autores consideran que cumple una accidn
protectora, destruyendo H,0,, que es t6xica para los organismos
vivos (Lemberg y Legge, 1949). Otros autores consideran su fun
ci6n como peroxidativa (Keilin y Hartree, 1945).

La catalasa de Rw. spheroides contiene cuatro grupos pro
tohematina por molécula (Nichols y Schonbaum, 1963). En algunas
catalasas se han encontrado menos de cuatro grupos hematina por
molécula, como resultado de la degradacién de hematina a pigmen
tos biliares (Nichols y Schonbaum, 1963; Marks, 1969).



1.3.7. Triptofano pirrolasa

La triptofano pirrolasa, enzima que cataliza la oxid&cidn
de triptofano a formilquinurenina, es una hemoproteina. Usando
extractos de Pseudomonas, 180,, se demostrdé que se incorporan
dos dtomos de oxigeno en la formilquinurenina en las posicio-
nes indicadas con asteriscos (Hayaishi y col, 1957):

0
fl
C-CH;CH-COOH

CH2-(IIH—C00H |
N NH-CHO'

H

Triptofano Formilquinurenina

reaccion 6

La enzima cataliza la oxidacion directa del triptofano
por oxigeno molecular. Cuando se separa el grupo prostético de
la enzima y se 1o convierte en piridina hemocromo, Su espectro
difiere de todos los descriptos anteriormente. Se vio que ei pe
r6xido era necesario para convertir 71a enzima férrica inactiva

en su forma ferrosa activa.

La enzima es una hemoproteina inusual, ya que en células
de higado de rata, las dos terceras partes de la misma estd pre
sente como apoenzima inactiva, que puede activarse por agregado
de hematina. La mitad hematinica funciona como un cofactor di-
sociado, mds que como un grupo prostético firmemente unido co-
mo en otras hemoproteinas . La proto y la mesoporfirina pueden
inhibir 1a actividad enzimdtica, compitiendo con l1a hematina
por la apoenzima (Marks, 1969).

La administracidén parenteral de triptofano a ratas aumen
ta marcadamente el nivel de actividad de esta enzima en el hi
gado (Knox, 1951). Este aumento se debe a que el triptofano
influye en la particidén de la hematina entre la apo-triptofano
pirrolasa y otras proteinas hémicas en favor de la primera
(Feigelson y Greengard, 1962; Schimke y col, 1965).



I.4. Clorofila. Distribuciodn

Las clorofilas comprenden el mayor grupa de pigmentos te
trapirr6licos en organismos fotosintéticos, ccmo puede esperar
se dada su importante participacién en el procteso fundamental
de captacidn de energfia radiante, que es la base del modc de vi
da fotosintético. Ocupan un lugar similar al de 1a hemoglobina
en animales superiores, que dependen del oxigeno como oxidante

final.

Teniendo en cuenta las similitudes estructurales del he
mo y la clorofila, ya discutidas, muchos investigadores predije
ron que la biosintesis del protohemo y la clorofila debian se-
guir caminos comunes.

Esta conviccidn fue brillantemente confirmada por el des
cubrimiento de Granick (1948, a y b) sobre mutantes de Chlorefla
que no producfan clorofila, pero acumulaban protoporfirina IX
0 Mg-protoporfirina IX. Ademds, se demostrd que la protoporfiri
na IX se sintetiza en el cloroplasto de 1a planta por el mismo
camino biosintético que el protohemo en la céluia animal (Gra-
nick, 1954).

La protoporfirina IX es el altimo miembro comin a los ca
minos biosintéticos del protohemo y la clorofila a partir del
cual, la inserci6n de hierro lleva a la formacién de protohemo
y la de magnesio a la de Mg-protoporfirina IX, el precursor de

la clorofila.

I.4.1. Clorofila de plantas

La clorofila a es el pigmento mds ampliamente distribul
do de esta clase, y se encuentra en todas las plantas y algas
que dependen de la energia radiante. En plantas superiores y
en la mayorfa de las algas verdes estd acompanada por la cloro
fila b, mientras que en algas marrones y rojas encontramos clo
rofilas ¢ y d, respectivamente, en lugar de clorofila b. Las
algas azul-verdes s6lo contienen clorofila a (Bogorad, 1962).

La concentracidn de clorofilas en plantas y algas varia
considerablemente con 1a especie, la edad y el entorno. Con nu
trientes adecuados, temperaturas moderadas y mediana intensidad
de luz, se obtienen mejores rendimientos. Bajo estas condicio-
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nes, el contenido total de clorofila de las hojas es de¢ !/ del
peso seco, mientras que las algas unicelulares contienen hasta
el 5% de su peso seco en clorofila (Rabinowitch, 1945). E1 con-
tenido de clorofila a es comunmente dos a tres veces mayor gque
el de b, pero esta relacion estd sujeta a influencias ambieata
les. La concentracidon total de clorofila es de 50 a 100 veces
mayor que la de hemos.

Las clorofilas se encuentran en l1os cloroplastos de las
plantas superiores y algas, excepto en las algas azul-verdes,
que no poseen cloroplastos definidos. Por microscopia electrd-
nica se ha observado que los cloroplastos contienen subunidades
0 granas, de estructura lamelar, en los cuales se ubican estos
pigmentos (Granick, 1961).

Las clorofilas estdn unidas a complejos lipoproteicos,
que pueden ser extraidos con detergentes tales como la digitoni
na (Kupke y French, 1960).

1.4.2. Clorofilas de Bacterias Fotosintéticas

Se creia que las bacterias sulfidreas rojas (Thiorhcda-
ceae) y las bacterias rojas y marrones no sulfireas (Athionho-
daceae) contenian la forma de clorofila 1lamada bacteriocloro-
fila por Hans Fisher. Sin embargo, este concepto debié modificar
se luego de identificarse la bacterioclorofila b, en una espe-
cie de Rhodopseudomonas (Eimhjellen y col, 1963).

Las clorofilas de las bacterias sulfireas verdes son muy
distintas de la bacterioclorofilay tienen el anillo dihidropor
firina de la clorofila a (Lascelles, 1963).

La cantidad de clorofila en bacterias fotosintéticas es
similar a la existente en algas unicelularesy es cerca de cien
veces mayor que la concentracidén total de hemo. Al igual que en
las plantas, 1os niveles de clorofila en bacterias se ven in-
fluidos por los factores ambientales.

La clorofila de las bacterias fotosintéticas esta combi
nada con macromoléculas en los cromatéforos. Estos contienen
todo el complemento de pigmentos fotosintéticos, asi como cito
cromos y otros componentes de la cadena de transporte de elec-
trones y son ricos en proteinas y fosfolipidos (Lascelles, 1962).



I.5. Porfirinas

Las porfirinas libres no tienen una funcidén biolfdgica
conocida y se acumulan como productos laterales del camino bio
sintético normal que 1leva a los tetrapirroles funcionales,

a saber, el hemo y las clorofilas. En circunstancias normales

se encuentran sdlo pequefias cantidades de porfirinas., Esto de
muestra claramente la altisima eficiencia de los mecanismos de
control que operan en esta biosintesis.

I1.5.1. Porfirinas en animales

Los eritrocitos de animales normales contienen pequefias
cantidades de proto y coproporfirina; estas cantidades pueden
aumentar 10 veces o mds en anemia perniciosa, porfirias e into
xicacién por Pb (Schwarz y Wikoff, 1952).

En orinas normales se encuentra coproporfirina y peque-
flas cantidades de uroporfirina; se excretan como porfirindgenos,
que se oxidan espontdneamente a porfirinas (Falk, 1954). La ex
crecién de copro y uroporfirina en hombres normales es de 100
Yy 20 ug por dia, respectivamente.

En las porfirias, la excrecién de porfirinas se encuen
tra muy aumentada. En cada tipo de porfiria se eliminan dife-
rentes porfirinas, dependiendo de 1a enzima que se halla especi-
ficamente alterada.

I.5.2. Acumulacidén de porfirinas en organismos no fotosintéticos

Ya en 1947, Pappenheimer mostr6 que en cultivos de Cory
nebactenium diphteniae se acumulaban porfirinas, junto con las
toxinas, si el medio contenia bajas concentraciones de hierro.
La produccién de porfirinas y toxinas disminuia si la cantidad
de hierro aumentaba hasta uncierto nivel critico.

Desde ese momento, resulté evidente que existia una re-
lacidon entre el hierro y la formacidén de porfirinas. Ademds
del hierro, otras condiciones ambientales influyen en la acumu
lacién de porfirinas. En particular, la anaerobiosis favarece

su formacién en algunos organismos.
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La cantidad de porfirinas en cultivos varia considera-
blemente, siendo predominante la presencia de coproporfirina
[11.

E1l significado de esta acumulacién no estd totalmente di
lucidado. Su correlacidén con la deficiencia de hierro sugiere
que las porfirinas se forman en exceso cuando la habilidad pa-
ra formar hemoproteinas estd limitada (Pappenheimer y Hendee,
1947).

1.5.3. Acumulacidén de porfirinas por bacterias fotosintéticas

Van Niel (1944) observé que los fluidos de cultivos de
bacterias fotosintéticas del grupo de las Ath{iorhodaceae conte
nfan un pigmento rojo, identificado como una mezcla de porfiri
nas conteniendo coproporfirina III y uroporfirina III (97% y
3%, respectivamente) (Lascelles, 1956).

Estos organismos parecen ser la fuente mas rica de por
firinas del mundo microbiano y la acumulacion de pigmentos esta
conectada con la sintesis de bacterioclorofila. Como en bacte-
rias no fotosintéticas, el hierro influye significativamente
sobre la acumulacién de coproporfirina, que alcanza un maximo
en deficiencia del metal. Por otro lado, la concentracidn de
bacterioclorofila en las células es 6ptima s6l1o cuando hay un
nivel adecuado de hierro, existiendo entonces una relacidn in
versa entre la acumulacidén de coproporfirina y la formacidn de
bacterioclorofila, gobernada por la cantidad de hierro.

Muchas Athionhodaceae crecen aerdébicamente en oscuridad,
pero bajo estas condiciones, tanto la sintesis de bacterioclo-
rofila como la acumulacién de porfirinas estd reprimida, sefia-
lando nuevamente la estrecha vinculacidén entre la formacidn de
porfirinas y de bacterioclorofila.

I.6. Vitamina B,,

E1 grupo de la vitamina B,, (conocido también como coba
laminas, corfirinas o cobamidas) comprende un gran ndmero de
compuestos con un nicleo semejante al de las porfirinas (corri
nas), coordinado con un dtomo de cobalto. Entre ellos, la cia-



nocobalamina fue la primera identificada quimicamente (Figura
I.gt)l

HoN-OC—HaC—HoC H CHy CH
H3C

CHZ-'CO-NHZ
H

CHs
HZN-OC-HZC
H

CH3
CH3

—§
NTHORNE

HO-HL” N 7

FIGURA 1.9.: Cianocobalamina

La estructura del nicleo corrina posee las caracteristi
cas de una porfirina. Debe notarse la ausencia del puente mete
no entre los anillos A y D. Los distintos derivados de la cia-
nocobalamina varfan en los siguientes aspectos:

1) el grupo ciano estd reemplazado por otros aniones o por un
residuo adenosil, siendo los adenosil derivados la forma
coenzima de esta vitamina;

2) la mitad nucledtida estd ausente o sustituida;
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3) los grupos corrina carboxamida pueden estar sustituidos, ge
neralmente por grupos propionamida.

Los anillos pirr6licos de la mitad corrina derivan de
los mismos precursores que las porfirinas, separdndose los cami
nos a nivel del uroporfirindgeno III.

Las diferencias entre las corrinas y la uroporfirina III

son las siguientes:

1) Estd mds reducida que las porfirinas, y contiene anillos pi
rrolina y pirrolidina, mads que anillos pirrdlicos.

2) La unién entre los anillos A y D se hace a través de una
unién covalente directa y no por un puente meteno, y en es-
te lugar hay un grupo metilo adicional.

3) La cadena lateral de dcido acético en posicidn 5 de la uro-
porfirina II]l estd reemplazada por un grupo metilo y el res
to de los grupos acético y propidnico estdn convertidos
en sustituyentes acetamida y propionamida.

Se demostrd que la mitad porfirinica se sintetiza, en
cultivos de Actinomycete, a partir de 1os mismosS precursores
que las porfirinas, y que los seis grupos metilo extra derivan
del metilo de la metionina, probablemente por un mecanismo de
C-alquilacién (Bray y Shemin, 1963; Shemin y Bray, 1964).
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I1. BIOSINTESIS DE TETRAPIRROLES

II1.1. Estudios isotépicos

La elucidacién de los primeros pasos del camino biosinté
tico de las porfirinas fue el resultado de una serie de brillan
tes estudios con is6topos que constituyeron la base de los tra-
bajos posteriores sobre la bioquimica de porfirinas (Shemin,
1955) .

IT.1.1, Utilizacidn del Nitrégeno de la glicina

A pesar de la complejidad del nicleo de la porfirina, la
gran mayoria de los organismos vivos puede sintetizarlo a partir
de constituyentes simples de la dieta. En un principio se habia
sugerido que la prolina o el anhidrido del dcido glutdmico, cu-
ya estructura es cercana a la del pirrol, podian servir como pre
cursores de las porfirinas. Con la introduccidn de las técnicas
isotépicas, fue pcsible evaluar esta hipotesis. Asi Shemin y
Rittenberg (1946) administraron a ratas, prolina y dcido glutd-
mico marcado con !°N y encontraron que ninguno de estos aminod-
cidos era utilizado directamente en la biosintesis de protopor-
firina IX. Entonces se ensayaron otros aminodcidos marcados
con 15N, observdndose que la glicina se incorporaba en la mitad
hémica de la hemoglobina en ratas y humanos (Shemin y Rittenberg,
1945, 1946). Por deqgradacidén del hemo marcado a maleimidas, se
demostr6 que el dtomo de nitrdgeno de la glicina era el precur-
sor de los cuatro dtomos de nitrégeno del hemo (Wittenberg y
Shemin, 1949; Muir y Neuberger, 1949).

11.1.2. Utilizacidon del atomo de carbono o de la glicina

Usando glébulos rojos de pato y (2-!'“C)glicina, Radin y
col (1950) demostraron que el atomo de carbono o de 8 moléculas
de glicina era utilizado en la sintesis de protoporfirina IX;
ésto fue confirmado por Muir y Neuberger (1950) (Figura II.1).
En cambio, el dtomo de carbono carboxilico de la glicina no se
utiliza en la biosintesis de protoporfirina (Radin y col, 1950).




IT.1.3. Utilizacidén del acetato

De gran importancia en la elucidacién del origen de ‘ios
restantes veintiseis atomos de carbono de la protoporfirina IX
fue la observacién de Bloch y Rittenberg (1945), quienes encon
traron que se producia hemo-deuterado cuando se administraba
acetato marcado con Deuterio a ratas. Sobre la base de esta ex
periencia se ensay6 el dcido acético marcado con 1“C como pre
cursor del hemo, detectdndoseincorporaciéon de ambos atomos de
carbono (Muir y Neuberger, 1950). Paralelamente Shemin y
Wittenberg (1951) demostraron también que los dtomos de carbono
del &cido acético eran la fuente de los veintiseis carbonos de
la protoporfirina IX (Fiqura II.1.).

H,N-C Hy- COOM
glicina
EHjEDUH
l acetato
.[I:HZ 'fHZ oo o @
‘?Hz "f”z HOOC-CHy-CH5CO0H
oCOOH °CO0H succinato

FIGURA II.1.: Origen de los atomos de carbono de la
Protoporfirina IX.

En realidad, el acetato a través del ciclo del dcido ci
trico, se convierte en succinato, cuya forma activa, la succi-
nil-CoA es el precursor directo de las porfirinas.
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[I.2. Enzimas del camino de los tetrapirroles

II1.2.1. Generalidades

La capacidad de sintetizar hemo es comin a todas las cé
lulas aerdbicas de animales, plantas y bacterias. La hemoglobi
na, mioglobina, varios citocromos, catalasas, peroxidasa y otras
hemoproteinas contienen hemo como grupo prostético. Ademds de
la hierro-protoporfirina (hemo), las células vegetales también
sintetizan Mg-protoporfirina como precursor de la clorofila.

Un esquema de la biosintesis de porfirinas se ilustra en

la Figura II.2.

I1.2.2. Succinil CoA-Sintetasa

La Succinil CoA-Sintetasa (Succ.CoA-S) cataliza reversi
blemente la activacion del carboxilo del acido succinico con
CoA, en presencia de un nucleb6sido trifosfato, de acuerdo con

la siguiente reaccion:

COOH COOH
tH2 4 CoAsH + NTP o2UcC.COR-2, CHa  y wpp 4 p
CH, Mg** CH,

COOH COSCoA

reaccion 1

Esta enzima fue descubierta por Kaufman en 1951. Ha sido
detectada, aislada y purificada a partir de diversas fuentes,
como corazén de cerdo, rifion, hojas de espinaca, leguminosas,
trigo y tabaco, mitocondrias de alcaucil, callos de soya y E.
col{ (Nishimura & Grinnel, 1972; Wider de Xifra & Batlle, 1973).

En la mayoria de los tejidos la Succ.CoA-S es una enzima
particutada, mitocondrial o cloroplastica. Es altamente especifi
ca para el succinato y CoA,mientras que con respecto al nucled-
sido trifosfato, la especificidad varia segin el origen de la
proteina; la enzima de mamiferos puede emplear GTP o ITP (Cha &
Park, 1964), mientras que en tejidos vegetales o bacterianos es
especifica para ATP (Nandi & Waygood, 1965; Wider de Xifra & Ti
gier, 1971).



COOH -CH,-CH.y G-COOH =
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Cetodcido

ALA
lALA-o
Cotr
COCH EH
Chp  Cth
-
H
CH/Z \N/
\ H
MH2
PBG
— [CoRRINAS] (it B,,)
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FIGURA 1I.2.: Esquema de la biosintesis de tetrapirroles




La Succ.CoA-S requiere la presencia de un catidn divalen
te para un mdximo de actividad; en la mayoria de los teiidos es
tudiados,estos cationes son Mg y Mn.

Presenta frecuentemente las caracteristicas de una enzi-
ma sulfhidrilica, siendo inhibida por p-cloromercuribenzoato,
jodobenzoato, iodoacetamida, glutatidonoxidado y N-etilmaleimi-
da. En algunos tejidos es necesaria la presencia de glutatidn
reducido (GSH) para la activacién de la enzima. Sin embargo,
otros tioles, como cisteina, tioglicolato y ditiotreitol produ
cen inactivaci6n (Wider de Xifra y Tigier, 1971).

E1 peso molecular de la Succ.CoA-S varia segiin la fuente
de obtenci6n, oscilando sus valores entre 70.000 y 140.000 dal
tons. Mediante el empleo de agentes disociantes se encontrd que
la enzima estd compuesta por cuatro subunidades, del tipo a38,;
los pesos moleculares de cada una de las subunidades a y B son
29.000 y 41.000 daltons respectivamente.

La participacién de 1a enzima fosforilada, como interme
diario obligatorio en la reaccién catalizada por la Suc.CoA-S,
sugerida por Kaufman en 1955, se demostrd en varios tejidos dife
rentes (Kaufman y col, 1950; Kaufman y Alivisatos, 1955; Nishi-
mura, 1967). En fracciones proteicas enriquecidas en Succ.CoA-S
se detect6 la presencia de una fosfohistidina, demostrdndose que
la unién se realizaba a través del N-3 de un residuo histidini-
co (Shemin y Rittenberg, 1951; Kreil y Boyer, 1964). Empleando
ATP-32p y extractos libres de células, se encontrd que la mayor
parte de la radioactividad quedaba asociada a la fraccién pro-
teica que contenia Succ.CoA-S (Ra Maley y col, 1967; Wider de
Xifra y col, 1972). Utilizando las técnicas més recientes de in
solubilizacidén se confirmé la existencia del complejo enzima-P
(Wider de Xifra y col, 1972).

En hojas de espinaca, se midié el intercambio entre los
dtomos de 32P del fosfato inorgdnico y el fosfato terminal del
ATP. La enzima purificada catalizaba el intercambio entre
32ATP 2z 32ADP (Gibson y col, 1967; Cha y col, 1967 a; Kaufman
y Alivisatos, 1955).

En E. coti y en mamiferos se demostrd intercambio entre
180 del fosfato y el carboxilo del succinato (Hacer, 1957; Kohn,
1951). También se observé intercambio catalizado por la Succ.
CoA-S de extractos de espinacas (Kaufman y Alivisatos, 1955),
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corazén de cerdo (Cha y col, 1967 b) y E. coli {(Moyer y co’,
1967), entre !“C-succinato y succinil-CoA, estimulado por el
fosfato inorgdnico.

En extractos de callos de soya, Wider y Batlle (1976),
demostraron la formacion del complejo enzima-CoA, observando
que la Succ.CoA-S se combina facilmente con la CoA libre o con
la CoA en presencia de ATP y Mg, sugiriéndose como un interme-
diario de la reaccidon enzimdtica al complejo ternario E:EOA; es
te complejo podria ser relativamente inestable y disociarse con
facilidad, segin las condiciones. De acuerdo con los datos ob-
tenidos se propuso que podria existir mds de unsitio de unidén pa
ra la CoA, con diferentes propiedades energéticas (Wider de Xi-.
fra y Batlle, 1976).

La fosforilacién de la Succ.CoA-S nativa con 32ATP y
32GTP, muestra que la radiactividad se asocia a la subunidad a
(Teherani y Nishimura, 1975). E1 sitio de unién para el succina
to y posiblemente para los restantes sustratos estarian locali-
zados en la subunidad B o podria abarcar parte de ambas subuni-
dades oB. Para la reaccidn total son necesarias ambas subunida-
des, de manera que la enzima nativa presentaria dos sitios acti
vos, proponiéndose que el sitio activo podria estar armado en
el punto de contacto de las dos subunidades en el oligdmero
a8, (Pearson y Bridger, 1975).

En cuanto al mecanismo de accién de la Suc.CoA-S, se han
llevado a cabo numerosos trabajos, 10s cuales han conducido a
la postulacion de varios esquemas, que presentan algunas face-
tas comunes; asi, todos ellos coinciden en que la primer etapa
en la compleja secuencia de reacciones que conducen a la forma
cién de Succ.CoA, es la fosforilacién de la proteina enzimdti-
ca, por medio del nucledsido trifosfato.

Uno de los esquemas mads recientes, que tiene en cuenta
todas las evidencias experimentales acumuladas hasta ese i.omen
to, y que plantea la posibilidad de caminos alternativos, ¢
ain, eventualmente no enzimaticos, y considera ademdas todos los
otros mecanismos postulados, se ilustra en la Fiqura II.3. En
este diagrama se explican también la formacién y deteccidn de

otros complejos, cuya existencia ha sido muy discutida, pero
sin embargo no debemos descartar la posibilidad de que podrian
resultar de una alteraciéon de los equilibrios del camino nor-



mal, y consecuentemente, de una desviacidén por esas vias late-
rales (Wider de Xifra y .Batlle, 1976).

EC -
CoA CoA Suc.
ATP ADP ;/' {
~o ’E'SUC.COA —T"E

o Coli’;‘,\’: Suc CoaA

SUC. T~ syc-p-”

v

Suc-P
3

FIGURA II.3.: Mecanismo de accion de 1a Succinil-CoA-Sintetasa

I1.2.3. 6-Aminolevilico Sintetasa

La primera etapa que conduce especificamente a la biosin
tesis de tetrapirroles es la formacidn de ALA, a partir de
Succ.CoA y glicina, por accién de la enzima §-aminolevilico-
Sintetasa (ALA-S). Esta enzima fue detectada en extractos 1li-
bres de células de Rp. spherodides (Kikuchi y col, 1958 a; Gib-
son y col, 1958; Burnham y Lascelles, 1963), Rp. nubrum (Kiku-
chi y col, 1958 b), Rp. palustris (Viale y col, 1980), eritroci
tos de aves (Brown, 1958; Laver y col, 1958), higado de cobayo
(Granick y Urata, 1963), rata (Marver y col, 1966), espinaca
(Miller y Teng, 1967) y extractos de callos de soya (Wider de
Xifra y col, 1971). Sin embargo, no ha podido detectarse en
propldstidos y cloroplastos, como tampoco en la fraccidn mito-
condrial de plantas superiores (Porra y Irving, 1970). La pri-
mera deteccidn en un sistema vegetal fue reportada por Wider de
Xifra y col (1971).

En la mayoria de los tejidos estudiados, el ALA-S se en-

cuentra asociada a la fraccidon particulada. En higado de rata
se 1la ha localizado tanto en mitocondrias como en la fraccidn



soluble (Sano y Granick, 1961; Hayashi y col, 1969, 1970).

E1 fosfato de piridoxal es indispensable pe a4 el funcio-
anmiento de esta enzima (Kikuchi y col, 1958; Laver y col, 1958;
Lascelles, 1957). Respecto a la especificidad del ALA-S por sus
sustratos, se encontr6 (Kikuchi y col, 1959) que la enzima es
altamente especifica vrespecto a la Succ.CoA, con una baja capa
cidad para condensar otros acil-CoA con glicocola. E1 ALA-S pre
senta caracteristicas de enzima sulfhidrilica.

En la mayoria de los tejidos, el ALA-S se caracteriza
por su gran inestabilidad y vida media corta, 10 que ha hecho
dificil su estudio y purificacion.

En cuanto al mecanismo de accién del ALA-S se ha propues
to que la glicocola se condensa con el fosfato de piridoxal, par
te constituyente de la proteina enzimdtica, formando un carba-
nidn estable que luego reacciona con el dtomo de carbono del
carbonilo electrofilico de l1a Succ.CoA para producir un inter-
mediario muy inestable, el dcido a-amino B-cetoadipico, que adn
unido a la enzima se decarboxila espontdneamente a dcido é§-ami-

nolevialico {Fiqura I1.4.).

IT.2.3.1. Rol del ALA-S

La sintesis de los tetrapirroles estd controlada princi
palmente por cambios en la actividad del ALA-S. ista es la enzi
ma limitante y juega un papel fundamental en la regulacidn de
la biosintesis del hemo.

Uno de los mecanismos por medio de 1os cuales se regula
la actividad del ALA-S se conoce como "control por feed-back"
0 por producto final. Este es un mecanismo rdpido, en el cual
el hemo actia sobre la primera enzima del camino, el ALA-S.

Ademas de este mecanismo, se ha demostrado que existe
un control genético de la sintesis de ALA-S, dependiente de
DNA. E1 gen regulador del operdn hemo induciria la sintesis
de un apo-represor proteico, que en presencia de hemo actuaria
como co-represor y formaria el represor activo de la sintesis
del ALA-S. Los inductores de porfiria desplazarian al hemo de
su combinacién con el apo-represor, impidiendo la formacidn
del represor activo y produciendo, consecuentemente, un aumen-



to de la sintesis de ALA-S,.
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FIGURA II.4.: Mecanismo propuesto para la formacifén enzimdtica
de ALA

De manera que el hemo controla su propia sintesis, actuan
do rapidamente por un mecanismo feed-back inhibiendo la activi-
dad del ALA-S y, mas lentamente, por un mecanismo de represidn,
deteniendo la sintesis proteica del ALA-S.

Ademds, la actividad del ALA-S estaria controlada por la



presencia de un compuesto de bajo FM, una c¢istina trisulfuro,

que es capaz de convertir una forme inactiva del ALA-S en una ftor
ma de alta actividad, segin las necesidades de la célula. La for
macién de este activador estd catalizada por une enzima, a Cis
tationasa, mientras que otra enzima, la Rodenasa, cataliz: la
degradacion de la cistina trisulfuro. Es decir que estas enzimas,
involucradas en el metabolismo de los compuestos sulfurados, con-
trolan el contenido intracelular del activador del ALA-S, la cis

tina trisulfuro.

I11.2.4. DOVA-Transaminasa

En 1955, administrando 5-!“C-ALA a ratas, Shemin y col ob
servaron radiactividad en el CO, respiratorio, formiato urinario
y el grupo ureidodel acido dGrico. Esto dio origen a una serie de
reacciones que constituyen 1o que se conoce como ciclo del suc-
cinato-glicina o ciclo de Russell y Shemin (Figura II.5.). Se.su
pone que el ALA, formado por condensacidon de la glicina con el
succinato, podria deaminarse a y,s6-dioxovalerato (DOVA), el cual
al perder el grupo carbonilo terminal regeneraria el succinato,
dando un fragmento de un dtomo de carbono (proveniente del C-2 de
la glicina) capaz de participar luego de las reacciones de biosin

tesis de purinas.

Cuando se administrd a palomas y patos 5-!'“C-ALA, se detec
té radiactividad en formiato, el grupo ureido de guanina, y en me
nor grado en hemo (Nemeth y col, 1958). La existencia del ciclo
se confirmé luego exhaustivamente en Rhodospinillum nubrum (Shi-
gesada, 1972).

En 1961, Gibson y col demostraron que el equilibrio en la
reaccién de transaminacién estd desplazado en favor de la forma-
cién de ALA a partir de DOVA. Efectivamente, incubando un extrac-
to enzimdtico de Rhodopseudomonas spheroides con DOVA y L-alanina
o B-alanina, obtuvieron ALA y piruvato. Posteriormente, Neuberger
y Turner, en 1963, aislaron, purificaron y caracterizaron la vy,6-di
oxovalerato transaminasa (DOVA-T) de esta misma bacteria fotosin-
tética.

Gassman y col (1968) utilizando una fraccién enzimdtica
de Chforella vulgarnis midieron sintesis de ALA a partir de DOVA,
realizando estudios cinéticos de la reaccion de transaminacidn
y determinando especificidad de aminodcidos. En este mismo orga



nismo,Beale (1971) observé acumulacidon de ALA cuando se 1¢ ha-
cia crecer a la luz en presencia de acido levulinico. EI acido
levulinico es un inhibidor competitivo del ALA-Dehidrasa (Nandi
y Shemin, 1968), que evita la conversién de ALA a PBG, inhibien
do la sintesis de porfirinas y por ende, la formacién de cloro
fila.
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FIGURA II.5.: Ciclo del succinato-glicina.

Beale y Castelfranco, trabajando en presencia de acido
levulinico, con cotiledones de pepino enverdecidos (1973) y ho-
jas de cebada y poroto enverdecidas (1974), midieron radiacti-
vidad en el ALA formado a partir de glutamato, glutamina, u-ce-
toglutarato, succinato y glicina marcados con '“C. Encontraron
que los compuestos de cinco dtomos de carbono:glutamato,glutami



na y a-cetoglutarato, se incorporab .n intactos en ¢ ALA y en
forma mds eficiente que el succinat y la glicira. .stos resul-
tados confirmaron la existencia en nlantas superiores de ure ru
ta alternativa de sintesis de ALA.

En 1la Figura II.6. se esquematizan las des vias de sinte

sis de ALA, que partiendo de dcido glutamico, operarian en bac-
terias y tejidos animales (Kikuchi y col, 1958) y en plantas su
periores (Beale y col, 1975).

En plantas superiores se hanpurificado parcialmente dos
enzimas que catalizan la conversion de a-cetoglutarato a DOVA,
y de DOVA a ALA (Lohr y Friedmann, 1976).

Con respecto al mecanismo de accidén, algunos autores le
adjudican un cldsico mecanismo ping-pong, tipico de las transa-
minasas (Noguchi y Mori, 1981), mientras que otros postulan un
mecanismo ping-pong con ciertas caracteristicas particulares
(varticovski y co01,1980). Todos coinciden en que las dos formas
enzimadticas estables, a través de las cuales actuaria la DOVA-T,
corresponden a los complejos enzima-fosfato de piridoxal y enzi
ma-fosfato de piridoxamina. E1 aminodcido se uniria con la pri
mera de estas formas, mientras que el DOVA 1o haria con la se-
gunda de ellas.

La reaccidn catalizada por la DOVA-T difiere de la mayo-
ria de las reacciones de transaminacién, por su irreversibili-
dad.

En cuanto a si esta enzima tiene 0 no importancia a nivel
regulatorio, adn no ha sido dilucidado.

IT1.2.5. ALA-Dehidrasa

Por cuanto el estudio de esta enzima constituye parte
fundamental de este trabajo de Tesis, en el capitulo IIIl nos o
cuparemos con mayor extensidon y detalle acerca de ella.

I1.2.6. PBG-asa

Se denomina PBG-asa al complejo enzimdtico que cataliza
la ciclaci6én de cuatro moléculas de PBG para dar el Uroporfirind
geno III (UROGEN III), el intermediario fisiol6gico en la bio-
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sintesis de Hemo, clorofilas y cory nas.

La PBG-asa es una combinaci¢n de, por 1o meros, dos 2nzi
mas: la Uroporfirinégeno I sintetasa o Deaminasa y la Uroporfi-
rindgeno III-Cosintetasa o Iscmerasa.

Actuando sola la Deaminasa convierte 4 moléculas de PBG
en una de Uroporfirinfgeno I (Urogen 1), por medio de una con-
densacidon cabeza-cola con eliminacién de amoniaco y cierre fi-
nal del anillo. La Isomerasa, en cambio, no usa al PBG como sus
trato ni tampoco actia sobre el Urogen I; sin embargo, cuando
se encuentra asociada con Ia Deaminasa, formando el complejo de
la PBG-asa, transforma 4 moléculas de PBG en el UROGEN III, el
isémero asimétrico, por medio de condensaciones sucesivas con
eliminacidén de amoniaco e inversidon de uno de los anillos.

Este sistema enzimdtico se ha detectado en tejidos de nu
merosas fuentes, tales como bacterias, algas, protozoos, plan-
tas superiores, eritrocitos de conejo, aves y humanos e higado
bovino (ver referencias en Batlle y Rossetti, 1977).

En la mayoria de los tejidos estudiados, la PBG-asa es
una enzima citoplasmdtica. Sin embargo, Bogorad (1955 a y b},
Falk y Dresel (1960) y Carel y Kahn (1964), encontraron que su
actividad estaba asociada a fracciones particuladas. Mds tarde,
Rossetti (1978) detecté actividad enzimdtica tanto en fraccio-
nes particuladas como solubles de Euglena gracilis.

La PBG-asa, asi como sus componentes, Deaminasa e Isome-
rasa, se han aislado y purificado a partir de una amplia varie-
dad de fuentes, y estudiado sus propiedades.

La determinacidonde los pesos moleculares de estas enzimas
ha revelado que s6lo para la Deaminasa parece haber uniformidad,
siendo el valor reportado para laenzima de distintas fuentes
40.000. Sin embargo, no puede decirse 10 mismo para la Isomerasa
y PBG-asa, 1o que ha llevado a postular que, segin las condicio
nes, ya sea {n vivo o {n vitno, se produce un fenémeno de asocia
cién-disociacion entre ambos componentes de la PBG-asa,asi como
con la Isomerasa aislada (Rossetti y col, 1980).

La PBG-asa, Deaminasa e Isomerasa, son enzimas sulfhidri
licas; 10s grupos -SH podrian estar involucrados en el centro
activo de las enzimas, asi como intervenir en la esociacién de
la Deaminasa con la Isomerasa, para formar el complejo activo



de l1a PBG-asa.

La Deaminasa es una enzima termoestable, mientras que la
Isomerasa es termoldbil. Esta importante diferencia es a menudo

utilizada para separar ambos componentes proteicos de la PBG-asa.

Los estudios cinéticos indican que, segin las fuentes, es
te complejo puede presentar las caracteristicas de una proteina a
lostérica. Asi, en algunos tejidos se observa cooperatividad po
sitiva (Sancovich y col, 1969; Llambias y col, 1971) y en otros
casos cooperatividad negativa (Llambias y Batlile, 1970 a y b),
ésto demuestra que la entrada de l1a primer molécula de PBG con-
trola, de algidn modo, la entrada de las siguientes.

Rossetti (1978) obtuvo una curva hiperbélica para la for
macidén de producto y sigmoidea para el consumo de PBG, al estu-
diar la cinética de la PBG-asa en E. gracilis. Esto nos indica
que el comportamiento cinético de esta enzima varia ampliamente
con el sistema en estudio.

Con respecto al mecanismo de accidn del complejo PBG-asa
en ciertos tejidos se han detectado y aislado, en condiciones
normales, intermediarios polipirrdlicos (Llambias y Batlle, 1970
c, 1971, a y b; Rossetti y col, 1977), que segin la fuente y el
tipo de reaccién varian en longitud y estructura. Estos hallaz-
gos son de fundamental importancia para la dilucidacidn de este
mecanismo de accidn, puesto que permiten la identificacién de
las etapas intermedias entre PBG y uroporfirinfgeno.

Se ha encontrado que tanto los polipirroles de cadena a-
bierta obtenidos en condiciones normales, como aquellos conse-
guidos en presencia de inhibidores de las enzimas, se comportan
como intermediarios de la reaccidén pero no como sustratos.

Paralelamente, por sintesis quimica, se han obtenido la
mayoria de estos bilanos, asi como otros andlogos con estructu-
ras relacionadas, llegandose a la conclusién de que aquellos que
poseen el tipo de la serie III pueden actuar como intermediarios
normales en la sintesis de UROGEN III, en tanto que los de la
serie I inhiben la formacidnde UROGEN III y s610 pueden incorpo
rarse en el UROGEN I.

En base a todas estas evidencias experimentales Batlile y
Rossetti (1977) postularon el mecanismo de accién de la PBG-asa
que se ilustra en la Figura II.7.

40
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Podemos decir que hasta el presente, hay acuerdo entre
los diferentes grupos de trabajo en cuanto a la existencia de
los intermediarios aminometilpirrilmetanos; sin embargo se difie
re en cuanto al momento en elcual ocurre la isomerizacidn.

Battersby y col (1977, a, b y c) sugieren que el proceso
de reordenamiento tendrfa lugar después de la formacién de un
bilano lineal no-isomerizado, mientras que las propuestas de
nuestro laboratorio (Rossetti y Batlle, 1977; Rossetti, 1978)
indican que la isomerizacifén podria ocurrir en la etapa inicial
de condensacién de ldas dos primeras moléculas de PBG.

M&s tarde, el grupo de Scott encontré que la Deaminasa
forma un Preuroporfirindgeno, que seria el sustrato natural de
ta Isomerasa (Burton y co01,1979; Jordan y col, 1979; Jordan y
Sheera, 1979).

Recientemente, Battersby y col (1980) postularon que la
Isomerasa actuarfa sobre el hidroximetilbilano produciendo la
isomerizacién del anillo D seguida de una rdpida ciclizaciodn.

Como vemos, si bien los diferentes mecanismos propuestos
para explicar la acci6én conjunta de la Deaminasa e Isomerasa son
coincidentes en varios aspectos, todavia no existe un total acuer
do,quedando ain por esclarecer el complejo pero fascinante meca
nismo de accién de la PBG-asa.

I1.2.7. Decarboxilasa

La Uroporfirin6geno Decarboxilasa o Uroporfirinégeno car
boxiliasa,llamada cominmente .Decarboxilasa, es la enzima que ca
taliza la conversién de Uroporfirinégeno III (I) en Coproporfi-
rin6geno III (I), por decarboxilacién de las cuatro cadenas la-
terales de dcido acético del sustrato a los cuatro restos meti-
1o del producto. Esta enzima ha sido estudiada en Chlorefta vul
garnis (Bogorad, 1955 a y b, 1958), Rhodopseudomonas sphenroides
(Hoare y Heath, 1958 a), bazo de ratén (Romeo y Levin, 1971),
eritrocitos de aves (Tomio y col, 1970; Batlle y Grinstein, 1964;
Hoare y Heath, 1958 b) y humancs ( Eider y Tobei, 4933 ; Elder, 1982;
Booy y Rimington, 1957), glandula de Harder (Tomio y Grinstein,
1968); higado de rata (Aragonés y col, 1972): higado de cerdo
(Kushner y col, 1975) y reticulocitos de conejo (Granick y Mau
zerall, 1958 a).
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La deteccién de intermediarios de 7, 6 y & carboxilos en
la formacidén enzimdtica de Coproporfirindgeno, ha sugerido que
el proceso ocurre en etapas (Batlie y Grinstein, 1962; 1964),
aceptdandose hasta el presente, que una sola proteina enzimdtica
estaria involucrada en esta reaccién (Batlle, 1973), pese a que
este punto ain no estd definitivamente resuelto. Elder (1982)J9?})
informé acerca de la purificacién de la Decarboxilasa de eritro
citos humanos, la cual, aparentemente, consistiria en una (nica
proteina formada por dos subunidades; este mismo autor ha suge-

rido, ademas, que existirian dos clases de sitios cataliticos
por molécula de enzima,confirmando los resvltedos cle Tomio y col (11%).

Varios hechos experimentales sustentan la teoria de que
la decarboxilacién de Uroporfirinégenos es un proceso en etapas.
Se han encontrado intermediarios tetrapirrélicos con 7,6 y 5 car
boxilos en materiales bioldgicos de pacientes porfiricos (Grinstein
y col, 1945; Canivet y Rimington, 1953). Asimismo, en estudios
de biosintesis de porfirinas £in vitrno a partir de precuréores
simples, se detectaron estos mismos intermediarios (Mauzerall y
Granick, 1958; Hoare y Heath, 1959; Lascelles, 1956; Falk y col,

1956; Batlle y Grinstein, 1962).

Estas evidencias llevaron a postular que los porfirindge
nos de estas porfirinas con 7, 6 y 5 carboxilos debian ser los
intermediarios normales en el camino del Hemo. En 1962, Batlle
y Grinstein verificaron la identidad de la porfirina heptacar-
boxflica biosintética, con la aislada de orina, de igual namero
de carboxilos; se demostr6 también, utilizando técnicas de mar-
cacién directa con !*C y por dilucién isotépica, que el porfiri
n6geno de 7 carboxilos era un intermediario normal en este cami
no biosintético entre el Uroporfirindgeno y el Coproporfirinbge
no. Mis tarde, San Martin de Viale y Grinstein (1968) comproba-
ron que los porfirindgenos hexa y pentacarboxilicos eran, asimis
mo, intermediarios normales en la biosintesis del hemo.

La Decarboxilasa actia muy especificamente sobre los res
tos acético; sin embargo, no es tan especifica en cuanto al tipo
isomérico, ya que es capaz de decarboxilar los 4 isomeros posi-
bles del Uroporfirindgeno. De todos modos, existe un grado de
relativa selectividad en este aspecto, pues se ha comprobado que
la velocidad de decarboxilacion varia de acuerdo con el tipo iso
mérico, habiéndose observado el siguiente orden: TII > IV > II >
> 1, pera reticolocites de conejo ( Mavaeral] N Granick, MS?).
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En la mayoria de los tejidos, la Decarboxilasa es una
enzima citoplasmatica.

En general, el oxigeno suele inhibir significativamente
a esta enzima, Este efecto habia sido atribuido (Mauzerall y
Granick, 1958) a 1a oxidacidn que sufririan los sustratos, aun
que no puede descartarse una accidon directa sobre la enzima. De
todos modos, la enzima ha sido ensayada en anaerobiosis y en ae
robiosis (Tomio y col, 1970).

La decarboxilasa es una enzima sensible al calor (Tomio
y col, 1970; Romeo y Levin, 1971) y es una enzima sulfhidrili-
ca. Asi, el GSH (Mauzerall y Granick, 1958; lomio y col, 1970)
y el g-mercaptoetanol (Hoare y Heath, 1958 b) poseen un efecto
activador, aunque la CiSH, en iguales condiciones, la inhibe
(Tomio y col, 1970). Como era de esperar, los metales pesados,
la iodoacetamida, el PCMB y el DTNB la inactivan (Tomio y col,
1970; Hoare y Heath, 1958 b; Romeo y Levin, 1971). La Decarboxi
lasa proveniente de eritrocitos humanos y de aves también se in
hibe por cationes univalentes (Conford, 1964).

AlGn no se conoce el mecanismo de accidn de esta enzima,
si bien se ha podido establecer cudl es la ruta de decarboxila-
cién del Uroporfirindgeno III a Coproporfirinégeno III. De las
24 posibles secuencias a través de 14 intermediarios que podrian
formarse por las sucesivas decarboxilaciones de las cuatro cade
nas acetato a los correspondientes restos metilo, 1levando a ca-
bo la sintesis quimica de los 14 derivados posibles, procedién-
dose luego a su decarboxilacién enzimdtica 4{n vitre y analizan-
do los productos resultantes, Jackson y col (19Y76) determinaron
cudl era la ruta natural. De acuerdo con sus resultados, el gru
po de Jackson ha propuesto que el proceso de decarboxilacidn en-
zimdtica del Urogen III ocurre de modo tal que el sustrato, ubi
cado en el sitio activo de la enzima, se mueve sobre Ta superfi
cie de la misma siquiendo el sentido de las agujas del reloj,
inicidndose la reaccidon en el anillo D y continuando Tuego con
los anillos A, B y C para formar el Coprecporfirindgeno III
(Fiqura 1I.8.).

En contraste con esta ruta ordenada para la serie isomé-
rica III, Ta Decarboxilasa actia sobre el Urogen I transformin-
dolo en Coprogen I por cualquiera de las dos rutas posibles
(Jackson y col, 1977).
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FIGURA II1.8.: Ruta normal para la decarboxilacion enzimdtica
del Uroporfirinégeno III a Coproporfirinégeno
IT1

IT.2.7.1. Decarboxilasa y Porfiria Cutdnea Tardia. Modelos ex-

perimentales

En las orinas de pacientes con Porfiria Cutdnea Tardia
(PCT) se encuentran elevadas cantidades de porfirinas con 8, 7,
6, 5y 4 carboxilos, pero se acumula especialmente Uro y Firia-
porfirina. Se postula que este cuadro anormal se debe a una fa-
11a en el control del camino de sintesis del hemo y en particu-
lar, a una deficiencia de la Decarboxilasa.

Por otra parte, la intoxicacién crénica con policlorados,
como por ejemplo el hexaclorobenceno, provoca en humanos y en a
nimales un tipo de porfiria con sintomatologias clinicas y bio-
quimicas similares a las observadas en la PCT. (5av»Maan.dv. Viale ’wf.

49%0).
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Tanto en los casos de PCT como en los modelos experimen-
tales, se postula que el cuadro bioquimico anormal se debe a
una deficiencia enzimdtica primaria a nivel de la Decarboxilasa,
que a su vez lleva a un aumento secundario de la actividad de
la enzima limitante (ALA-S) por de-represidn, todo 1o cual con-
duce al patrén caracteristico de esta porfiria.(Elde(\,cd,MK h
San Mactin de Visle 493 ; Smith 7De, Matteis | 4430).

11.2.8. Coprogenasa

La formacién de Protoporfirinégeno IX a partir de Copro
porfirindgeno III estd catalizada por la Coproporfirinogenasa
(CPG-asa),Coproporfirindgeno-oxidasa o Coprogenasa. Esta reac-
cién implica la decarboxilacidén oxidativa de los dos restos de
dcido propidnico ubicados en las posiciones 2 y 4 de los anillos
A y B del Coproporfiringgeno, a dos restos vinilo (Figura I1I.9.)

QOOH QODH ?00H
CH
2 T LH
HyC H, H3C CHOH H3C CH
Ho0
| — | | ==
N N
H H H
Coproporfirinogeno OH-derivado cis-acri-derivado Protoporfirindggeno

FIGURA IT1.9.: Mecanismo de decarboxilacién oxidativa del Copro
’ porfirinégeno III a Protoporfirindgeno IX.

La enzima es altamente especifica para el Coproporfiri
négeno III, razén por la cual en la Naturaleza s6lo encontra-
mos la Protoporfirina IX. La Coprogenasa no utiliza los Copro-
porfirinégenos I y Il como sustratos, pero i{n vitro puede actuar
sobre el isbémero IV, que es un producto de sintesis, dando como
producto final la Protoporfirina XIII (Al-Hazimi y col, 1976).

En base a la determinacidén de las estructuras de porfiri
nas obtenidas de materiales bioldgicos y a la sintesis quimica
de posibles intermediarios en esta reaccidon, se han postulado

varios mecanismos de accion para esta enzima.
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A partir de diversas fuentes naturales y biosintéticas,
se ha aislado una porfirina tricarboxilica, detectada por pri-
mera vez en gldndula de Harder, por lo cual se la denominé Har
deroporfirina (Tomio y Grinstein, 1968); su estructura fue de-
terminada por sintesis quimica (Kennedy y col, 1970). Este inter
mediario es un derivado de la Coproporfirina en el cual el res-
to propidnico de la posicidn 2 del anillo A estd sustituido por
un vinilo; esta estructura es idéntica a la porfirina tricarbo-
xflica aislada de eritrocitos humanos (Eriksen, 1955). Utilizan
do extractos de E. gracifis (Cavaleiro y col, 1973 ; 1974) o he
molizados de eritrocitos de aves (Games y col, 1976), con Harde-
ro o iso-Harderoporfirinogenos sintéticos (en la iso-Harderc el
vinilo se halla en la posicién 4) se observé incorporacién de am
bos a la Protoporfirina, aunque con mayor eficiencia para el pri
mero de ellos. tstos resultados han sugerido que la decarboxila
ciébn oxidativa de los restos propionato ocurre también en eta-
pas, comenzando por el sustituyente en 2 del anillo A y siguien
do luego por el del anillo B; de esta manera, en analogia cén
el esquema propuesto para la Decarboxilasa, la Coprogenasa actua
ria siguiendo el sentido de las agujas del reloj.

Rimington y Tooth (1961) habian postulado que una acrili
co porfirina podria ser un intermediario dela reaccién; sin em-
bargo, se observdé que el trans 2,4-diacrilico porfirinégeno no
actuaba como sustrato (Sano y Granick, 1961; Batlle y Rimington,
1966). Restaba ain la posibilidad de que el verdadero interme-
diario fuera el isémero cis (Batlle y col, 1965). Mas tarde, se
aisld cde materiales biolégicos la Porfirina S-411 (French y col,
197Q), en cuya estructura se encuentra un sustituyente cis-acri
lato en la posicidon 2 del anillo, 1o cual en cierto modo estaria
apoyando la teoria anterior.

En 1965, Batlle y col propusieron que la primera etapa
en este proceso era una oxidacion del resto propionato a un hi
droxipropionato (Figura 11.9.). Un afio después, Sano (1966) sin
tetizd una mezcla de isomero¢ de este compuesto y , utilizando
extractos mitocondriales de higado bovino como fuente de Copro-
genasa, comprob6 que habia un 20% de incorporacién en Protopor-
firin6geno.

Estudios posteriores 4n vitno (Zaman y col, 1972; Batters
by y col, 1972), empleando precursores marcados, revelaron que
la Porfirina S-411, aparentemente, no seria un intermediario nor
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mal. Asi lo interpretaron Jackson y col (1976), quienes sugirie
ron que el a-0H propionil derivado formado inicialmente podria
eliminar H,0, y decarboxilarse simultdneamente a vinilo. Sin em
bargo, no puede descartarse la posibilidad de que, bajo control
enzimadtico, la ruta esquematizada en la Figura II1.9. ocurra 4n
vivo., Otras investigaciones sobre este tema (Battersby y col,
1975; Zaman y Akhtar, 1976) han contribuido a aclarar algunos
aspectos del mecanismo y la estereoquimica de la formacién de

los grupos vinilo en la Protoporfirina.

En un trabajo reciente (Jackson y col, 1980), en el que
se utilizaron hemolizados de eritrocitos de pollo y enzima pu-
rificada de hfgado de rata como fuente enzimitica, se sugirié,.
en base a los resultados obtenidos, que un porfirindgeno hidro-
xipropidnico seria el intermediario anterior al Harderoporfiri
négeno en la decarboxilacién oxidativa del dacido propidnico ubi
cado en la posicién 2 del Coproporfirinégeno, de acuerdo con el

esquema de la Figura II.9.

La Coprogenasa es, en la mayor parte de l1os casos, una
enzima mitocondrial (Batlie y col, 1965), tiene en general un
requerimiento absoluto por oxigeno molecular (Falk y col, 1953),
qQue actia como aceptor final dehidrégeno, no pudiendo ser reem
plazado por otros oxidantes.

Sin embargo, en ciertos organismos estrictamente anaercdbi
cos debe existir, necesariamente, algin mecanismo que lleve a
la formacién de Protogen (Mori y Sano, 1968). Tait (1969, 1972)
trabajando con Rv. sphernoides y Poulson y Polglase (1974 a) con
S. cenevisiae detectaron actividad de CPG-asa en aerobiosis y
en anaerobiosis; en este Gltimo caso utilizd,como aceptor de
hidrdgenos, un sistema constituido por ATP, M92+ y L-metionina.

Esta enzima se ve afectada en las Coproporfirias hepati-
ca y eritropoyética, en las cuales se excretan niveles urina-
rios significativamente elevados de Coproporfirina. También pare
ce estar inhibida en intoxicacidén con Pb, junto con el ALA-D,
en cuyo caso se encuentra una elevada eliminacidén de ALA y Copro
porfirina en orina.(kreimer -Birmbavm y cinstein , 14¢r ; Datlle ‘I‘O",“N)-

La Coprogenasa ha sido estudiada en muy diversas fuentes,
tales como Chlonrella vulgaris (Granick, 1955), hemolizados de e
ritrocitos de aves (Dresel y Falk, 1956), Euglena grac(tcs (Gra
nick y Mauzerall, 1958 b), higado bovino (Sano y Granick, 1961 ;



Sano , 19Y58), higado de buey (Porra y Falk, 1964), higado de ra
ta (Batlle y col, 1965), Chrnomatium D (Mori y Sano, 1968; Tait,
1972); Rp . sphenodides (Tait, 1969; 1972); hojas de tabaco

(Hsu y Miller, 1970), diversas bacterias (Jacobs y col, 1970),
Saccharomyces cernevisiae (Poulson y Polglase, 1974 a), linfoci
tos humanos (Grandchamps y Nordman, 1977) y bazo de rata (Kar-
dish y Woods, 1980).

I1.2.9. Protogen oxidasa
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La oxidacidon de protoporfirindgeno a porfirina, uno de los

@ltimos pasos en la sintesis de hemo y clorofila, estd cataliza
da por la Protogen oxidasa.

Esta reaccidon, que involucra la eliminacién de seis hi-
dr6genos del anillo del porfirinégeno, puede ocurrir no enzimd-
ticamente. De todas maneras, estudios recientes han confirmado
su naturaleza enzimdtica en mitocondrias de higado y de levadu
ras (PoulsonyPolglase, 1975; Poulson, 1976; Jackson y col,
1974). La Protogen oxidasa mitocondrial fue solubilizada, puri-
ficada y parcialmente caracterizada (Poulsony Polglase, 1975;
Poulson, 1976). Usa oxigeno como dnico aceptor de hidrégenos y
no pudo demostrarse el requerimiento de ningin cofactor para es
ta reacci6n directa con oxigeno (Sano y Granick, 1961; Porra y
Falk, 1964; Poulson y Polglase, 1975; Poulson, 1976).

En Eschenichia cofi, Jacobs y Jacobs (1975) midieron ac-
tividad aerdébica de esta enzima. Estos mismos autores (1976) de
mostraron luego que esta reaccidén podia ocurrir anaerébicamente
usando fumarato como aceptor alternativo de electrones. La oxi-
dacidén anaerfbica del protoporfirinGgeno estd acoplada a la re-
duccidn del fumarato a través de intermediarios de la cadena
de transporte de electrones, especificamente quinonas (Jacobs y
Jacobs, 1977 a, b; 1978). De aqui puede deducirse que es poco
probable un mecanismo de accién enzimatico que requiera oxigeno
molecular, ¥y que en cambio, la cadena de transporte de electro-
nes debe jugar un rol importante en esta oxidacidon (Jacobs y
Jacobs, 1979).

La Protogen oxidasa es una enzima termolabil, inactivan
dose a los 40 °C. E1 Urogen I o III, o Coprogen I o III, no sir
ven como sustratos. Tiene todas las caracteristicas de una enzi



ma sulfhidrilica.

Experiencias realizadas en levaduras, indican que la Pro
togen oxidasa se forma en ias mitocondrias y no en el citoplas-
ma, ya que si las células se hacen crecer en presencia de ciclo
heximida, hay actividad enzimética en la fraccién mitocondrial,
no asi cuando se hacen crecer con cloranfenicol (Poulson y Pol-
glase, 1974 b).

La reaccidon ocurre en dos etapas. En la primera se forma
el intermediario prototetrahidroporfirina IX, un pigmento con un
maximo de absorcidon a 503 nm, cominmente 1lamado P503. Este deri
va del protoporfirindgeno IX por autooxidacidon. E1 segundo paso,
que requiere la remoci6n de 4 H, estd catalizado por la Protogen
oxidasa (Figura II.10.).

En células reprimidas por glucosa se acumula el pigmento
P503 y protoporfirin6geno IX. tsto sugiere que el sitio de re-
presién por glucosa estd a nivel de la Protogen oxidasa (Poulson
y Polglase, 1974 b).

La Protogen oxidasa estarfa también involucrada en algu-
nas porfirias. Es posible que se encuentre disminuida en la Por
firia Variegata, en cuyo caso la excrecidon de Protogen acumula-
do estaria facilitada por su asociacién a péptidos de longitud
variable, que constituirian la conocida "fraccidon de porfirina
X", cuya excrecién en exceso es una de las caracteristicas bio-
quimicas tipicas de esta Porfiria. (Batlle y col, 1981).

[I1.2.10. Ferroquelatasa

La enzima ferroquelatasa (protohemo-ferroliasa) cataliza
la insercién de Fe2* en una variedad de porfirinas dicarboxilicas
para formar los correspondientes hemos (Labbe y col, 1963); Porra
y Jones, 1963, a, by c).

La presencia de ferroquelatasa ha sido demostrada directa
mente en preparaciones libres de células de una gran variedad de
fuentes, tales como eritrocitos de aves (Krueger y col, 1956),
médula &sea (Kasuga y col, 1954), reticulocitos (Clark y Walsh,
1959), higado, rifibn y bazo de mamiferos (Lockhead y Goldberg,
1961), en dos levaduras, Saccharomyces cenrevisiae (Porra y Jones,
1963, b y ¢c) y Toruolopsus uiifis (Porra y Ross, 196b5); en una



gran variedad de bacterias (Porra y Jones, 1963, b y c) y en dos
bacterias fotosintéticas, Chromatium (Porra y Jones, 1963, b y
c) y Ro. spheroides (Porra y Lascelles, 1965).
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FIGURA 11.10.: Esquema de la formacion de Protoporfirina
iX a partir de Protoporfirindgeno IX
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También se ha detectado ferroquelatasa en glébulos rojos
de sangre humana patol6gica: anemias hemoliticas (Grinstein y
col, 1959), anemia perniciosa (Lockhead y Goldberg, 1961) y en
varios otros desdrdenes metabélicos (Vavra y col, 1964).

Posteriormente, la actividad de ferroquelatasa fue demos-
trada y caracterizada en sangre humana normal (Langelaan y col,
1969). En 1970, estos mismos autores sugirieronque las células
de sangre humana podian contener dos enzimas diferentes con acti
vidad de hemosintetasa: una enzima particulada encontrada en leu
cocitos que era inhibida por éter y una segunda enzima, encontra
da en precursores de gldobulos rojos que era altamente estimulada
por éter. Esta dltima parecerfa ser una lipoproteina, ya que el
agregado de ciertos solventes orgdnicos o fracciones lipoicas
aumentaban su actividad, probablemente facilitando el acceso del
sustrato al sitio activo.

La ferroquelatasa es una enzima particulada, localizada
en la mitocondria de todos los tipos de células mencionadas
(Lockhead y Goldberg, 1961) y también en células de levaduras
(Reithmuller y Tuppy, 1964).

La ferroquelatasa de célutas bacterianas es también par
ticulada y estd unida posiblemente a membrana (Porra y Jones,
1963, b y c).

En 1961, Schwartz y col demostraron que la incorpora:ién
de Fe?* en la protoporfirina se ve facilitada por la presencia
de globina, y que el producto final de la reaccidn, caracteriza-
do por electroforesis y cromatografia, es la hemoglobina.

Esta enzima es absolutamente especifica para el hierro,
To cual es muy significativo, ya que, <n vivo, la enzima debe se
leccionar a este metal entre una posible serie de cationes diva-
lentes. Respecto a su especificidad por la porfirina, se observa
que no son esenciales los grupos vinilo ubicados en posicion 2 y
4 de la protoporfirina, ya que la meso y deuteroporfirina, en las
cuales los vinilos estdn sustituidos por etilos e hidrogenos, res
pectivamente, también actdan como buenos sustratos. En cambio,
1os grupos carboxilo libres del dcido propidnico parecen ser in-
dispensables, ya que cuando estdn bloqueados, los derivados no
son tan efectivos como sustratos (Heikel y col, 1958); tampoco
lo son los porfirinégenos ni las porfirinas parcialmente reduci-
das.



Se ha postulado que la enzima posee dos sitios activos,
uno para el metal y otro para la porfirina.(labbe 1**"550"‘-,“‘4)-

En la mayoria de los tejidos estudiados, la reaccidn enzi
midtica tiene lugar en anaerobiosis o en presencia de agentes re-
ductores tales como dcido asc6rbico, GSH o CiSH (Porvra y Jones,
1963, b; Nishida y Labbe, 1959; Labbe y Hubbard, 1961). Estos re
sultados estarian sugiriendo la presencia de grupos -SH esencia-
les.

La enzima obtenida de mitocondrias es inhibida por su
sustrato porfirina y retroinhibida por hemo (lephly y col, 1973),
Yy parece requerir fosfato de piridoxal, que estaria fuertemente
unido a la protefina.

Esta enzima se encuentra bloqueada en aquellos casos de
porfiria caracterizados por una acumulacién de protoporfirina,
como la Protoporfiria Eritropoyética. (®atlle \,col-:““)-

II1.3. Catabolismo del Hemo

Cuando l1a hemoglobina se destruye en el organismo, su por
cidn proteica, la globina, puede volver a ser utilizada ya sea
como tal o bien bajo lta forma de l1os aminodcidos que la constitu
yen; el hierro entra a formar parte de la reserva de hierro tam-
bién para su ulterior utilizaciodn.

E! hemo, en cambio, se degrada en las células reticuloen
doteliales del higado, del bazo y de la médula 6sea. El primer
paso en la degradacién del hemo es la ruptura del anillo de la
porfirina entre los nidcleos Ay By la eliminacién del carbono me
tilénico a como CO (Fiqura I1.11.). Es probable que el anillo de
porfirina pueda abrirse y que ain contenga hierro antes de que
se separe la protoporfirina de la globina (Guzelian y Swisher,
1979).

Después de la ruptura del anillio de porfirina de! hemo y
de la eliminacidén del hierro, se forma el primero de los pigmen-
tos bilijares, la biliverdina IX a, que se reduce facilmente a
bilirrubina y constituye el principal pigmento de la bilis huma
na.

E1l sistema enzimdtico que cataliza estas reacciones esta

compuesto por dos enzimas: la hemo oxigenasa y la biliverdina re



ductasa (lenhunen y col, 1969).
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FIGURA II.11.: Catabolismo del hemo

La hemo oxigenasa esta localizada en la fraccion microso
mal del bazo, higado, médula 6sea, macr6fagos y otros tejidos
involucrados en la degradacidén de la hemoglobina {in vive (Pims-
tone y col, 1971 a). Cataliza la formacién de cantidades equimo
leculares de biliverdina IX o« y CO, a partir de sustratos que
permiten una fdcil disociacién de la mitad hémica de la porciodn
proteica de la molécula (Tenhunen, 1976). Aunque la mayor activi
dad enzimdtica se obtiene con compuestos de protohemina 1X,
otras heminas dela serie IX, asi como otros isdomeros (por ejem-
plo: coprohemina I) tienen una cierta actividad como sustrato.
Las porfirinas libres no funcionan como sustrato; de estas expe
riencias y otras llevadas a cabo con Cu, Co, Ni y paladio porfi
rinas, surge que el dtomo central del hierro es conjunlamente
con la parte proteica, indispensable para la actividad enzimati
ca (Tenhunen, 1976).



De manera entonces que, como anticipamos, el producto ini
cial de la conversién enzimdtica del hemo a bilirrubina es la bi
liverdina IX a, que se reduce luego a bilirrubina IX a por accidn
de la biliverdina reductasa.

La biliverdina reductasa es una enzima soluble, presente
en exceso en un gran nimero de tejidos de mamiferos. Requiere
NADPH o NADH como donor de hidrdgenos, siendo el primero mucho
mas efectivo que el segundo a pequefias concentraciones de bili-
verdina, y tiene una gran especificidad para biliverdina IX a
(Tenhunen y col, 1969).

E1 sistema enzimdtico de la hemo oxigenasa tiene un reque
rimiento absoluto y estequiométrico de oxigeno molecular y NADPH.
Se consumen 3 moles de 0, por mol de bilirrubina formada.

La actividad de 1a hemo oxigenasa aumenta en higado, bazo,
macrdfagos, células de los tidbulos renales y otros tejidos, lTue
go de la administracion de hemo o hemoglobina, probablemente por
induccién por sustrato (Tenhunen, 1976).

Durante el transcurso de la reaccién, el hemo se une a
una proteina insoluble y sustrato inducible, que se comporta co
mo una oxigenasa estereoespecifica. Esta es una proteina de pe
so molecular mayor de 290.700 y se localiza dentro de la membra
na de reticulo endoplasmico (Yoshida y col, 1974).

La relacidén entre la actividad de esta enzima y el conte
nido de citocromo P450 sugiere que esta proteina que se une al
hemo podria ser también la apoproteina del citocromo P-450 (Ten
hunen, 1976).

La actividad ce la hemo oxigenasa es mayor en tejidos vin
culados con la destruccion de los glébulos rojos: bazo, higado,
médula 6sea y macr6fagos (Pimstone y col, 1971 a), pero es baja
en rifion, pulmones y otros 6rganos no involucrados en ese proce
so (Pimstone y col, 1971 b).

La hemo oxigenasa es capaz de modificar su actividad, en
organismos intactos, segin cambios en la disponibilidad de sus-
trato (Tenhunen y col, 1970). Asi, en estados hemoliticos, la
actividad de la hemo oxigenasa hepdtica se incrementa de 3 a 5
veces; por el contrario, en anemia por pérdida de sangre, su ac-
tividad no varia. La hemo oxigenasa hepdtica puede aumentar Ssu

actividad luego de esplenectomia, indicando la capacidad poten-



cial del higado para sustituir al bazo como principal sitio de
destruccién de eritrocitos (Tenhunen y col, 1970). Todos estos
hechos sefialan el importante rol fisiolégico que cumple la hemo

oxigenasa.
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ITI. ALA-DEHIDRASA

III.¢. Funcidn del ALA-Dehidrasa en el camino biosintético del

Hemo

De las enzimas que participan en la sintesis del hemo
consideraremos ahora en particular, ya que es objeto de estudios
en el presente trabajo,a la 6-Aminolevidlico-Dehidrasa (ALA-D),
también conocida como Porfobilindgeno Sintetasa. El ALA-D catali
za la ciclaci6bn de 2 moléculas del compuesto alifdtico adcido 6-a
minolevidlico (ALA) para dar un derivado heterociclico, el porfo
bilindgeno (PBG). En este proceso se pierden dos moléculas de
agua. Esta descripcidén simplificada del mecanismo de accidén jus
tifica el nombre de la enzima.

En la Nomenclatura de Enzimas de 1964 de la "International
Union of Biochemistry", la enzima se clasifico como "S5-aminolevu
linato-hidro-liasa (agregando 5-aminolevulinato y ciclando)",
bajo el nimero de cédigo E.C. 4.2.1.24. Esto indica que el ALA-D
pertenece a la cuarta clase principal, las liasas, que son capa
ces de eliminar pequefios grupos del sustrato por una ruta no hi
drolitica, catalizando Ta formacién de un doble enlace. E1 ALA-D
pertenece a la segunda subclase, las carbono-oxigeno liasas, que
son mayormente hidroliasas, indicando el prefijo "hidro" el tipo

de reacciodn.

ET ALA-D es una enzima citoplasmatica soluble, o sea que
no estd unida a mitocondrias u otras organelas (fAranick y Mauze
rall, 1958). Tiene un peso molecular de 280.000, y las caracte-
risticas de una enzima sulfhidrilica : su actividad se ve inhibi
da por metales pesados y otros inhibidores tiglicos (Burnham y
Lascelles, 1963; Gibson y col, 1955). E1 pH 6ptimo varia de acuer
do con el origen de la enzima, dentro de amplios mdrgenes, ¢ntre
6,3 (Granick y Mauzerall, 1958) y 9,5 (Barreiro, 1967). Le maxi
ma actividad enzimdtica se presenta, 4in vitro, a temperaturas
de 55 °C (Tigier y col, 1968, 1970) a 65 °C (Batlle y col, 1967).
Se encontraron diferentes valores de la constante do Michaelis-
Menten (Km) entre el rango de 7,7 x 1975 y 1,0 x 1073 moles/li-
tro (Nandi y Waygood, 1967). E1 &cido s-aminoleviulico es ¢l
co sustrato del ALA-D.

La bioquimica del ALA-D presenta aspectos interesantes ya



que cataliza una reaccidén poco comiin en la cual estdn invslucra
das dos moléculas de sustrato idénticas; y ademds porque lleva
a la formacién del primer compuestn ciclico, y Unico monopirrol
natural de la cadena biosintética del hemo.

III.2. Historia

Por regla general, se afirma que las macromoléculas de las
células vivas se sintetizan a partir de moléculas relativamente
simples, de amplia ubicuidad. Esto se aplica también a la sinte-
sis del hemo, como fuera demostrado a fines de la década dei cua
renta por el grupo de Shemin (1945). Recordemos que utilizando
eritrocitos de ave y sustratos marcados se probd que el primer
paso de la sintesis del hemo involucra la condensacién de glici-
na y succinil-CoA para formar ALA. Luego de que Westall, en 1952,
logr6 aislar PBS5 de la orina de pacientes con porfiria aguda, lo
cual habia sido descripto por primera vez en 1934 por Waldenstrom,
aumenté el interés en cuanto al rol que juega este compuesto en
la biosintesis del hemo.

En los afios subsiguientes, se determiné la estructura del
PBG como la de un monopirrol (Cookson y Rimington, 1953), y so-
bre la base de numerosos estudios <in vitro, fue reconocido como
precursor de las porfirinas (Bogorad y Granick, 1953; Falk y
col, 1953). Permanecia todavia sin aclarar la conversién enzimi
tica del &§-ALA a PBG.

Utilizando hemolizados de eritrocitos de pollo, Dresel y
Fa]@ (1953) y Granick un aio después (1954), postularon la exis
tencia de una enzima que catalizaria la conversion de ALA a PBG.

Gibson, Neuberger y Scott, en 1955, y Granick y Mauzerall,
en 1958, demostraron la existencia de la enzima y describieron
sus caracteristicas mds importantes. Estos trabajos sirvieron de
guia para numerosos estudios posteriores.

E1 ALA-D, como fuera designada desde entonces, estd am-
pliamente distribuida en la naturaleza: en céluias parenquimales
y sanguineas de las mds diversas especies animales (Barreiro,
1969; Batlle y col, 1967; Coleman, 1966; Onisawa y Labbe, 196%7;
Shetty y Miller, 1969; Tancioni y col, 1964; Tomio y col, 1968;
Granick, 1954; Granick y Mauzerall, 1958; Moore y col, 1971) y
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en el hombre (Calissano y col, 1966; Collier,1971; Nakao y ccl,
1968); en células de trigo (Nahdi y Waygood, 1967); tabaco
(Sshetty y Milier, 1969) y otras plantas (Carell y Kahn, 1964;
Steer y Gibbs, 1969; Stobart y Thomas, 1968; Tigier y col, 1%£3;
1970); en células de levaduras (Barreiro, 1967; 1969), en horgos
(Komai y Neilands, 1968, 1969; Muthukrishnan y col, 1972) y bac-
terias (Ho y Lascelles, 1971; Menon y Shemin, 1967; Yamasaki y
Moriyama, 1971), entre las cuales, las Rhodopseudomonas (Rp)
spheroides juegan un papel particularmente importante en estas
investigaciones (Burnham y Lascelles, 1963; Heyningen y Shemin,
1970, 1971 a; Nandi, 1971; Nandi y col, 1968; Nandi y Shemin,
1968 a y b).

Se han 1levado a cabo numerosos estudios con el objeto de
establecer una conexidn entre las variaciones de actividad de es
ta enzima y enfermedades de los animales y el hombre, asi como
en defectos genéticos de la sintesis de porfirinas. Discutiremos
mas adelante los resultados de estos trabajos.

IIT.3. Estrnuctura y peso molecular

E1 peso molecular de la enzima, determinado por varios
métodos, resultd ser del orden de 280.000 para la mayoria de las

fuentes.

Por electroforesis en gel de poliacrilamida, de una prepa
racidén purificada en presencia de SDS y 2-mercaptoetanol, el
ALA-D corri6é con una:movilidad correspondiente a la de una pro-
teina de 35.000 de peso molecular. Se ha postulado que ésta se-
ria 1a subunidad minima que compone el octamero de 280.2000 D. Es
ta conclusién es consistente con 1os estudios combinados de mi-
croscopia electrdonica y determinaciones de pesos moleculares,
realizados por Wu y col (1974).

Las particulas observadas parecen consistir en cuatro 16
bulos colocados en las cuatro esquinas de un cuadrado. Como son
ocho las subunidades, estos cuatro 10bulos se agrupan con otros
cuatro dirigiéndose cada uno hacia los vértices de un cubo (Fi-
gura II1I1.1.).

La estructura funcional minima en el ALA-D bovina, y posi
blemente en todas las ALA-D, es un dimero, constituido por dos
subunidades que si bien pueden tener similar composicion, juegan
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un papel diferente en la sintesis del monopirrol °BG a partir de
dos moléculas de ALA,.

FIGURA III.1.: Hodelo de 1la
estructura cua
ternaria del
ALA-D

En 1968, Nandi y Shemin, estudiando la cinética de forma
cion de PBG catalizada por el ALA-D en Rp. &pheroides, observa-
ron que el ALA poseia efectos homotrdopicos cooperativos, obte-
niéndose una curva sigmoidea cuando se graficaba actividad enzi
madtica versus concentracidén de sustrato. Los cationes monovalen
tes como K, Li, Rb o NH,, ejercian efectos heterotrdpicos ccope
rativos, produciendo al mismo tiempo curvas de saturacién hiper
bélicas.

E1 K produce cambios conformacionales en la enzima y/o
promueve Ta transicién de un estado de 1a proteina menos reacti
vO @ uno mas activo.

II1.4. Mecanismo de accidn

La enzima, formada por ocho subunidades, forma bases de
Schiff con el sustrato,y se ha demostrado que s6lo cuatro de las
ocho subunidades reaccionan con el ALA (Shemin, 1976).

E1 grupo amino involucrado en la formaciéon de la base de
Schiff ha sido identificado como un residuo especifico de lisina,
que ademas se encuentra en el sitio activo.
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Nandi y Shemin (1968 b) han comprobado que existen otros
residuos que aportan una carga positiva de la que depende la ac
tividad enzimdtica.

Tsukamoto y col (1975) han demostrado que uno o dos resi
duos de histidina serian esenciales en la funcionalidad del
ALA-D.

La enzima se inactiva por foto-oxidacién y existen eviden
cias acerca de la destruccidon de un residuo de histidina, por
posterior andlisis de aminodcidos de la enzima fotoinactivada.

En la composicién de aminodcidos (Tsukamoto y col, 1975)
se sabe que hay nueve tirosinas, cuatro triptofanos y seis resi
duos de metionina por subunidad; estos aminodcidos no estdn en
el centro activo de la enzima. Es posible que el péptido que con
tiene el residuo activo de lisina tenga un entorno hidrofdbico
(Batlle y Stella, 1978). Esto estd de acuerdo con el hecho de
que en Ja mayoria de los casos la reactividad de las lisinas que
forman bases de Schiff es debida a su localizacidon en una regidn
hidrofébica de:1a proteina que tiende a estabilizar la base de
Schiff y los carbaniones intermedios.

Consecuentemente, la transferencia de protones desde un
medio acuoso al sitio activo hidrofdbico puede mediarse por re
siduos de histidinas situadas en regiones lipofilicas de la enzi
ma.

Cada sitio catalitico podria funcionar, de algin modo, in
dependientemente de l1os otros (Batlle y col; 1978); asi, se ha
postulado que la estructura minima necesaria para la actividad,
es un dimero funcional formado por dos clases de subunidades
que, posiblemente, tienen la misma composicidn pero juegan un
papel diferente en la sintesis de PBG.

E1l esquema de 1la Figura III.2, muestra el mecanismo de

accibn propuesto para la enzima.

Se propuso que la subunidad I puede formar una base de
Schiff con una molécula de ALA (I) mientras que ia subunidad II
se une 3 la otra molécula de ALA (II), mediante un enlace cova-
lente.

Los contactos entre las subunidades, sitios A y B, pueden
ser de diferentes tipos: interacciones i6nicas o puentes de hidré
geno entre tirosina y triptofano o grupos -SH; también pueden
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formarse enlaces covalentes entre 10s grupos -SH y el metal acti
vador Zn. La posibilidad de otro tipo de interacciones como son
las hidrofébicas, no puede excluirse.

En la primera etapa tendrifamos el complejo integrado por
las dos moléculas de ALA y las dos subunidades enzimaticas. Como
propusieron Nandi y Shemin (1968 b), se formaria una base de
Schiff entre el grupo carbonilo de 1a molécula de ALA (I} y un
residuo de lisina de la subunidad I; esta unién estd facilitada
por la proximidad de la histidina que transporta un protdén desde
el carbono 8 del sustrato al centro hidrofébico, estabilizando
asf el carbanidn resultante y la base de Schiff.

En la etapa inicial se producen interacciones entre el
carboxilo y el amino terminales de las dos moléculas de sustrate
y dos residuos, positive y negativo, de 1a enzima. Los grupes
cargados positivamente pueden ser otros restos lisina ya que hay
doce de estos residuos por subunidad; si los -SH estim cerca de
10§ residuos de lisina, sus propiedades bdsicas se incrementanm
fuertemente por migracidn de protones desde los primeros a los
segundos.,

Cn la sequnda etapa, el cavbanidn estabilizade efectuaria
un ataque nucleofflico sobre un grupe y-carborilo de la melécula
de ALA (IT) y el residuo de histidina de la subumidad ! de la
enzima transferirfa un protdn al oxigeno del miswmo gruypo, después
se producivrfa una condensacidn alddlica, mientras que la histidi
na de la subunidad I sufre un reordenamiento electrdmico adoptam
do su estructura inicial y el vesidvuo de histidima de la subumi-
dad Il transferivfa un protén desde el grype s-amine de la molé&-
cula de ALA (II) al c-amine del resto de lisima que forma la ba-
se de Schiff, con la meldcula de ALA (I).

En la etapa cuavta tiene lugar otro tramsporte de um pro
tén del mismo d-aming del ALA (Il) al c-amime de 12 lisima de
la subunidad 1 mientras que la histidima de la subunidad LI re~
cobra su estructura inicial y estd preparada para captar y ces-
prender protones nuevamente.

En 1a quinta etapa tiene lugar wm tipo de tramsaminaciom
cuye resultado es la separacidn del! producte PBE de s:¢ umigm co
valente con la eazima,

Un reorderariento fimal (sexta etapa) em el cuwal los dos
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restos histidina de ambas subunidades participarian en un trans
porte de protones, conducirian a la formacién de un sistema con
jugado, no polarizado, incapaz de reaccionar con laenzima, lo
cual permite liberar completamente el pirrol del sitio activo
del ALA-D, regenerdndose la enzima libre que puede asi entrar en

otro ciclo de reacciones.

E1 grado de afinidad de la enzima por el §-ALA y otros
y-cetodcidos relacionados, depende obviamente de 1a facilidad pa
ra formar una base de Schiff y un enlace entre un grupo de la
enzima cargado positivamente y el ion carboxilo del sustrato en
posicion g al grupo carbonilo (Nandi y Shemin, 1968 b). Para es
ta unién con la enzima, el sustrato requiere un grupo carboxilo
libre, como se confirmé utilizando ALA-metil éster como sustra-
to, y un grupo carbonilo en posicidén y a un grupo carboxilo ioni
zado; ésto fue sugeridn por Granick y Mauzerall (1958) en base
a estudios de inhibicion. La existencia de un grupo cargado
positivamente en una posicién determinada de la proteina enzima
tica, probablemente juegue un rol importante en la orientacidn
del sustrato en la enzima, de manera que se forme s6lo PBG y no
otros pirroles (Nandi y Shemin, 1968 b).

Mds recientemente, Jordan y Seehra (1980) utilizando téc
nicas de spectroscopia RMN con !3C, propusieron un mecanismo
de accidn en el cual la primera molécula de ALA que se une al
sustrato es la que va a dar lugar al acido propidnico del PBG,
con una afinidad al menos un orden de magnitud mayor que la de
la molécula que dard lugar al sitio de dcido acético del PBG.

En la Figura III.3. vemos que la molécula de ALA forma una
basé de Schiff con la enzima (etapa 2), y seguidamente la segun-
da molécula de sustrato da lugar a otra base de Schiff interme-
dia (etapa 3). E1 PBG se formaria siguiendo la secuencia indi-

cada.

ITT.5. Activacidén e inhibicién del ALA-D

I11.5.1. Activacidn

E1 ALA-D puede modificar su actividad por cambios de pH,
temperatura, presencia de ciertos metales o sustancias organicas,
concentracidn del sustrato y producto de la reaccion. Se analiza-
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rdn entonces aquellos factores que poseen una accidon activadora
del ALA-D.

X=0 g Enz-N3»

FIGURA T11.3.: Mecanismo de acci6n del ALA-Dehidrasa propuesto
por Jordan y Seehra (1980)

III:S.Z. Coenzimas

No estd definitivamente probado. que existan cofactores,
es decir grupos prostéticos de una coenzima en el sentido conven
cional, para el ALA-D (Gibson y col, 1955), aunque, por ejemplo,
el fosfato de piridoxal (vit. Bg ) 4in vitac activa la formacidn
de PBG a partir de ALA (Heilmever,1967). Inicialmente se habia
atribuido un rol similar a los iones cobre, que se encontraban
en una relacid6n de 0,1% en una preparacién purificada de la enzi
ma (Iodice y col, 1958); sin embargo, luego se pudo aislar la en
zima activa tota]menté libre de cobre (Wilson y col, 1959). Re-
cientemente, se ha demostrado que el ALA-D es en realidad una



In-enzima conteniendo un dtomo de Za por subunidad. La apo2znzi-
ma libre de Zn es inactiva y s6lo recupera su actividad cuando
se reconstituye la holoenzima nativa mediante el agregado de

In (Tsukamoto y col, 1980). En este sentido podriamos afirmar
que el Zn se comporta como un grupo prostético del ALA-D.

IIT1.5.3. Metales alcalinos

Se conocen como activadores aquellas sustancias cuya pre
sencia es importante para la accién de la enzima y que probable
mente s6lo estdn unidos débilmente a la proteina.

E1T ALA-D modifica su attividad por efecto de distintos
activadores. Burnham y Lascelles (1963), y después Nandi y She-
min (1968) observaron que el ALA-D parcialmente purificada de
Ro. spheroides, requiere K+ para un maximo de actividad, indepen
dientemente del anidén que 1o acompafnara, fosfato o cloruro. Se
determind que la concentraci6én O6ptima de K+ estaba entre 1 y
3 x 1072 M. Heyningen y Shemin (1970) confirmaron la activa-
cion alostérica del ALA-D de Rp. spheroides por iones K'. Este
efecto se expresa en una disminucidén de 1a constante de Michae-
lis-Menten (Km) en presencia de estos iones.

Sin embargo, la enzima aislada de trigo no requiere K"
para su actividad (Nandi y Waygqood, 1967). Tampoco el ALA-D
de hojas de espinaca y tabaco.(Shetty y Miller, 1969), ‘en tanto
que concentraciones de k* aproximadamente 0,1 M inhiben la enzi
ma de soya (Tigier y col, 1970). Ademds de los iones Zn2+, Ca2+
y Fe2+, los iones K' no tenian ningin efecto sobre la enzima ais
lada de Spinillum (S) itersonii(Ho y Lascelles, 1971). Otros me-
tales alcalinos, como los iones Li y Rb, asi como los iones NH,,
ejercen un potente efecto activador sobre el ALA-D de origen bac
teriano (Nandi y col, 1968). La influencia del Nat y NHq+ es le
ve sobre la enzima de origen vegetal (Schneider, 1970).

IT1.5.4. Metales alcalino térreos

Los cationes divalentes tales como Mg?%, Ca2* y Mn?* ac-
tivan el ALA-D de hojas de trigo (Nandi y Waygood, 1967). Mien-
tras que los iones Mg2* disminuyen el Km de 1 » 1973 a 3,1 x 107"
moles/litro, los iones Mn2* provocan una.disminucién mayor cel Km
hasta 3,7 x 107° moles/1itro (Nandi y Yaygood, 1967).
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A pesar de provenir de fuentes diferentes, las enzimas de
Rp. spheroides y tabaco (Nandi y col, 1968; Shettv y Miller,
1969) se activan por bajas concentraciones de iones Mn2+. mien-
tras que concentraciones mayores de Mn2+ (2,5 x 1073 M) son inhi
bitorias (Shetty y Miller, 1969). Los iones Mn * también activan
la Dehidrasa aislada de S. {tensonii por Ho y Lascelles (1971).
Estos autores propusieron que los iones magnesio son absolutamente
necesarios para la miaxima actividad enzimatica. Estos mismos io-
nes son asimismo activadores relativamente potentes de la enzima
de Rp. sphenoides (Nandi y col, 1968). Aparentemente, modifica-
rfan la estructura molecular de la enzima, produciendo una forma
mds activa, efecto que se traduce en una disminucién del Km. El
mecanismo es probablemente diferente del ejercido por el K* (Nan
di y Shemin, 1968 a). Por el contrario, dependiendo de la concen
tracidon y el anién empleado, el Mg puede inhibir el ALA-D de gléan
dula de Harder de rata (Tomio y col, 1968). Los iones Mgz+, Mn‘“+
y Ba2+ en concentraciones de 1072 M no tienen influencia sobre la
enzima de higado de ratén y buey (Coleman, 1966; Gibson y col, 1955).

Cuando se purifica el ALA-D por métodos tradicionales sue-
le presentar y conservar una baja actividad enzimdatica, excepto
que se la suplemente con reactivos tiglicos. Se sabe que el ALA-D
de mamfferos es una enzima que contiene Zn (Gurba y col, 1972;
Cheh y Neilands, 1973), aunque es una metaloenzima atipica ya que
a menudo lo pierde en el curso de su purificacién. Adn no esta di
lucidado el rol del Zn en la relacion estructura-funcidn de la

enzima.

Si se agregaba Zn y mercaptoetanol en el curso de la puri
ficacién del ALA-D de higado bovino, la enzima conservaba su ma-
ximﬁ actividad ain en ausencia de activadores tidlicos (Tsukamo-
to y col, 1979), y contenia un atomo de Zn por subunidad, y ocho

grupos SH por subunidad.

La titulaciébn de la apoenzima con Zn reveld un sitio de al
ta afinidad por el Zn en cada subunidad.

La modificacion de los grupos SH del ALA-D por oxidacidn
con aire, reaccion con DTNB o 1,3-dibromoacetona o fcrmacidn de
mercapturos con metales, producia una disminucidn de la activi-
dad enzimdtica con liberacién simultdanea de Zn. La apoenzima
oxidada necesitaba de un activador tiélico para incorporar In. Es
tos resultados sugieren que en el sitio activo de Ta enzima se
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encuentran involucrados un dtomo de Zn y por 10 menos dos resi-
duos cisteina. E1 rol del Zn podria ser el de proteger a los
grupos SH de la autooxidacidn probaolemente coordindndose con
ellos. Esta hipotesis, estd apoyada por la observacién de que
cuando se elimina el Zn, tiene lugar una rdapida formacidon de una
unidén disulfuro.

Los estudios de fotooxidacidén indican que existen por 1o
menos dos residuos histidina en el sitio activo, y posiblemente
uno de ellos también participe de 1a unién con el Zn (Tsukamoto
y col, 1980).

Segin estos autores, el Zn no es absolutamenteesencial pa
ra la funcidn catalitica de la enzima, ya que la enzima totalmen
te Tibre de Zn conserva casi su midxima actividad si se la mantie
ne en condiciones estrictamente anaerdbicas. Esto sugiere que en
ausencia de Zn, puede ocurrir un leve cambio conformacional que
facilitarfa la formacién de puentes disulfuro (Tsukamoto y col,
1979),

IIT1.5.5. Buffers

Muchos autores observaron que el ALA-D se comporta de ma-
nera diferente cuando se usan diferentes buffers. La Dehidrasa
de higado de buey, por ejemplo, era totalmente inactiva en buffer
Tris hasta pH 7,6, mientras que mostraba un aumento de actividad
entre pH 7,6 y 8,2 (Shetty y Miller, 1969). E1 ALA-D de higado
de ratén era tan activa en buffer Tris como en fosfato (Coleman,
1966); mientras que el Tris también aumentaba la actividad de la
enz%ma de soya (Tigier y col, 1968; 1970). La enzima aislada de
gldndula deHarder se inactivaba totalmente en buffer Tris 5 x 10 “M
(Tomio y col, 1968). Gibson y col (1955) encontraron que 1a enzi
ma aislada era completamente inactiva en buffer Tris pero activa
en mezclas de buffer que contenia fosfato, arseniatoybicarbona-
to mientras que en ensayos preliminares, ninguno de estos aniones
habia sido necesario. Esto fue confirmado para la enzima de ta-
baco y se observé un leve aumento de actividad en Tris-HCl has -
ta pH 9,0 (Shetty y Miller, 1969); ademds,los iones fosfato,
arseniatoy bicarbonato, parecen activar la dehidrasa de higygado
de buey y de tabaco en presencia e Tris-HC1 (Shetty y Miller,
1969).



Estudios con eritrocitos humanos demostraron que los fos
fatos en una concentracién de 6 x 1972 M inhiben casi completa-
mente la formacidon de PBG <in vitro , mientras que una concentra
ciébn de 3,3 x 1972 M, la reducen a la mitad (Rubino y co01,1969).

II1.5.6. Acido &8-Aminolevilico

Conel objeto de determinar 1a influencia del mismo sustra
to sobre la actividad del ALA-D, se inyect6 &§-ALA en ratones,
observidndose un aumento de actividad de 2 a 3 veces de la enzi-
ma hepdtica (Russell y Coleman, 1963), comparada con los contro-
les, probablemente como resultado de la activacidén directa de
la enzima por el sustrato, mds que de la sintesis de novo de la
proteina enzimdtica (Onisawa y Labbe, 1962).

II1.5.7. Sustancias inductoras de porfiria y anemia

Las sustancias porfirinogénicas como el Sedormid (g-alil-
isopropil-urea), AIA (B-alil-isopropil-acetamida) y 9DC (3,5-di
carbetoxi-dihidro-colidina) poseen grupos ceto que, al menos el
Sedormid, pueden formar enolatos y hemiacetales con 10S grupos
SH libres (Barreiro, 1969). Sin embargo, no tienen influencia
sobre la actividad del ALA-D de higado y bazo de ratén (Coleman,
1966), 1o cual estd en contradiccidn con el marcado aumento de
actividad de esta enzima en el higado y rifiones de conejos y ra
tas tratadas con AIA y Sedormid (Marver y col, 1966; Narisawa y
Kikuchi, 1966; Tancioni y col, 1964); de todas maneras, la acti
vidad en sangre y bazo en estos casos fue normal (Gibson y col,
1955).

Las respuestas a l1os compuestos porfirinogénicos son pro-
bablemente especificos de cada especie, ya que también fueron ob
servados en conejillos de indias tratados con DDC (Granick y U-
rata, 1963).

Los estudios de De Matteis y Gibbs (1972) revelaron que
el DDC, dentro de la hora siguiente a la administracidén inhibe
la ferroquelatasa mitocondrial y que ésta seria la causa prime-
ra de esta porfiria experimental. Marver y col (1966) también en
contraron que el incremento de actividad inducido por AIA puede

78
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prevenirse por adicién de glucosa. Por otro lado, si se agrega
0,2-2% en el medio de cultivo de tejido de soya, la actividad
del ALA-D aumenta luego de un prolongado periodo de crecimiento,
mientras que tal aumento no ocurre si el extractoenzimdtico se
incuba con AIA 4in vitrno (Tigier.y col, 1970).

Repetidas inyeccionesde fenilhidrazina, que producen ane-
mia en conejos y ratones, daban lugar a un aumento sustancial
de la actividad del ALA-D de bazo (Coleman, 1966; Gibson y col,
1955; Margolis y Russell, 1965), probablemente como resultado
de un incremento en la hematopoiesis extramedular (Gibson y col,
1955). No se obtuvieron resultados similares en el higado (Gib
son y col, 1955).

I11.5.8. Activadores tiolicos

Una demostrada caracteristica del ALA-D es su naturaleza
sulfhidrilica. Las enzimas de higado de ratén (Coleman, 1966),
Neurospora crassa (Mutukrishnan y col, 1972), Rn. spheroides
(Nandi y col, 1968) e higado de buey (Gibson y col, 1955), re-
quieren activadores de grupos tioles y ligandos de sulfnidrilos
para su mdxima actividad £{n vitno..

Estos son principalmente glutatién (GSH) y cisteina
(CiSH) que también ejercen accidn activante sobre el ALA-D de
trigo (Nandi y.Waygood, 1967), o bien sustancias como el g-mer
captoetanol y ditiotreitol, que son activadores de las enzimas
de S. itensonii (Ho y lascelles, 1971), Rp. sphenoides (Nandi y
col, 1968) e higado de mamiferos (Coleman, 1966). Es notable que
la enzima pura y la parcialmente purificada de tejido de soya no
dependen de 1a presencia de GSH o CiSH para su maxima actividad
(Tigier y col, 1968;1970), y los activadores tiglicos ditiotrei
tol y tioglicolato de Na la inhiben parcialmente (Tigier y col,
1968). Si en la mezcla de reaccidn la concentracién de GSH exce
de la concentracién 6ptima de 3,3 x 10 3 M, el ALA-D de higado
de rata y de sangre humana pierde rapidamente su actividad (Moo-
re y col, 1971). La observacién de Barreiro (1967; 1969), que
concentraciones crecientes deCiSH causan una disminucién de 1la
actividad enzimdtica de levaduras e higado de conejo y asi una
disminucidn en la formacién de PBG, también fue demostrada por
Batlle y col (1967),quienes encontraron completa inactivacidén del



80

ALA-D de higado bovino por concentraciones relativamente altas
de CiSH (0,1 molar).

Como los grupos sulfhidrilos se combinan con 10s grupos
carbonilo para dar tiohemiacetales, se supone que la inhibicidn
se produce por una reaccién de los grupos -SH con los grupos ce
to del &6-ALA (Barreiro, 1967; 1969), y, de hecho, la unién del
§-ALA y la cisteina puede demostrarse espectrofotométricamente.

La disminucidon en la concentracidén disponible de sustra-
to por su reaccion con el tiol explicaria la menor actividad de
la enzima en estas condiciones (Barreiro, 1967). Asi, mientras
que la concentracion de CiSH permanece constante, la velocidad
de turnover del ALA aumenta si la concentracién de ALA aumenta
en el sistema (Barreiro, 1969). De esto se concluye que la rela
cidn ALA/CiSH es, probablemente, de particular importancia

tanto {n vitro como Ln vivo.

Los metabolitos simples como CiSH, GSH y otros grupos SH
libres pueden, de esta manera, por un lado mantener la activi-
dad de la enzima, y por otro, disminuir la velocidad de la reac
cion catalizada por el ALA-D, reaccionando quimicamente con el
sustrato (Barreiro, 1969).

IIT.6. Inhibicién

Los inactivadores pueden actuar por diferentes mecanismos:
por cambios quimicos de un grupo esencial de la proteina enzimd
tica o por cambios menos especificos .de 1a molécula proteica. Co
mo ya se menciond, el ALA-D posee grupos SH que son indispensa-
bles para su actividad y su bloqueo l1leva a la pérdida de la ac
tividad enzimdtica.

IIT.6.1. Reactivos sulfhidrilicos especificos

Los grupos sulfhidrilo pueden bloquearse por reactivos es
pecificos que actdan por alquilacion irreversible (iodo acetato,
iodo acetamida), unién con un compuesto Grgano-metdlico de mercu
rio (p-cloromercuribenzoato, PCMB) o por oxidacién a disulfuros
(R-S-S-R'). La dehidrasa de origen bacteriano se inhibe completa
mente por PCMB 3,3 x 10™* M, mientras que la iodoacetamida es
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menos efectiva (Nandi y col, 1968). En estudios anteriores

con la enzima de higado de buey, se encontrd completa inhibicién,
revertida parcialmente por adicién de una cantidad equimolar de
GSH (Gibson y col, 1955)., Puede obtenerse una marcada inhibicidn
con estos tioles sobre la enzima de vegetales y levaduras (Nan-
di y Waygood, 1967; Tigier y col, 1968, 1970; Barreiro, 1969).

E1 PCMB, 1iodoacetamida y otros inhibidores como la N-etil-malei
mida, iodobenzoato y 5-5-ditio-bis-(2-nitro-benzoico ) son po-
tentes inhibidores del ALA-D de higado de buey (Batlle y col,
1967). Ademds de los reactivos ya mencionados, el ditionitroben
zoato inactivaba el ALA-D de gldndula de Harder de rata (Tomio

y col, 1968). La enzima de N. crassa (Muthukrishnan y col, 1972)
se inhibia completamente con p-hidroxi-mercuribenzoato. E1 iodo
acetato también actuaba sobre los grupos~SH de la enzima de Usts
Lago sphenogena (Komai y Neilands, 1968). Estos hallazgos sefa-
lan la importancia de los grupos -SH para la actividad del ALA-D,
acerca de los cuales hay trabajos recientes que han investigado

su namero y funcidn.

La reaccion del ALA-D nativa reducida, con DTNB reveld
la presencia de dos grupos tioles altamente reactivos (grupos
I yIl),ungrupo:de mediana reactividad (grupo III)y un grupo de
muy baja reactividad (grupo IV) (Figura III.4.) (Seehra y col,
1981).

Los grupos I y II parecen ser muy importantes en su papel
de unién con el Zn, y estarian en el sitio activo. La reaccidn
de estos grupos con el DTNB da como resultado un disulfuro intra
molecular que .puede ser reducido con ditiotreitol para regenerar
los .grupos sulfhidrilos libres.

E1 grupo IIl parece estar involucrado en el mantenimien-
to de la conformaciodon dela enzima nativa, ya que la modificacion
de este grupo resulta en una pérdida irreversible de la activi-
dad.

Tsukamoto y col (1979) encontraron que 1a enzima conserva
su actividad mientras los dos grupos -SH del sitio activo perma-
nezcan reducidos, aun en ausencia de Zn. La actividad enzimdtica
se pierde completamente, asi como el Zn unido, luego de la oxida
cion de l1os grupos -SH a disulfuro, de la modificaicén de los
grupos -SH por agentes quimicos o por formacién de mercapturos
con metales pesados. Segin estos autores, el Zn no seria absoluta
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mente esencial para la actividad, pero se requeriria para preve

nir la autooxidacién de 1o0os grupos SH esenciales; sin embargo,
estudios muy recientes no estarian totalmente de acuerdco con
esta hipotesis, por cuanto la apoenzima libre de Zn, aidn con
los restos SH reducidos,es inactiva y necesitaria de los iones
metalicos para su reactivacidn.
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FIGURA TII.4.: Mecanismo de accién del ALA-D con DTNB
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II1.6.2. Reactivos quelantes de metales

Con el objeto de investigar la posible necesidad de iones
metdlicos para la actividad enzimdtica,se estudid la influencia
de quelantes de metales. Se obtuvieron resultados muy variados:

E1 EDTA, un quelante inespecifico de metales, es un poten
te inhibidor de la enzima de fuentes animales. Concentraciones
del orden de 10°* M inhibian completamente el ALA-D de higado de
buey (Gibson y col, 1955) y aproximadamente 70% la de reticulo-
citos de conejo (Granick y Mauzerall, 1958), y a 103 M, se inhi
bia mds del 90% la enzima de higado bovino y de rata (Gurba y
col, 1972).

E1 ALA-D de eritrocitos de ave s6lo se inhibe parcialmen-
te por EDTA 10 °M y este efecto no aumenta con concentraciones
tan altas como 102 M (Granick y Mauzerall, 1958). La accidn del
EDTA puede deberse a un cambio en la configuracidn de la enzima
0 a la captura de un metal esencial para su actividad. Usando con
centraciones crecientes de suStrato se encontrd que el mecanismo
de inhibicién es no-competitivo (Granick y Mauzerall, 1958).

Aunque el ALA-C purificada de glandula de Harder de rata
aparentemente no requiere iones metdlicos para su actividad, la
formacién de PBG se inhibe completamente por adicién de EDTA
10°3 M (Tomio y col, 1968).

E1 ALA-D de origen animal no se inhibe con Ca-EDTA, sino
que presenta un efecto estimulante sobre la actividad de la en-
zima de higado de ratén (Coleman, 1966). E1 EDTA 104 M, asi co
mo los iones Mg2*, revierten la accién inhibitoria de los iones
Cu2t (Coleman, 1966). E1 ALA-D de Rp. sphenoides no se inhibia
por EDTA (4 x 10°3 M) (Shemin, 1962; Burnham y Lascelles, 1963).
La enzima de Mycobactenium phledl perdia su actividad casi comple
tamente 4in vitrno luego de la adicién de EDTA (6,7 x 10 € moles/
muestra) (Yamasaki y Moriyama, 1971), pero se reactivaba por a-
dicién de iones Mg2*. Observaciones similares se hicieron con
N. crassa (Muthukrishnan y col, 1969); en este caso los iones
Zn2* neutralizaban la pérdida de actividad. Las dehidrasas de ori
gen vegetal se inhiben fuertemente por EDTA (Shetty y Miller,
1969; Tigier y col, 1970); los iones Mn2* (Mandi y Waygood, 1967)
y Mg2* (Schneider, 1970) reactivan la enzima.

E1 ALA-D aislada de higado bovino y de rata es fuertemen
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te inhibida por otros agentes quelantes, como por ejemplo, la
8-hidroxiquinolina, 2,2'-bipiridina y o-fenantrolina, 1c cual

ha sugerido que iones metdlices bivalentes estdan involucrados en
el sitio activo de la enzima (Gurba y col, 1972). Como se sabe,
el ALA-D purificada de higado .de buey es una Zn-enzima.

Ademas del EDTA, 1a 1,10-fenantrolina,2,2'-bipiridina y
8-hidroxiquinolina inhibian el ALA-D de Ustifago swhencyena (Ko-
mai y Neilands, 1969); la velocidad de inhibicién aumentaba con
la concentraci6én de estas sustancias. E1 hallazgo de agentes co-
mo la 8-hidroxiquinolina-5-dcido sulfdonico y 8-hidroxi-7-iodoqui
nolina-5-dcido sulfénico que, en concentracién 1075 M causaban
80% de inhibicidén, sugeria que la inhibicidn se debia a un grupo
dcido sulfdnico mds que a propiedades quelantes de estos compues
tos (Gibson y col, 1955). Esto estaba apoyado por el hecho de que
la 8-hidroxiquinolina, 8-hidroxiquinaldina, dcido quinaldinico y
dcido picrolénico, no eran inhibitorios (Gibson y col, 1955).

Komai y Neilands (1969), investigando la accién de los a-
gentes quelantes de Cu sobre la enzima de Ustifagc, confirmaron
la potente accién inhibitoria del BCS (disulfonato sédico de 1la
batocuproina) y Neocuproina (2,9-dimetil-1,19-fenantrolina): pe-
ro el Cuprizone (bis-ciclohexanona oxaldihidrazona), que es es-
pecifico para iones Cu2*, y el dietilditiocarbamato no tenian e
fecto. E1 acetonitrilperclorato de Cu, una sustancia utilizada
para la regeneracidn de proteinas cipricas, mostraban accién in
hibitoria sobre la dehidrasa de Ustifago Aphenrogena.

IT1.6.3. Sulfitos

La leve inhibicién del ALA-D de higado de buey por sulfi
tos en concentracidén 1072 M descripta por Batlle y co! (1967),
desperté l1a sospecha de 1a posible presencia de grupos disulfuro
en la proteina enzimdtica. Asi, los autores sugirieron que 1la
enzima podria requerir de grupos disulfuro para su actividad,
manteniendo estos grupos una estructura proteica especirfica, o
que se necesitaria cierto equilibrio entre los grupos tioles y
los grupos disulfuro.
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I11.6.4. Inhibidores especificos

111.6.4.1. Aminocetodcidos

Los inhibidores especificos presentan particular interés
ya que con frecuencia permiten obtener informacidon Gtil con res-
pecto a la especificidad dela enzima y su mecanismo de accidn.

Los aminocetodcidos relacionados con el &§-ALA, tales como
el dcido 6-amino-6-ceto-hexanoico, dcido s-amino-g-metillevulini
co, dacido s-amino-a-metillevulinico y dcido §-amino-6-metillevu-
1inico, inhibian 1a dehidrasa de Rp. spheroides en forma npe-
titiva y no actuaban como sustrato de l1a enzima (Lartillot y
Baron, 1967). Aunque el dcido levulinico y su etil éster forman
una base de Schiff con la enzima (s6lo los y-cetodcidos, y no 1los
a~-cetodcidos, reaccionan formando una base de Schiff con la en-
zima) dnicamente el dcido libre actGa como inhibidor competitivo
de la enzima bacteriana (Nandi y Shemin, 1968 b; Yamasaki y Mori
yama, 1971; Ho y Lascelles, 1971). La afinidad del etil éster
del dcido levulinico aparentemente ro es suficiente como para in
hibir a 1a enzima (Nandi y Shemin, 1968 b). E1 dcido levulinico
y el succinato semialdehido se comportan también como inhibido-
res competitivos del ALA-D de mamiferos (Granick y Mauzerall,
1958).

La dehidrasa de Mycobactenium phlei es inhibida de manera
competitiva pura por el dcido §-hidroxilevulinico y é§-hidroxi-y-
ox0-1-norvalina, un aminodcjdo antituberculosis {Yamasaki y Mori
yama, 1971). Mientras que el dcido é-oximinolevulinico en bajas
concentraciones causaba una inhibicidon competitiva significativa
del ALA-D de higado de ratdén, para lograr una inactivacidn de
orden similar, se requerian concentraciones relativamente altas
de dcido 6-clorolevulinico, dcido 6-acetamido levulinico, dcido
g-cetoadipico y dcido 4-amino-tiazole-4-propidnico. Resultados
andlogos se encontraron en'preparaciones de hojas de trigo
(Tschudy y col, 1966).

Estos datos estaban sugiriendo que para la union enzima:
sustrato eran esenciales un grupo carboxilo libre del sustrato
y la formacidon de una base de Schiff.

Recientemente se ha demostrado que la succinilacetona
(y su pirrol) es un inhibidor muy potente y relativamente, muy
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especifico del ALA-D. De acuerdo & su estructura y a una serie
de propiedades, se ha sugerido que reacciona ccn el sitic catali
tico de la enzima inhibiéndola en forma competitiva, y se ha de
sarrollado un elegante procedimiento que permite titular el ni-
mero de sitios activos del ALA-D por unidad de enzima, aan en

preparaciones crudas.

Su accidén inhibitoria sobre el ALA-D también se ha denos
trado 4n vivo. Inyectando suctcinilacetona a ratones se observa

una rapida caida del ALA-D hepdtica.

La acumulacion de succinilacetona en Lirosinemia c¢xplica
el aumento de excrecidn urinaria de ALA y la actividad reducida
del ALA-D que caracteriza a esta enfermedad (Tschudy y col, 1981;
Brumm y Friedmann, 1981; Strife y col, 1977; Ebert y col, 1979).

IT1.6.4.2. Hemo y compuestos hémicos

La observacién de Burnham y Lascelles (1963) que el ALA-D
de Rp. spherodides se inhibia Tevemente por bajas concentraciones
de hemina (Felll protoporfirina) fue confirmada en ALA-D de higa
do de ratén (Coleman, 1966), Mycobactenium phled (Yamasaki y
Meriyama, 1971) y S. 4{tensonii (Ho y Lascelles, 1971), aunjyue en
este Gltimo, el hemo ejerce una accidon inhibitoria todavia menor.

La hematina también es capaz de inhibir competitivamente
la enzima de higado de raton, con una constante de inhibicidn
Ki de 7,1 x 10°© M (Doyle y Schimke, 1969).

Para determinar la influencia de la Fell-protoporfirina
y sus derivados, se ensayl6 el efecto del hemo y hemoproteinas ta
les como hemoglobina, citocromo ¢ y catalasa sobre el ALA-D de
eritrocitos humanos (Calissano y col, 1966). Se encontré que sé
1o el hemo libre y el hemo unido a la globina, ..:ro no el hemo
unido a otras proteinas, en concentraciones entre 0,017 y 9,1 M
hemo/ml provocan una inhibicidén casi total de la enzima, aumen-
tando el Km de 8,3 x 10°° M a 3,2 x 10°* M. La inhibicisn por
hemo, que es mucho mds marcada con enzima purificada ' Je con ex
tractos crudos, es competitiva y tiene un Ki de 3,5 x 107" M,



II1.6.4.3. Protoporfirina yv Coproporfirina

La protoporfirina IX es un inhibidor del ALA-D de GR hu-
manos y Rp. spheroides (Steiner y col., 1964; Nandi y col, 1968)
pero mucho mds débil para la enzima de S. Ltersonii (Ho y Lasce
1les, 1971). Estd en estudio el mecanismo exacto de esta inhibi
cién. La hematina, protoporfirina IX, hemoglobina y citocromo c¢
en concentraciones hasta 10°* M notienen efecto sobre la enzima
de origen vegetal (Shetty y Miller, 1969).

Mientras que la inhibicidén por hemina, protoporfirina y
protoporfirindgeno era baja o insignificante, la coproporfirina
IIT y el coproporfirinégeno III resultan inhibidores mds efecti
vos del ALA-D de Neurospora cnassa (Muthukrishnan y col, 1972).

Cuando la Neunrospora crassa se hace crecer en condiciones
de deficiencia de hierro, la actividad de ALA-D es casi indetec-
table, pero aumenta significativamente cuando se agrega hierro;
sin embargo, este aumento puede bloquearse por adicién de proto
porfirina. Se estudidé entonces si el hierro actuaba directamente
a nivel genético o simplemente eliminando la protoporfirina del
medio mediante su conversion en hemo (Chandrika y col, 1980).

Se encontrdé que inhibiendo la sintesis de hemo con acido levuli
nico o cianuro, se inducia la sintesis de ALA-D, mientras que si
se inhibia un paso posterior a la formacidén de protoporfirina
(por deficiencia de hierro o tratamiento con cobalto), se repri-
mia la enzima. Cuando los niveles de protoporfirina disminuian
por debajo de su valor 6ptimo, se inducia el ALA-D y cuando au-
mentaban, se reprimia esta enzima. E1 dcido levulinico y e! cia
nuro pueden inducir a la enzima ain en ausencia de hierro, indi
cando que este metal s6lo actia convirtiendo la protoporfirina
en hemo.

En base a estos datos, se ha sugerido que la protoporfiri
na es el reqgulador fisiol6gico del ALA-B en N. crassa.

También se determiné el efecto de copro, proto y hemina
sobre la actividad del ALA-D de Euglena gracilis {n vivo e dn vi-
trho. Estos metabolitos casi no tienen accién £An v{vo aungue (n
vitrno el efecto es mucho mayor, produciendo copro y proto una in
hibicion del 50%. Los porfirinégenos correspondientes se compor
tan en forma andloga, respondiendo su efecto a un tipo de inhibi
cién por feed-back, como se encontré en otras fuentes (Steila,

1977).
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IIT1.6.4.4. Urea y Derivados

Mientras que urea y guanidina en altas concentraciones
desnaturalizan proteinas, bajas concentraciones de urea, guanidi
na y metil derivados de la urea inhibian competitivamente una
preparacion purificada de ALA-D de Rp. spherodides (Nandi, 1971).
Estos compuestos podrian interferir con la formacién del comple
jo enzima-sustrato, actuando sobre puentes hidrdgeno del sitio
activo. Sin embargo, la inhibicidon del ALA-D es reversible, 1lo
cual estarta indicando entonces que la inactivacidn resulta de
la disociacidn de la enzima en subunidades, aunque puede preve
nirse por el sustrato, probablemente por competicién con la urea
por el sitio activo de 1a enzima. Como una explicacidén del tipo
de inhibicidn competitiva de la urea o la guanidina, 1los auto=
res sugieren la existencia de una accidn combinada del sustrato
por un lado y del agente desnaturalizante por el otro, que de
todas maneras influye sobre la conformacidén de la proteina enzi
madtica y en consecuencia, sobre su actividad.

Cuando la enzima soluble se tratd con concentraciones
crecientes de urea (Batlle y col, 1978), la inhibicidén aumentaba
rdpidamente con la concentracidon de urea, alcanzando el 1007 de
inhibiciéna 2 M, siendo esta inhibicidon reversible en un 70%.

v

Cuando la enzima proveniente de higado bovino se inmovili
‘26 sobre Sepharosa 4B, y se traté a ésta con urea 3 y 6 M, se
detectd actividad en los eluidos. Si se eliminaba la urea del gel,
éste volvia a presentar actividad en todos 1os cascs, aunque el
porcentaje dependia de la concentracién de urea utilizada (Batlle
y col, 1978).

Como la inactivacidén por urea se produce por la disocia-
ci6n de la enzima en subunidades (Nandi, 1971), es 16gico suponer
que lTuego de la eliminacién del agente disociante, la enzima,pre
sente en polipéptidos individuales, puede volver a asociarse en
la forma octamérica original.

I11.6.4.5., Fosfato de piridoxal, Fosfatos de alta energia e In-

hibidores enddgenos

E1 fosfato de piridoxal, un cofactor del ALA-Sintetasa,
inhibe alrededor del 30% el ALA-D de Rp. spheroi{des a una con-
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centracién de 10 3 M, respondiendo a un tipo de inhibicién no
competitivo. E1 tiempo de incubacién no influye sobre el grado
de inhibicidon (Heyningen y Shemin, 1971 b).Los fosfatos de piri-
doxal y piridoxamina tienen el.mismo efecto, pero la piridina,
el benzaldehido y la piridina-4-carboxaldehido no modifican 1la
actividad del ALA-D. De manera que la accidn inhibitoria parece
que es propia de la molécula de piridoxal.

Ademds, es notable que compuestos de alta energia de
origen celular tales como pirofosfatos, ATP, UTP, GTP o ITP a
ciertas concentraciones inhiben casi completamente el ALA-I de
fuentes vegetales (Nandi y Waygood, 1967; Tigier y col, 1970),
excepto la enzima de tabaco que s6lo se afecta levemente ailn a
concentraciones relativamente altas (Shetty y Miller, 1969).

Durante el proceso de purificacién del ALA-Da partir de
extractos de trigo, resulté aparente la existencia de un inkibi
dor enddgeno en este tejido (Nandi y Waygood, 1967). Un inhibi
dor de bajo PM podria estar presente también en tejidos de so-
ya (Tigier y col, 1970). En extractos de N. crassa se ha descrip
to asimismo la presencia de .un inhibidor termolabil de naturale
za proteica (Muthukrishnan y col, 1969). Sin embargo, en ninqu-
no de estos tres casos se ha logrado separar claramente e iden-
tificar ese probable regulador de la actividad del ALA-D.

IIT.7, Significado Biolégico y Bioquimico

ITI.7.1. Ontogénesis y actividad enzimatica

La actividad del ALA-D estda estrechamente relacionada
con la madurez general de un organismo, asi como de la madura-
cién de sus células. Su actividad es maxima en eritroblastos,
que presentan mdxima sintesis de nemo (Battistini y col, 1971).
E1 eritrocito humano maduro no contiene las enzimas de la sinte
sis de hemo que estdn unidas a mitocondrias (Schmid y Shemin,
1965 ; Rimington y Booij; 1957; Granick y Levere, 1964), ya que
no posee mitocondrias, pero contiene ALA-D y las demds enzimas
citoplasmdticas de la sintesis de porfirinas. Aunque s6lo un re
manente del contenido de enzimas celulares permanece,. los eri
trocitos anucleados poseen la misma concentracién.de ALA-D que
los eritrobtastos nucleados y con mitocondrias. Sin embargo, es
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probable que la enzima ya no tenga importancia funcional en el
eritroblasto maduro, dado que en esta célula no hay sintesis de

hemo.

Para ser precisos, la actividad deberia medirse en las
células de 1a médula 6sea, pera, obviamente, esto presenta mu-
chas dificultades (Iwanow, 1968).

La actividad del ALA-D hepdtico parece ser mucho mayor
durante el desarrollo embrionario que enel higado de un ratén
adulto; el nivel normal se alcanza en el momemto del macimiento
(Freshney y Paul, 1971). E1 aumento de actividad en el estado em
brionario estd probablemente relacionado con la gran proporcion
de células eritroides en el higado fetal (Freshneyy Paul, 1971).
Inmediatamente después del'nacimiento la actividad decrece, posi
blemente porque la hematopoiesis ocurre ahora en la médula 6sea,
y luego aumenta lentamente (Russell y Coleman, 1963). A partir
de andlisis inmunoldgicos se concluyé que el ALA-D fetal con res
pecto a su efectividad como antigeno, es cataliticamente dos ve
ces mds activa que la enzima adulta (Doyle y Schimke, 1969); el
aumento de actividad especifica de la enzima fetal comparada con
la enzima adulita puede deberse a la presencia de un activador
en el tejido, a una estructura terciaria mds efectiva o a una es
tructura primaria modificada que afecte el aspecto catalitico pe
ro no el antigénico (Doyle y Schimke, 1969). Sin embargo, este
aspecto no ha sido aun dilucidado. Se encontré también que el
ALA-D fetal es menos 1dbil al calor y mds estable a l1a tripsina;
esto podria indicar una estructura primaria diferente (Doyle y
Schimke, 1969). No se registraron diferencias importantes para
otros criterios fisicoquimicos.

ITI.7.2. Aspectos genéticos

En varios tejidos de ratdén, el ALA-D estd controlada por
un gen simple que ha sido 1lamado "locus levulinato" (Lv) {Cole
man, 1966; Russell y Coleman, 1963). Este gen parece ser no sélo
un regulador especifico para la sintesis de hemoglobina, ya que
actia también sobre los niveles de ALA-D en higado, rindn y bazo,
y la actividad de la enzima en los 6rganos individuales puede
ser diferente (Fowler y col, 1967). Aunque los ratones adultos
normales examinados pertenecieran a la misma cepa, sus activida
des enzimdticas eran diferentes. Se dividieron asi , en dos gru
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pos con dos factores genéticos; el factor Lv? parece tener 2 a

3 veces mas actividad que el factor va (Coleman, 1966; Russell
y Coleman, 1963). Para explicar la observacién de que la activi
dad del ALA-D hepdtica en ratones de cepas relacionadas estaba
entre los de Lv? y va. se sugirid la existencia de un tercer
gen ch, como causa de este nivel medio de actividad (Hutton y
Coleman, 1969). EI ALA-D de bazo e higadode cada genotipo
(Lva/Lva y va/va) tienen idénticas caractéristicas fisicas, qui
micas y enzimdticas. Esto 1lev0 a la conclusidon de que la estruc
tura primaria de los dos genotipos es idéntica y que el gen Lv
gobierna la cantidad de enzima mds que su estructura (Coleman,

1966).

Por métodos inmunoquimicos e isotépicos se demostrd que
las diferentes actividades enzimdticas se deben a diferentes
cantidades de proteina enzimdtica y que el gen Lv regula la con
centracidn del ALA-D hepdtica.actuando a nivel de la sintesis de
la enzima. Segiun esta hip6tesis deberia haber una menor sintesis
enzimdtica en los ratones va (Doyle y Schimke, 1969). A pesar
de esto, no mostraban anormalidades en la sangre y la hematopoie
sis, y la sintesis de hemo se mantenian en un nivel satisfacto-
rio.

Las dehidrasas de tejidos hematopoiéticos y no hematopoié
ticos son idénticas (Coleman, 1966), pero la observacidén de que
la fenilhidrazina no tenia efecto sobre las enzimas hepaticas
de ambos genotipos parece indicar que existen diferentes mecanis
mos fisioldgices de control para la sintesis de ALA-D en tejidos
hematopoiéticos y no hematopoiéticos (Coleman, 1966).

Se describi6 otro gen, el f/f (Margolis y Russell, 1965),
que se supuso controla la actividad del ALA-D y modifica el gra-
do de actividad durante la hematopoiesis en tejidos como el ba-
zo y la médula 6sea. Resultados posteriores descartaron esta hi

pé6tesis (Coleman y col, 1969).

Por otro lado, se identificaron factores genéticos que in
fluirian sobre la estructura del ALA-D, modificando su labiiidad
al calor. Se supone que estos factores estdn localizados cerca
del gen Lv o estdn conectados con é1, o ain pueden ser idénticos
al gen Lv (Coleman, 1971).



I111.7.3. Influencia sobre 1a sintesis de enzima

Ademds del control genético, algunos factores externos
parecen jugar un rol muy definido en la sintesis de la enzima.
En cultivos de Ustilago spherogena, la sintesis de ALA-D depen
de de los iones Zn2* en la etapa de traslacién (Komai y Neilands,
1968; 1969; Tigier y col, 1970). Si se agrega Zn2?+ a cultivos
que fueron crecidos en presencia de bajas concentraciones de es
te metal, la actividad aumenta, La adicién simultanea de p-fluor
fenilhidrazina o actinomicina D durante el desarrollo impide
este aumento de actividad (Komai y Neilands, 1968).

En células de Spiniflum iternsonii (Ho y Lascelles, 1971)
crecidas en deficiencia de Fe, no se detectd actividad, lo cual
1lev6 a suponer que el Fe podria ser necesario para la sintesis
del ALA-D. En células de plantas verdes, el aumento dela activi
dad del ALA-D bajo la influencia de la luz se debe probablemen-
te a una sintesis de la enzima regulada por la luz mds que a una
activacion de la enzima pre-existente (Schneider, 1970; Stobart
y Thomas, 1968).

La administracidon endovenosa de 4 -ug de estradiol a ratas
causaba variaciones irregulares de las actividades de ALA-Sinte
tasa y Dehidrasahepdticas por varios dias. Cuando se administra
ba AIA a los animales 5 horas antes de matarlos, ocurrian varia
ciones similares que ampliaban las curvas de actividad enzimdti
ca. Mientras que las variaciones en la sintetasa en respuesta
a los estrbégenos se deben a cambios en la cantidad de enzima,
no se ha podido demostrar que ocurra 10 mismo con el ALA-D
(Tsehudy y col, 1967).

IIT.7.4. Degradacidbn enzimdtica

Ademas de las caracteristicas uniformes del ALA-D de ra-
tones de ambos fenotipos (Lv? y va) la velocidad de turnover
también es la misma; la vida media es de 5-6 dias (Doyle y Schim
ke, 1969). Berlin y Schimke (1965) propusieron que las enzimas
que limitan la velocidad de una secuencia bioquimica especifica
deben tener un turnover rdpido para adaptarse rdpidamente a 10s
requerimientos celulares. E1 ALA-Sintetasa, que es aparentemente
la enzima que controla la velocidad del camino del hemo, tiene
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una vida media de 1 hora en higado de mamiferos, estd presente
en muy bajas concentraciones (Granick, 1967) y cumple asi con los
requerimientos antes descriptos. Esto aparentemente no se cumple
con el ALA-D (Doyle y Schimke, 1969). De todas maneras, la vida

media del ALA-D de eritrocitos de pollo y reticulocitos de co-
nejo es de 15 minutos y 1 hora respectivamente (Granick y Mauze

ral, 1958).

IIT.7.5. Funciones limitante§ y regqgulatorias

E1 ALA-D no es en general una enzima limitante de la si»
teis del hemo. En el higado hormal, podria convertir 80 veces
mds ALA a PBG que el producido normalmente por el ALA-Sintetasa
(Tschudy y-col, 1965). La razdén por la cual la relacién ALA-D/ALA-S
es normalmente alta se debe probablemente al hecho de que el
ALA se forma en la mitocondria y difunde al citoplasma soluble
lo cual significa que el ALA se distribuye en un volumen intrace
lular relativamente grande en concentraciones relativamente ba-
jas antes de que el ALA-D pueda convertirlo en PBG (Tschudy y
col, 1965). Es posible que como consecuencia de la baja corcen-
tracion de ALA citoplasmdtica sean necesarios niveles altos de
ALA-D para asegurar una maxima conversion del ALA formado. De to
das mareras debe considerarse que el enorme exceso de ALA-D es
quizds mayor £Ln vitno que In vivo por cuanto es probable que la
enzima esté actuando bajo condiciones que no permiten una activi
dad mdxima (Tschudy y col, 1965).

Muchos autores también consideran que la cantidad de enzi
ma'presente en citoplasma y la actividad de ALA-D es alta y no
limitante (Granick, 1966; 1967; Josephson y col, 1972; Margolis,
1971). Este parece ser el caso particularmente en bacterias fo-
tosintéticas, plantas superiores y animales (Padmanaban y Matathi,
1972). En las cétulas de casi todos 1os organismos la actividad
de ALA-S es considetablemente menor que la del ALA-D. Sin embar
go esta relacién es la contraria, por ejemplo, en células de
S. itensonii (Ho y Lascelles, 1971), ain bajo las condiciones de
crecimiento mads diversas. Asi, por ejemplo, la actividad, expre
sada en nanomoles de producto formado por hora y por mg de pro-
teina, fue de 118 para el ALA-S y 17 para el ALA-D. A pesar de
2110 parece que alin en este organismo la dehidrasa estaria pre-
sente en cantidades no limitantes, y no cumpliria un papel regu
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latorio. Comparados con otros organismos, las levaduras y la
Neurospora crassa son los que presentan la menor actividad de
ALA-D (Barreiro, 1967; Muthukrishnan y col, 1972). Esto puede
indicar que 4£n vivo, dependiendo del organismo, la enzima puede

ocasionalmente tener una funcidn regulatoria.

Si en células de higado de embridén de pollo, la sintesis
de porfirinas se induce por AIA {n vitro,.compuestos tales como
3-amino-1,2,4-tiazol y dcido s§-clorolevulinico, que inhiben
el ALA-D 4in vivo e 4in vitro, no tienen influencia sobre la ve
locidad de sintesis, obviamente la inhibicién parcial de la enzi
ma no es limitante (Granick, 1966). S61o en dosis muy altas el
3-amino-1,2,4-tiazol: causa una inhibicién tan fuerte que el ALA-D
asume una - funcién regulatoria (Baron y Tephly, 1969). También en
higados porfiricos, por ejemplo en PAI , la capacidad del ALA-D
de convertir el ALA no parece estar inhibida. La inhibicidén del
segundo paso, no limitante, de la sintesis del hemo no necesi-
ta volver a discutirse como mecanismo de control de la forma-
cién del hemo (Baron y Tephy, 1969).

En contraste con estas observaciones se vio que, en célu
las de Neurospora crassa crecidas en condiciones normaies y en
deficiencia de Fe, las concentraciones de ALA difieren sustan-
cialmente - ALA-S y ALA-D parecen depender marcadamente del
contenido de Fe en el medio nutriente — mientras que las concen
traciones de PBG y porfirinas no variano s6lo 1o hacen en for-
ma poco significativa, aidn bajo distintas condiciones (Muthu-
krishnan y col, 1969). Estos resultados sugieren que el ALA-D
de N. crassa es el paso limitante de la sintesis del hemc.,

La hipotesis de que el ALA-D tiene una funcidn regulatoria
en N. crassa estd apoyada por su vida media relativamente corta
4in vivo. En cultivos de células normales es de aproximadamen
te 60 min. La curva de la vida media de la enzima de cultivos in
ducidos por Fe muestra un perfil bifadsico; de la primera parte
puede determinarse una vida media de 4-5 min: mientras wue la se
gunda parte es comparable con la velocidad de degradacidén de la
enzima normal (Muthukrishnam y col, 1969).

También en Euglena gracilis, el ALA-D parece tener un rol
regulatorio, ya que tanto Copro III, como Proto IX y hemina la
inhiben, siendo su efecto siempre mayor (i v{i{trc que (n vive,
si bien cabe la posibilidad de que en estas Gltimas condiciones
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haya problemas de permeabilidad quz impidan la accidn efectiva
del metabolito (Stella, 1977). Los porfirinégenos correspondien
tes se comportaron de manera andloga, respondiendo su efecto a
un tipo de inhibicién por feed-back,

I111.7.6, Camino metab6lico del &§-ALA

Es de esperar que las etapas iniciales o bien aquellas
que constituyen puntos de ramificacion de las cadenas metabdlicas,
sean centros de regulacién del camino. Shemin (1954) demostrd
que las porfirinas ho son los dnicos productos metabdlicos del
ALA, de manera que el ALA-D se encontrariaenun punto importan
te de ramificacién de la cadena biosintética del hemo. A par-
tir del ALA se puede formar también, por deaminacién oxidativa,
el dcido y-6-dioxovalérico ( = a-cetoglutdrico semialdehido)
DOVA, el cual via a-cetoglutarato y succinato puede entrar al ci
clo del acido citrico y, a través de los C] contribuir a la
sintesis de purinas. Se suponia que la enzima que cataliza este
paso seria una ALA-transaminasa (Bagdasarian, 1958; Kowalski y
col, 1959). Esto, por otro lado, estaria sugiriendo que la acti
vidad del ALA-D podria regular el destino del ALA en el metabo
lismo intermedio para su uso en la sintesis del hemo o de las
purinas . Basicamente, el ciclo propuesto por Shemin, conocido
por su nombre, es un camino de degradacidén de la glicina que pro
pone caminos metabdélicos alternativos para disponer del exceso
de ALA que no se necesite para la sintesis del hemo o que no
puede consumirse para esos fines, cuando el ALA-D estd bloquea-
da, Aproximadamente un 30% del ALA formado entra en el ciclo de
Shemin (Figura II.5.) y un 70% se emplea para sintesis de porfi
rinas (Berlin y col, 1956). Bajo condiciones normales, en higa-
do de mamiferos, la mayor proporcién de glicina se convierte en
amino-acetona y se degrada. La direccién del ALA hacia uno u o
tro de los dos caminos metabdélicos posibles.estd controlada por
cambios en la relacidon de actividad de las dos enzimas que go-
biernan ambas reacciones, como consecuencia de modificaciones en
el pH, concentracidon de cofactores, sintesis o degradacidn de
las enzimas, o inhibicién de las mismas. Para que tenga lugar
la sintesis de porfirinas es necesario, de todos modos, que las
moléculas de ALA difundan de la mitocondria. Hasta qué purto el
ALA-D tiene una funcién regulatoria en el proceso de sintesis del
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hemo, es todavia una pregunta. Se :1a descrinic ai ALA-D de Rp.
sphenoides como una enzima alostér ca (Nandi y col, 1968), asig
ndndole un papel de menor importancia con respecio a la regula-
cién de la sintesis de porfirinas, y en cuanto a la enzi. de
mamiferos, no hay ain evidencias firmes como para atribuirle

un papel regulador (Doyle, 1971). Hay sin embargo bastantes evi
dencias que indican que el ALA-D posee en cambio una definida
funcidn regulatoria en Propionfbacterium sheamanii y Euglena
gracilis (Ebon y Tait, 1969; Menon y Shemin, 1967; Stella, 1977).

[IT1.7.7. Mecanismos de retroinhibicidn

£l control por retroinhibiciéon, mas conocido por "feed
back", tiene particular importancia. Ocurre cuando el producto
final de una secuencia metabdlica ejerce accién inhibitoria so
bre un paso inicial. En este caso, cualquier acumulacidén del pro
ducto subsiguiente disminuye el turnover total y asi gobierna el
curso total de la cadena enzimdtica. Con el objeto de estudiar
la posible funcion regulatoria del ALA-D en la cadena biosinté-
tica del hemo, se analiz6 la probable inhibicién de 1a enzima por
productos finales de este camino metabdlico, tales como hemo y

hemina.

En eritrocitos humanos (Calissano y col, 1966), células
de Rp. sphenoides (Burnham y Lascelles, 1963; Nandi y col, 1968),
higado de ratén (Coleman, 1966) y reticulocitos de conejo (Lon-
don y col, 1964), se apreci6 inhibicién, pero este efecto
no se registré en células vegetales (Shetty y Miller, 1969).

No s6lo el hemo posee una accién regulatoria en este cami
no biosintético sino también la protoporfirina IX, que puede in-
hibir significativamente la formacidnde PBG a partir de ALA.
Este control por hemo y proto del ALA-D, puede considerarse un
mecanismo de control normal de la sintesis de porfirinas. Se en
contrd quelaenzima de N. crassa se inhibe significativamente por
coproporfirina. III (coprogen III) asi como cun protoporfirina
IX (Muthukrishnan y col, 1969). Cuando se examind en este senti
do la enzima de higado, bazo y sangre de rata y ratdn se obtuvie
ron envidencias de que en muchos casos el coproporfirindgeno III
era un inhibidor mds potente que la hemina o la protoporfirina

IX, excepto para el ALA-D de Bac{ilfus subtifis (Rao y col, 1970).
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Como se sabe, las reaccione: que llevar 2 la formacidn
de coproporfirinégeno a partir de +LA, tienen lugar en el cito-
piasma de la célula; en ese aspectc, el ALA-D pdede considerarse
como l1a primera enzima de 1os compornentes enzimaticos del cito-
plasma involucrados en la sintesis del hemo. En coste caso, la ac
cidon del coprogen III sobre el ALA-D encajaria como un ejemplo
tipico de control por feed back, dado que el coprogen es, a Ssu
vez, el G1timo producto de las porfirinas que se forma en el
citoplasma. Esta inhibicién regularia el flujo desde y hacia el
citoplasma de los productos intermediarios de la cadena biosin-
tética, controlando asi la velocidad total de-la sintesis de he
mo (Rao y col, 1970).

I1I1.7.8. Potencial redox celular

La importancia de la concentracidén de grupos SH para la
reqgulacion de la actividad enzimdtica merece ser mencionada. lLa
significativa disminucion de la actividad de ALA-D por etanol
in vivo sugiere que la actividad enzimdtica puede estar influida
por modificaciones en el potencial redox del citoplasma (Moore
y col, 1971). E1 mecanismo podria explicarse como sigue: en la
degradaci6n del etanol via acetaldehido y acetato a acetil CoA se
liberan equivalentes de reduccién (NADH). Estos causan un auien
to del potencial redox dentro de la célula, que puede influir en
el balance entre las formas reducidas y oxidadas de GSH (Lin-
dros yHillbom, 1969).

De esta forma, l1a concentracién de GSH en sangre aumenta,
como se ha demostrado {n vivo, y si sobrepasa los niveles de ma
xima activacién, puede llegar a inhibir la actividad (Moore y
col, 1971).

II1.8. Importancia clinica

Las hemoproteinas y las hemoenzimas se caracterizan por
el grupo prostético especifico: hemo. Recordemos una vez m3as,
que la mayoria de las hemoproteinas participan en el transporte
bioldgico de oxigeno, actuando como transportadores de oxigeno
molecular, como la hemoglobina y mioglobina, o cumpliendo funcio
nes oxidativas o transporte de electrones, como enzimas de la



cadena respiratoria, por ejemplo, f2roxidasa, catalasa y cito-
cromos. Si consideramos los alcances finales de las consecuen-
cias fisiolégicas que pueden producir los disturbios en la sin
teis del hemo, que resultarian por ejemplo, del bloqueo del
ALA-D, se hace evidente la importarcia de esta enzima en la ca-
dena biosintética del hemo.

111.8.1, Método de ensayo enzimdtico

Aln cuando ya en 1950 se habian desarrollado métodos
para la determinacidon del ALA-D, fue después de las publicacio
nes de Bonsignore y col (1965 a y b, 1966), que crecié el inte-
rés en el ensayo de esta enzima como posible criterio de diag-
néstico, muy en particular para los casos de intoxicacién con
Pb. Este método se basa en los trabajos de Gibson y col (1955)
y Granick y Mauzerall (1958). La determinaci6én enzimatica
aplicada por Moore y col (1971) es en principio como sigue:

La actividad del ALA-D de eritrocitos humanos se determi
na midiendo la formacidén de PBG a partir de ALA. Deben usarse re
cipientes de vidrio libre de Pb. La sangre venosa heparinizada
se centrifuga (1000 g, 4 °C, 20 min), y el plasma y los gldbulos
blancos se descartan. Los eritrocitos se lavan con solucidn de
KC1 0,15 M, se centrifugan (1000 g, 10 min) y se suspenden en so
lucién de KC1; las células asi susnendidas se cuentan. Se centri
fugan nuevamente, se retira el KC1 y se agrega agua destilada pa
ra hemolizar los eritrocitos. Luego de 20 min se agrega KC1 (05 M)
para restaurar la isotonicidad. Se calientan tubos de Thunberg
a 37 °C, conteniendo GSH, ALA y buffer fosfato pH 6,8. Se agre
ga una preparacién enzimadtica también calentada y se vacian los
tubos de Thunberg. La reaccién se detiene por adicién de TCA
(0,3 M) y se mide el PBG endégeno. Para determinar e! PBG forma
do por ALA-D a partir de ALA, los otros tubos se incuban a 37 “C
por una hora, luego la reaccion se detiene por agregado de TCA.
Luego de centrifugar (1000 g) se agrega reactivo de Ehrlich al
sobrenadante y se centrifuga nuevamente. Se lee la densidad 6p
tica del sobrenadante a 553 nm entre 15 y 45 minutos. En rela-
cién con el coeficiente de absorcién molar del PBG (6,8 x 10%),
la actividad del ALA-D se define como nmoles de PBG formados
por 1010 GR por hora. E1 margen de error del método estd entre
0,55 + 0,25%.



99

Recientemente, se ha descripto un método para la determi
nacion de la actividad de ALA-D eritrocitaria humana que utiliza
cromatografia 17quida de alta presién (HPLC) (Crowne y col, 1981).
Se usa ALA como sustrato, y el PBS formado se determina por cro
matografia en fase reversa con formacidn de par id6nico sobre
Hypersil-SAS (alquil silica de cadena corta ) con metanol-ayua
(22:78, v/v) en presencia de Pic B7 (dcido l1-hentanosulfdnico
0,005 M buffereado a pH 3,5) como fase mévil. E1 PBG se separa
efectivamente del ALA y del standard interno 2-metil-3-carbome
toxi4-(3-dcido propidnico) pirral. Utilizando este método se en
contrd un valor normal de 17,50 + 3,84 umol/1GR/min,

E1l valor normal de ALA-D determinado por varios autores
estd en el rango de 100 a 180 x 1073 umol de PBG por ml de 5R
por hora de incubacidén. La actividad difiere significativamente
entre los sexos, siendo mayor en mujeres que en hombres (Haeger-
Aronsen y col, 1971); no hay en cambio, mayores diferencias en
tre nifios y adultos (Haeger-Ardnsen y col, 1971). La determina-
cién de la actividad enzimdtica en eritrocitos de una persona
sana permanece constante a lo largo de un periodo de 6 meses
(Burch y Siegel ,1971).

La actividad del ALA-D de eritrocitos lavados y sangre
entera es la misma. En suero y glébulos blancos no hay actividad
medible. La actividad en sangre venosa y sangre capilar de un
mismo sujeto sano es la misma (Weissberg y col, 1971).

Nikkanen y col (1972) observaron una pérdida de actividad
del ALA-D eritrocitaria del 20% si la sangre entera se guardaba
24 hs. a 5 °C y del 30% luego de 48 horas.

Prpic-Majic y col (1973) demostraron que después do
horas, se conservaba el 91% de la actividad inicial de 1la san-
gre entera mantenida a 1°C y el 87% luego del mismo pericdo a
25 °C.

Cuando la sangre se guardaba hemolizada a 5°C por 24 ho
ras, se perdia el 30% de la actividad inicial y el 40.: luego
de 48 horas. Esto no sucedia con sangre de trabajadores c¢xpuestos
al Pb. Esto demuestra que el ALA-D afectada por el Pb es mds es
table comparada con el ALA-D normal. E1 ALA-D eritrocitaria vs
mds estable cuando el hemolizado se guarda a temperaturas cer-
canas al 0 (5 °C) que en congelador (- 20 °C) (Tomokuni, 1976).
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II1.8.2. Enfermedades hepdticas

En diferentes enfermedades hepdticas se observaron cambios
en la actividad de ALA-D. En cirrosis hepdtica, particularmente
en los casos avanzados (Iwanow, 1968, Rubino y col, 19608), en de
generacion hepdtica lenticular (Iwanow, 1968) y en hepatitis
(Rubino y col, 1960) la actividad enzimdtica en GR estd marcada-
mente reducida. Sin embargo, Iwanow (1968) encontrdé que la acti
vidad era normal en 10 pacientes con hepatitis <crdnica. Esta dis
minucién de actividad - cuyo mecanismo no es claro-aparentemente
no tiene importancia para diagndéstico.

111.8.3. Tirosinemia

La Tirosinemia hereditaria o tirosinosis es una enferme-
dad metabdlica, consecuencia de una falla en el metabolismo de la
tirosina, posiblemente insuficiencia o ausencia de la p-hidroxi-
fenilpirivico oxidasa hepdtica. Se caracteriza por una concentra
cion elevada de tirosina en plasma y masiva tirosiluria. En esta
enfermedad muchos de los sintomas son similares a los de la Por-
firia Aguda Intermitente; también se encuentran en la orina de
los pacientes elevadas cantidades de succinilacetonay ALA, en
tanto que la excrecién de PBG y porfirinas es normal, lo cual sugi
ri6 un bloqueo a nivel del ALA-D. La determinacidon del ALA-D en
glébulos rojos demostré que la actividad de esta enzima en tirosi.
nemia hereditaria estd significativamente reducida zanto durante
los periodos de remisidon como durante los ataques agudos. La me-
dida del ALA-D, asicomo los niveles de ALA y succinil acetona,
se encuentran siempre disminuida y aumentados respectivamente en
los pacientes con la enfermedad hereditaria y son elementos que
contribuyen al diagnéstico (Strife y col, 1977; Christensen y col,
1981).

I11.8.4. Enfermedades renales

En 9 pacientes con nefritis crdnica y pyelonefritis, desér
denes que involucran una severa descompensacién renal y un avanza
do grado de retencidén de nitrdégeno, se encontrd una marcada
disminucidén de actividad de ALA-D en eritrocitos (Iwanov, :1968).
En cambio, no se encontraron desviaciones en nefropatias cré-
nicas. En 15 casos de nefropatias endémicas, el ALA-D mostré



una Tigera tendencia a disminuir, puro las diferencias con los va
lores normales no eran significati ras. En este caso también, el
mecanismo permanece ain sin explic-cién. Tampoco se conocen de
talles acerca del rol que juega el ALA-D en la patogénesis de

la anemia nefrogénica (Iwanov, 1968).

II1.8.5. Tumores

Los ensayos de actividad de ALA-D en varios tumores del
tracto digestivo humano (por ejemplo, carcinoma cirrético gastri
co, carcinoma de colon, adeno-carcinoma de estémago, carcinoma
rectal y otros ) revelaron una significativa disminucién de la ac
tividad enzimdtica comparada con tejidos normales (Rasetti y col,
1967); de todas maneras, en dos casos de tumores de pulmén y car
cinoma de dtero, la sintesis de PBG parece ser mayor que en te
jidos normales (Rasetti y col, 1967).

Los leucocitos patolégicos de pacientes con leucemia
mielocitica aguda y crénica presentaban una actividad de ALA-D
3 a 5 veces menor que los granulocitos y linfocitos maduros nor
males (Takaku y Wada, 1968).

En experimentos con animales se describiéo una disminucién
creciente de la actividad de la dehidrasa hepdatica en presencia
de un tumor o luego de la inoculacidon de células tumorales
(Cookson y Rimington, 1953; Russell y Coleman, 1963); también
en las células tumorales se encontrd un nivel de ALA-D notable
mente bajo. La actividad de citocromos, citocromooxidasa y cata
1a§a marcadamente reducida en células tumorales sugieren una
posible conexign (Tschudy y col, 1964).

Tampoco se ha podido dilucidar si el mecanismo responsa-
ble de la actividad baja de ALA-D tiene una base viral o bacteria
na o se debe a una toxohormona (Tschudy y col, 1964).

La inoculacién con virus de Friend (FV), que en ratones
induce leucemia y policitemia, causa, luego de un periodo de
latencia , un aumento considerable de la actividad de ALA-D en
bazo e higado, probablemente como resultado de un aumento de
los precursores eritroides, mientras que en la médula 6sea, la ac
tividad disminuye gradualmente. En este caso, la enzima parece
ser un parametro apropiado de la actividad eritropoiética
(Tengerdy, 1966).
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[111.8.6. Alcohol

La accidon del etanol sobre la actividad del ALA-D en el
cuerpo humano fue investigada por Moore y col (i971). A medida
que aumenta el nivel sanguineo de alcohol luego de su ingestidn,
la actividad enzimatica disminuye bruscamente y prdcticamente
coincide el momento de la mayor concentracién de alcohol con el
menor nivel de actividad. Luego de 10 horas se recupera el va-

lor normal.

I11.8.7. Porfirias

Pareceria que en las diferentes formas de porfirias huma
nas hereditarias, el ALA-D no jugaria un rol importante.

En la mayoria de los casos, el defecto enzimdtico primero
esta localizado a nivel de otras enzimas, y los .cambios en la
actividad de ALA-D son sdlo secundarios.

En la porfiria congénita, se encontr6 ademas de una defi
ciencia de isomerasa,un aumento en la concentracién de ALA-D
en eritrocitos. Durante los ataque agudos de pacientes con Copro
porfiria hereditaria, las actividades del ALA-S y ALA-D hepdti-
ca estaban aumentadas 5 y 2 veces respectivamente (Kaufman y
-Marver, 1970); en la sangre de estos mismos pacientes, el ALA-D
doblaba su actividad durante los ataques agudos. Como en estas
condiciones también aumentaba la excrecién urinaria de ALA y PBG,
es probable que el incremento en la actividad de ALA-D fuera una
consecuencia de una mayor concentracién de sustrato, y no tuvie
ra en realidad una relacif6n directa con la patogenia de la en-
fermedad (Mc Intyre y col, 1971).

En PCT, la actividad de ALA-D esta dentro del rango nor-
mal (Kaufman y Marver, 1970):

En pacientes con PAI se encontré un aumento de actividad
también acompafiado de una elevada excrecién urinaria de ALA y
PBG (Nakao y col ,1966; Gibson y Goldberg, 1970).

En la porfiria experimental inducida por Sedormid, AIA o
DDC, similar a la PAI humana, la cantidad de ALA eliminada en
orina mostraba buena correlacidén con la actividad enzimatica
(Tancioni y col, 1964). Sin embargo, estos resultados no consti
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tuyen todavia un elemento Gtil con fines terapéuticos o de diag

nostico.

Doss y col (1980) describieron un nuevo tipo de porfiria
hepdtica aguda, con ALA-D muy disminuida, y repetidas manifesta
ciones agudas intermitentes. Los dos pacientes estudiados presen
taban una elevada excrecidén urinaria de ALA, un leve aumento de
PBG y un gran aumento de porfirinas, principalmente coproporfi

rina.

La actividad del ALA-D en ambos casos era inferior al 1%
de los valores normales,sin encontrarse plomo en sangre, orina
ni médula 6sea, ni tampoco aminodcidos en orina y plasma.

Ademas, el ALA-D estaba disminuida en casi todos los
miembros de la familia.

De estos datos puede concluirse que no existe una causa
"téxica" exdgena para esta porfiria, sino que se trata de un nue
vo tipo enzimdtico de porfiria hepdtica aguda con manifestacio
nes intermitentes, clinicamente andloga a la PAI.

II1.8.8. Anemia

Los disturbios en 1a sintesis del hemo y porfirinas son
de importancia causal para el desarrollo de ciertas anemias
con todos sus sintomas. Como enzima esencial de la cadena bio-
sintética, el ALA-D contribuye a 1a patogénesis de la anemia ya
que se encuentra influida por factores asociados a este desorden,
pero no constituye un sitio de accidn primario.

Las medidas de actividad de ALA-D en eritrocitos de pacien
tes con anemia por deficiencia de hierro muestran resultados con
tradictorios. Algunos autores (Battistini y col, 1971; Lichtman
y Feldman, 1963) encontraron actividades normales, otros aumen-
tadas (Steiner y col, 1964) y otros disminufdas (Rubino y col,
1960) con excrecion aumentada de ALA en orina, disminuida de
PBG, y un aumento de protoporfirina en sangre periférica; se sa
be que la protoporfirina puede reducir la formacién de PBG por
feed back negativo. En base a estas ideas, se sugirié que la dis
minucién de la actividad del ALA-D reflejaria el funcionamiento
de un mecanismo regulatorio destinado a proteger el organismo
de un exceso de porfirinas (Heilmeyer, 1963). La excrecidn de



104

ALA y PBG en orina de 24 horas, antes y después del tratamiento
con hierro indicaban una reduccidén de la actividad de] ALA-D en
deficiencia de Fe, pero posteriores estudios 4n vitro no confir
maron estos resultados. Es posible que en deficiencia de hierro
£n vivo, la concentracidondecisteina y otros carriers de grupos
SH, esté disminuida. Al tratamiento con hierro sigue un aumento
rdpido y constantede la actividad enzimdtica, asociado con un au
mento de reticulocitos (Rubino y col, 1960).

En sangre de pacientes con anemia hemolitica, en especial
las anemias con células en hoz y talasemia, y anemias inmunohemo
liticas, se encontraron valores aumentados de ALA-D, probable-
mente como resultado del aumento de reticulocitos por incremento
de la eritropoiesis (Rubino y col, 1960). En cambio, en la sinte
sis de hemo a partir de ALA, y especialmente en la formacidn de
PBG £in vitrno , no hubo disminucidén de la actividad enzimdatica
(Vvavra y col, 1964).

En talasemia mayor, Steiner y co]l(]964) encontraron que
el ALA-D estaba reducida a la cuarta parte de su valor normal;
sin embargo, no pudo establecerse una relacidn directa entre
los niveles de hemoglobina y la actividad enzimdtica. Los mis-
mos autores describieron un caso de talasemia mayor en el cual
la terapia por desferrioxamina B durante varios meses llevé a
una recuperacidén de los niveles de ALA-D.La inhibicidén de ALA-D
estaria de acuerdo con los hallazgos de un marcado aumento de
ALA urinario y protoporfirina eritrocitaria (Lyberatos y col,
1972); sin embargo, esta idea no se pudo demostrar. Podria ser
que el turnover del ALA estuviera aumentado hacia el ciclo de
Shemin (Figqura Il.5.), para la formacidn de sustancias nucleares,

quizds en reticulocitos.

En el caso de anemias hemoliticas, ademds de la anormali
dad de la globina, es'notable la disminucidn en la sintesis de
PBG, pero no pude. demostrarse la existencia de una definida en
zimopatia (Prato y col, 1970). En las anemias hemoliticas indu
cidas por fenilhidrazina, la actividad de ALA-D estaba siempre
marcadamente aumentada (Coleman, 1966; Gibson y col, 1955).

En pacientes con artritis reumatoidea y anemia se encon-
tré actividad aumentada de ALA-D en eritrocitos y una excrecién
excesiva de PBG en orina; no habia diferencias significativas
entre los reticulocitos de adultos sanos y pacientes con artri-



105

tis reumatoidea (Johansson y Strandberg, 1972).

Mientras que los valores de ALA-D en anemia asociada con
artritis y carcinomatosis en algunos pacientes no difieren de
los normales, las actividades estaban significativamente aumen-
tadas en sangre de pacientes con anemia macrocitica con deficien
cia de witamina B]2 y dcido félico, pero no se encontrdé una
correlacién entre la actividad de ALA-D y el grado de anemia o
Ta concentracién sérica de By, ¥ dcido fé6lico. Cuando se adminis
traba 312’ la actividad enzimadtica aumentaba junto con la reticu
locitosis (Battistini y col, 1971). Estos resultados son contra-
dictorios con los de Rubino y col (1960), quienes en casos de a
nemias macrociticas encontron una disminucidén constante del con-
tenido de ALA-D en eritrocitos. La actividad enzimatica también
estd reducida en anemias siderobldsticas sensibles a la pirido-
xina. Esto 1leva a concentraciones relativamente altas de ALA y
bajas de PBG en eritrocitos. En estas anemias, 10S ensayos «n
vitrno, basados en el hecho de que la vitamina BG es un potente
activador, no sélo de la sintesis de ALA sino también de la for
maci6bn de PBG, pueden ser un indicador G(til de la respuesta a
la terapia con 36 en anemia. Parece que la reactivacién del ALA-D
es un factor importante en la evaluacidn del efecto terapéutico
(Heilmeyer, 1963, 1967).

Debe mencionarse la anemia transitoria siderocitica
severa que se manifiesta en el periodo fetal en los ratones
de genotipo f/f (Margolis y Russell, 1965); los animales adul-
tos del mismo genotipo son hematoldgicamente normales, pero mues
tran una marcada disminucidén de la actividad de ALA-D en higado,
bazo y rifidn, comparable con los ratones va (Coleman, 1966). Por
tratamiento con fenilhidrazina, que induce anemia hemolitica
con stress hematopoiético, la actividad de ALA-D aumenta marca-
damente en el bazo de animales normales, pero sélo ligeramen-
te en bazo de ratones f/f (Margolis y Russell, 1965). Se sugirié
que la deficiencia enzimdtica genética familiar y la incapaci-
dad de responder a la crisis hematopoiética con un aumento adecua
do de la actividad enzimdtica, son las causas de la severa anemia
fetal con su velocidad extrema de formacién de sangre “"de novo"
(Margolis y Russell, 1965; Coleman y col, 1969), ademds de que
el gen f influye sobre un mecanismo regulatorio, que cuando au-
menta el requerimiento de Hb permite normalmente el incremento
de la actividad de ALA-D en tejidos hematopoiéticos, y de esta
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manera juega un rol en el control de actividad de ALA-D, espe-
cialmente en bazo y médula Gsea (Coleman, 1966). Luego se demos-
tréo que los genes Lv y f, contrariamente a lo que se habia suge
rido en un principio, no estdn ligados uno a otro. Se aceptd que
los niveles de ALA-D s6lo estdn controlados por el gen Lv y que
el gen f probablemente actia controlando la velocidad de proli
feracidn de las células hematopoiéticas (Coleman y col, 1969).

IIT.9. Factores Ambientales: Metales

La informacidn existente acerca de la inhibicién.del ALA-D
An vitro por iones inorgdnicos distintos del plomo, ha sido con
tradictoria.

Thompson y c¢ol (1977) realizaron algunas observaciones
interesantes con respecto a las determinaciones de ALA-D eritro
citaria. Dichos autores l1legaron a la conclusion de que el ALA-D
de gloébulos rojos e$ un indicador de la concentracion total de
iones metdlicos en la sangre. Influyen en su actividad elemen-
tos esenciales como el cobre, que la inhibe y el zinc, que la ac
tiva. Las proteinas plasmdticas protegen a la enzima de la inhi
biciéon y de la activacion. Dicho efecto depende de la afinidad
de los distintos metales por estas proteinas, pero también de
las concentraciones relativas de 1os mismos.

ITI.9.1. Cadmio

Kench y Gubb (1970) observaron que la actividad de ALA-D
se estimula a determinadas concentraciones de cadmio tanto (n

vivo como Ln vitro.

En cambio, segin Wada y col (1972) el ALA-D se inhibe
completamente £in vitro con 0,1 mM de cadmio.

Wilson y col (1972) en base a estudios con nigado bovino
1legaron a la conclusidén de que el cadmio puede activar o inhi-
bir el ALA-D, dependiendo de la concentracidon del metal.

Para Abdulla y Haegen-Aronsen (1973) el cadmio es un inhi
bidor del ALA-D.

Davis y Avram (1978) encontraron qe en hemolizados de san
gre humana entera, el cadmio se comporta como un activador o un
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inhibidor del ALA-D segin la concentracion empleada. Asi, a 4 uM
de cadmio se producia una estimulacion mdxima de 134% con respec
to al control y a mayores concentraciones de cadmio se observé
una inhibicién progresiva dela actividad del ALA-D. A 8 x 1G °M
la enzima se inhibié un 50% mientras que la concentracién de plo
mo necesaria para producir igual grado de inhibicidn era de sé
lo 2 x 1076 M,

Si bien 4in vitno el cadmio es un inhibidor del ALA-S, 4n
vivo estos efectos no se ponen claramente de manifiesto debido
a que el metal es captado por las metalotioneinas, proteinas de
bajo peso molecular,cuya sintesis es inducida por el cadmio, ¥y
que luego capturan al metal téxico.

En higado y rifidn, 6rganos con las mds altas concentracio
nes de metalotioneinas, la actividad del ALA-D se modifica muy
poco a 1o largo de las experiencias de intoxicacidén con cadmio,
a pesar de que en muchas de ellas se alcanzan, en dichos 6rga-
nos, concentraciones del metal que, {n vitno , son netamente
inhibitorias.

En bazo y gl8bulos rojos, en algunos casos se producen
descensos significativos de la actividad, pero no se observa una
correlacif6n entre dosis administrada y grado de inhibicién;
otras veces, el cadmio tampoco inhibe las enzimas de estos teji

dos.

Se ha tratado de encontrarlas causas del comportamiento

irregular del metal.

La metalotioneina inducida por el cadmio también une
zinc. Se trata asi de una cadmio, zinc-metalotioneina.

El zinc es un elemento esencial que entra en la composi
ci6én de las:.membranas celulares y también es necesario para es-
tabilizar o aumentar la actividad de enzimas, entre ellas el
ALA-D. De modo que pueden entrar en juego efectos complejos.

Algunas experiencias de administracidén conjunta cadmio-
zinc apoyarian un efecto activador del metal sobre el ALA-U,
ya que al administrar conjuntamente cadmio en dosis mds altas
que las habituales de 0,6 mg/kg peso, y zinc en dosis suficien
temente elevadas como para inducir la formacidn de metalotioneil
nas, se registraron aumentos significativos de la actividad del
ALA-D, no s6lo en bazo y glébulos rojos, sino también en higado



I11.9.2. Mercurio

E1l mercurio, otro contaminante 1el medio ambiente, ha resul
tado ser otro inhibidor del ALA-D, tanto 4im vivo como {n vd{tro
(Cartasegna y col, 1968; Gibson y col, 1955); en este dltimo ca
so, su accién es revertida por GSH (Weissberg y Voytek, 1974).

En cerca de la mitad de los trabajadores que habian esta
do en contacto con vapores de mercurio, la actividad de ALA-D
eritrocitaria estaba marcadamente reducida, aunque en la mayoria
de los casos,los niveles urinarios de ALA y eritrocitarios de
GSH estaban dentro del rango normal (Wada y col, 1969). El perio
do de exposicién y 1os niveles urinarios de Hg mostraban una es-
trecha correlacion con el descenso en la actividad de ALA-D. De
esto se concluye que el mercurio tiene algin efecto 4{n vivo so-
bre el metabolismo de las porfirinas, pero los disturbios son de
masiado leves para ocasionar una elevada excrecidn de ALA y por
firinas en orina (Wada y col, 1969).

In vitno , 10s niveles de la enzima se ven disminuidos
alin abajas concentraciones de mercurio (Roels y col, 1975).

IIT1.9.3. Plomo

E1 Capitulo IV estd dedicado en especial a la intoxica-
cién por este metal, incluyendo 1o referente a su accién sobre
esta enzima.
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IV, INTOXICACION POR PLOMO

IV.1, Introducciodn

La intoxicacidn crdnica por Pb es la enfermedad profesio
nal mds frecuente en nuestro pais por la gran utilizacidén de es
te metal en la industria.

E1 metal no solamente constituye una amenaza para quienes
tienen un contacto directo con el mismo, sino también, en forma
accidental, para 1o0s usuarios y a(n para los familiares de las
personas expuestas.

Las formas mds severas de intoxicacién por Pb son relati
vamente menos frecuentes ahora, en'comparacién con 10 que ocu-
rria ahos atrds. Existe actualmente un mayor control y ademds,
los médicos industriales han adquirido mds experiencia en este

tema.

A pesar de todo, todavia no se ha alcanzado el grado de
control requerido como para evitar que la intoxicacién por Pb
sea a(n una de las causas de inhabilitacién temporaria de un
gran nimero de trabajadores, en una amplia gama de industrias.
Ademds, en algunos casos, las personas contindan trabajando,
aunque se hayan presentado sintomas leves de intoxicacidn con
Pb, que se aceptan como simples malestares generales.

Las causas de la gran incidencia de la intoxicacidén in-
dustrial por Pb son numerosas; siendo las siguientes las mis im
portantes cuando se trata de erradicar esta enfermedad de una
inqustria 0 un area industrial.

Primero en importancia entre estas causas estd el desco
nocimiento por parte del industrial, de los médicos y técnicos,
de los factores primarios que determinan la frecuencia y severi
dad de la intoxicacidon con Pb, en una dada ocupacidn, asi como
de los medios que existen actualmente para reconocer estos fac
tores.

Una segunda causa, son los continuos cambios en la tec
nologia de las industrias modernas; el consecuente surgimiento
de nuevos procesos y productos, crean asi nuevas y a veces irre
conocibles posibilidades de exposicidon al Pb.

Un tercer factor 1o constituye el incremento en el nime
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ro y cantidad de materiales y artefactos hechos con Pb. Bajo
estas circunstancias suelen aumentar las fallas en los equipos,
debido con frecuencia a un personal mal entrenado, tanto para
la manipulacion y supervisién de los equipos, como para el con
trol de la higiene personal.

Cualquiera sea la causa o combinacidn de causas que 1le
van a una contaminacién con Pb, los medios de prevencién pueden
encontrarse haciendo un estudio cuidadoso del origen, la natura
leza y la magnitud de la exposicion al Pb para poder reducirlo
hasta niveles compatibles con la seguridad del personal de plan
ta (Kehoe, 1963).

IV.2. Vias de intoxicacidén por Pb

Existen dos vias de entrada de los compuestos de plomo
inorganicos (los compuestos orgdnicos se discutirdn mds adelan
te) en el cuerpo humano:

a) por el tracto respiratorio, a través de la inhalacidn de va
por,. humo, polvo o0 niebla;

b) por el tracto digestivo, por ingestidn de compuestos de Pb
atrapado en la parte superior del tracto respiratorio o in-
troducidos en la boca con la comida, cigarrillos, herramien-
tas, dedos yotros objetos. Los compuestos inorganicos de Pb,
en forma s6lida o en soluciones o dispersiones en diversos
solventes no penetran la piel humana normal o danada, en
cantidades significativas. Ciertos compuestos pueden irritar
Ja piel, pero ailn en esas condiciones la absorcifn cutdnea

no es significativa.

La presencia de vapores, humo o polvo fino de compuestos
inorgdnicos de Pb en el aire respirado por l10s trabajadores es
el factor mas importante. De - todas maneras, la via oral es tam
bién una ruta importante de ingestién (Calabrese y Astolfi,
1980).

IV.3. Fuentes de intoxicacidn

a) Profesional: Los oficios en los cuales el Pb es un elemento
muy comin son: los de la industria metaldrgica,con sus mdlti
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ples matices laborales: soldadores, laminadores, trafilado-
res, chapistas, mecdanicos, peones, etc.; los trabajos con acu
muladores y baterias eléctricas, pintores y obreros de fabri
cas de algunas pinturas, fabricas de plomo, linotipistas y
obreros grdficos, herreros, obreros de fdbricas de cables,

de colores y tinturas, de municiones; industria del vidrio,
industria automotriz, mecdnicos dentales, esmaltadores, gra
badores, pulidores, joyeros, mineros, fdbricas de nitrogli-
cerina, de cafos, de curtido de pieles y cueros, de masillas,
de productos plasticos con piroxilina, de azulejos, de pape-
les plateados, plomeros y albafiiles, etc. Como se ve, un es
pectro amplisimo dentro del cual el plomo interviene de una

u otra forma.

b) Fuentes accidentales: Cenizas con sales de Pb, intoxican por
via inhalatoria y también oral, suelen ser graves por la con
tundencia y rapidez de la aparicidn de los sintomas. Ocurren
en los vecindarios de fabricas que expelen tales téxicos por
sus chimeneas y plantean un problema sanitario a nivel huma

no, veterinario y vegetal.

Pinturas,cuando contienen plomo como base de colorantes o co
mo antiéxido (cromato de Pb; 6xido de Pb o minio; hidrocarbo
nato de Pb). Considerando que las pinturas 1legan a contacto
con personas de toda clase social y todo medio, el namero

de victimas, especialmente ninos, resulta importante.

El agua solubiliza el plomo de cafierfas nuevas. La ioni
zacién del metal se ve a menudo favorecida por la costumbre de
emplear las cafnerias, como descarga a tierra para muchos apara
tos domésticos:lavarropas, heladeras, etc. (Calabrese y Astol-
fi, 1980).

Otras fuentes pueden ser los cabezales metdlicos de sifo
nes, en éstos, el dcido carbénico de la soda ataca al Pb, for
mando carbonato de Pb; o los alimentos enlatados, donde el con
tenido dcido (vinagre, por ejemplo) origina acetato de Pb con
el metal usado en la soldadura; o las frutas tratadas con arse
nito de Pb como insecticida. Los perdigones alojados en el cuer
po de una persona tras un disparo liberan muy pequefias cantida
des de Pb; su peligro puede estar cuando el nimero de ellos es
elevado; heridas de balas (Dillman y col, 1979); afrodisiacos
que contienen Pb, comunes en oriente (Brearley y Forsythe,
1978).
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Los problemas relacionados con el tetraetilo de Pb y o-
tros alquilos de Pb, difieren tanto, cuali y cuantitativamente,
de aquellos relacionados con los compuestos inorgdnicos, que re
quieren un tratamiento separado.

Deben diferenciarse las ocupaciones que implican una ex
posicion al tetraetilo de Pb en forma concentrada, de aquellas
en las cuales s6lo se manipulea la nafta conteniendo tetraetilo
de Pb como antidetonante. La dilucidon del tetraetilo de Pb con
nafta en proporcién de 1:1000 o mas, previene la absorcidn de
cantidades apreciables de tetraetilo de Pb a través de la piel.
La vaporizacidn del tetraetifo de Pb en esas condiciones no es
significativa. Por eso, 1a manipulacidon de la nafta con tetrae
tilo de Pb no suele ser peligrosa. Sin embargo, aquellas perso
nas que intervienen en la fabricacidn y distribucidon del tetrae
tilo de Pb, asi como aquellos que deben entrar en los tanqgues
de almacenamiento de nafta, para repararlos o limpiarlos, pue-
den estar expuestos a cantidades peligrosas de Pb (Kehoe, 1963).

IV.4, Criterios clinicos

Se agrupan los sintomas en cuatro grandes sindromes, de

acuerdo con el tropismo del plomo:

a) Sindrome neuropsiquidtrico: irritabilidad, vémitos de origen
central, pica, convulsiones, encefalopatia hipertensiva (en
pediatria),coma, paresias y pardlisis, cefaleas persistentes,
psicopatias diversas, impotencia sexual, frigidez, astenia,

insomnio, neuritis Optica, etc.

b) Sindrome gastrointestinal: constipacidn pertinaz, c6licos ab
dominales, dolores espasmédicos difusos, ribete gingival y
manchas yugales, disgeusias, dispepsias, inapetencia, sfndro

me pseudoulceroso.

c¢) Sindrome hematoldgico: anemia microcitica e hipocrdmica, pun
teado basdéfilo en GR.

d) Sindrome urinario: glucosuria, aminoaciduria (ALA, glicina),

coproporfirina III.

Estos sintomas no son patognoménicos de saturnismo y pue
den darse de manera permanente o espordadica. Su reconocimiento
tiene el inmenso valor de despertar la sospecha de una intoxica
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cion plimbica, en especial cuando se asocian algunos o varios
signos de los puntos a, b, ¢ y d aleatoriamente (Calabrese y
Astolfi, 1980).

IV.4.1. Sindrome neuropsiquidtrico

Los mecanismos por 10s cuales se presentan los sintomas
en el sistema nervioso no han sido claramente dilucidados. Exis
ten dos hipdtesis diferentes. Una trata de explicar las neuropa
tias como una manifestacién de la toxicidad de las porfirinas,
del ALA, o de ambos. Otra postula que Ta deficiencia de hemo es
la causa directa de la neuropatia (Pierach y Edwards, 1978).

La elevada cantidad de plomo circulante se asocia con hi
peractividad, y con deficiencias en la funcién motora y en la
conducta (Cory-Slechta y Thompson, 1979).

Aunque el ALA y el PBG, administrados subcutdneamente a
ratas, no parecen alterar la conducta de los animales, no puede
descartarse la posibilidad de que una produccidn incrementada
de estos precursores pueda ocasionar las disfunciones del siste
ma nervioso, que se observan en los intoxicados con Pb, Inyectan
do ALA directamente en el ventriculo lateral del cerebro, para
traspasar la probable barrera sangre-cerebro, se encontrdé que,
segin la dosis, se podian inducir convulsiones nerviosas (Pie-
rach y Edwards, 1978).

Aunque estos resultados parecerian apoyar la teoria de
que el ALA o el PBG podrian ser la causa de las manifestaciones
nerviosas, hay dos razones que sin embargo no estdan de acuerdo
con esta hipotesis: primero, que las dosis usadas fueron mucho
mayores que las encontradas en los pacientes, ain durante una
crisis, y segundo, que las convulsiones son atipicas en los ata

ques agudos de intoxicacién por Pb.

La otra explicacién posible, relativa a un bloqueo parcial
de l1a sintesis del hemo en el sistema nervioso, no ha sido aun
demostrada o refutada experimentalmente (Pierach y Edwards,
1978).
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Iv.a,2. Sngrome»rena1

Entre los drganos mdas afectados por el Pb estdn 1los ri

fiones.

En adultos, el Pb puede provocar anormalidades funciona
les y morfoldgicas en los rinones, con distintos grados de da-
o , particularmente en 10s vasos y tdbulos, manifestados por
oliguria, proteinuria y cilindruria (Haeger-Aronsen, 1960).

En la intoxicacidon aguda por Pb el cuadro estda dominado
por lesiones reversibles en los tubulos. En la intoxicacidn
crénica, las lesiones vasculares son progresivas y desarrollan
finalmente nefroesclerosis (Haeger-Aronsen, 1960).

Ademds de la proteinuria se produce glucosuria, de origen
renal, como asi también aminoaciduria e hiperfosfaturia. Esta
combinacidn de sintomas Tocaliza el ataque del Pb a los rinones
en los tibulos proximales, que son los que normalmente reabsor
ben estas sustancias (Haeger-Aronsen, 1960).

Tanto en nifhos como en adultos, la hemodinamia renal
y la funcidén glomerular no se ven afectadas. La aminoaciduria,
fosfaturia y glucosuria se presentan sdlo ocasionalmente (Suketa
y ¢co1,1979).

La excrecidén urinaria de agua y sodio se eleva en ratas
por la administracién de Pb, mientras que la excrecidén urina-
ria de K aumenta en menor escala. Ademds, se observa un descen
so en la concentracién sérica de Na en ratas tratadas con Pb.
La reabsorcidn del Na y K por los tibulos renales parece estar

afectada por el Pb.

La actividad de 1la (Na+ y K+)ATPasa renal desciende mar
cadamente 6 horas después de la administracién del Pb y luego
se recupera lentamente (Suketa y col, 1979).

IV.4.3. Intoxicacidn por. plomo y cdncer

Se ha postulado que el Pb juega también un papel importan
te en 1a neoplasia humana, como lo demuestran estudios realiza-
dos 4in vitro con células que sufrieron transformacidon maligna y
con ensayos de carcinogénesis en animales de experimentacign.
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El nimero elevado de muertes por cdncer en el aparato
digestivo o en el aparato respiratorio, pueden 1legar a ser sig
nificativas, si bien no hay datos suficientes (Kang y col, !980).

IV.4.4, Efecto del Pb en el periodo fetal y en la infancia

La transferencia de Pb a través de la placenta humana y
su potencial peligro para el feto ha sido reconocido desde las
primeras décadas de este siglo. Los efectos del Pb dependen de
la dosis. En nuestros dias, las cantidades de Pb tienden a ser
menores que antiguamente, 109 cuales estaban claramente asocia
dos con dano fetal severo. E1 Pb puede transferirse desde la
placenta al feto en diferentes etapas de la gestacién, comenzan
do en las primeras 12 a 14 semanas, y se ha encontrado en el cor
dén umbilical de algunos recién nacidos en concentraciones que
variaban de 10 a 30 ug/dl (Singh y col, 1978).

Los diagndésticos presuntivos de intoxicacion fetal se
hacen sobre la base de una conocida exposicdn de la madre al Pb.

La mayor concentracion se encuentra en los huesos.

Los ninos expuestos al Pb presentan dificultades en el
aprendizaje del nombre de 10s objetos, en la memoria visual y en
la conceptualizacion. La demora en el lenguaje, particularmente
la dificultad para repetir sonidos nuevos puede deberse a la de
presidén de Tos centros cognocitivos.

Es interesante observar que ovejas expuestas prenatalmen
te a altos niveles de plomo en la sangre materna tienen proble-
mas de discriminacién visual hasta que alcanzan de 10 a 15 meses
de edad (Singh y col, 1978).

Los animales adultos sélo necesitan mantener una concen
tracion estacionaria de hemoglobina y citocromos para su normal
funcionamiento. Pero, durante el desarrollo postnatal del cere
bro, el contenido de citocromos aumenta hasta adquirir las ca-
racteristicas metab6licas del animal adulto. Este periodo de
sintesis neta de citocromos es muy sensible a la inhibicibén de
la sintesis del hemo (Bull y col, 1979).

En experiencias en las cuales se expusieron animales a
altas concentraciones de Pb, se observé una demora en el desa-
rrollo de la compartimentalizacidon metab6lica en el cerebro.
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Consecuentemente, en animales jovenes expuestos al Pb, el incre
mento normal de la concentracibén cerebral de citocromos puede
verse afectada de dos maneras: por inhibicidon especifica de Ta
sintesis del hemo o afectando el desarrollo del cerebro por un
proceso m&s general, por ejemplo, por inhibicién de la sintesis
proteica (Bull y col, 1979),

La intoxicacidon con Pb tiene un pico de incidencia en ni
fios de 1 a 3 afios de edad. La deficiencia de Fe, por otro lado,
es una de Tas insuficiencias .,nutricionales mds comunes entre
los nifios y cominmente acompafa a la intoxicacién por Pb infan-
til (Six y Goyer, 1972), constituyendo ademds un poderoso agra-
vante.

La deficiencia de Fe aumenta Ta retencién del Pb, tanto
en tejidos blandos como en huesos, y también la absorcidn de o
tros metales, como manganeso, cobalto y Zn.

Una dieta pobre en Ca incrementa los efectos tdéxicos de
la misma dosis de Pb (Six y Goyer, 1972).

Se demostrd que trazas de elementos como zinc y cobre son
capaces de proteger a las ratas de los efectos téoxicos del Pb.
Esta puede ser una de las causas por las cuales las ratas son
mds resistentes a la intoxicacidon por Pb y enfatiza la importan
cia de una alimentacidn balanceada en la prevencidon de la conta
minacidn por Pb (Johnson y Kleinman, 1979).

IV.5. Criterios de laboratorio

La presuncifén de intoxicacién plimbica se corrobora por:
a) ALA-Dehidrasa eritrocitaria disminuida.
b) ALA aumentada en orina (normal hasta 2 mg en 24 horas).

c) Coproporfirina III aumentada en orina (mas de 3C ug en 24 ho
ras).

d) Investigacion de la plumbemia: normal hasta 40 ug por 100 g
de sangre; de 40 a 80 : presaturnismo o contaminacién; mas
de 80 ug: saturnismo.

Estos valores no pueden emplearse en casos de exposicidn a
tetraetilo de Pb. La absorcidn del tetraetilo de Pb no produ
ce un aumento del contenido de Pb en sangre, proporcional a
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la cantidad de Pb absorbido. Un andlisis del metal en sangre
en estas circunstancias llevaria a resultados errdneos
(Kehoe, 1963).

e) Investigacidon de la plomburia: mds de 80 ug de plomo en 24
horas en pacientes sin tratamiento, indican saturnismo.
La plumburia es mds fidedigna que la plumbemia para la vigi
lancia del enfermo y la valoracién de los resultados del tra
tamiento. La concentracién de Pb en orina provee un criterio
analftico para la estimacion de la exposicidén y la absorcidn
del tetraetilo de Pb (Kehoe, 1963).

f) G16bulos rojos con punteado baséfilo, en proporcién 0,1 por
mi] 6 mas.

g) Radiografias de huesos largos - en jévenes - con incremento
en la densidad de Tas metdstasis y didafisis (donde es mds ac
tivo el depdsito calcico, reemplazado por Pb en el intoxica-
do).

IV.6., Metabolismo del Pb en el -hombre

FV.6.1. Metabolismo normal

El Pb ingresa generalmente por via digestiva. SO610 una
pequefia porcién (8 a 10%) del Pb ingerido,normalmente se absor
be en el organismo. La mayor parte atraviesa el tracto digesti
vo sin absorberse y aparece en las heces. La porcidn absorbida
se distribuye principalmente en el esqueleto, donde se deposi-
ta como trifosfato plimbico (en lugar de trifosfato cdlcico), ¥y
también en otros tejidos, incluido el higado, donde pone en jue
go la funcidén antitéxica de este 6rgano que lo elimina parcial
mente con la bilis. Cuando el aporte supera las posibilidades
de excrecién de la glandula hepatica, pasa al torrente circula
torio, quedando todavia <como vias de egreso la saliva, el su-
dor, la leche y principalmente la orina. La concentracidn del
Pb en la sangre depende de dos factores: la velocidad de absor
cion desde los intestinos y los pulmones y l1a magnitud de la
corriente de Pb que entra en la circulacidn desde los tejicos
del cuerpo. S610 se encuentran trazas de Pb en el plasma, mds
del 95% se encuentra en los eritrocitos.

En una persona normal, la mayor parte del Pb se encuen-
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tra en el esqueleto; los huesos largos, tales como el fémur, con
tienen mayores cantidades que los huesos planos. 'sta relacidn
se invierte lTuego de un periodo de absorcidn anormal.

Las cantidades promedio de Pb presentes en el cuerpo de
un adulto normal no son menores de 100 mg ni mayores del triple
de ese valor, variando de acuerdo con el peso y la calidad y can
tidad de comidas y bebidas consumidas. No hay acumulacidén lenta
ni progresiva del Pb en el organismo en las condiciones descrip
tas (Kehoe, 1963; Calabrese y Astolfi, 1980).

IV.6.2. Metabolismo anormal

Cuando aumenta la exposici6n de un individuc por encima
de las cantidades normales, ya sea por una elevacidn en el con
tenido de Pb en su comida o bebida o en el aire que respira,
pueden encontrarse radpidamente signos de este aumento, aunque
haya sido de poca magnitud.

Cuando se ha ingerido una cantidad inusual de Pb por bo
ca en una sola ocasidén, aumentard el contenido de Pb en heces,
de uno a tres dias después (hasta que el tracto digestivo se
haya evacuado totalmente). Si la ingestién de cantidades anor
males se repite mds veces, a intervalos, la excrecioén fecal de
Pb aumentard en intervalos correspondientes, y si la ingestion
es continua, el nivel aumentard regularmente. E1 contenido de
Pb en heces de los trabajadores de industrias relacionadas con
el Pb aumentard también si trabajan sin proteccidén respiratoria
en una atmésfera que contenga polvo de Pb, si su didmetro es
mayor de 1 yum.

E1 Pb ubicado en la boca se combina con los sulfuros pro
ducidos por la putrefaccidon habitual de los alimentos, dando
por resultado sulfuro de Pb que se deposita debajo del epitelio
de la mucosa gingival y vugal, en forma de manchas caracteristi
cas, proximas al cuello de los dientes. Estas manchas se inten
sifican cerca de las caries por la mayor presencia de sulfuros,
y en ocasiones, forman una verdadera guirnalda ("ribete de Bur
ton"). E£1 signo no es especifico del Pb; otros metales pueden
producirlo, con tonalidades apenas diferentes. Este procesc ex
plica también el gusto "raro", a veces dulce, que siente el en
fermo, por efecto de la disgeusia causada por el Pb (Calabrese
y Astolfi, 1980).
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E1 metal se va depositando en 6rganos ricos en sistema
reticuloendotelial:médula O6sea, bazo, higado, en el sistema
nervioso central y periférico, y sobre todo en los huesos, en
forma de trifosfato plambico insoluble, con un mecanismo idénti
co al del calcio, al que desplaza. En la médula interfiere por
competencia con el metabolismo del hierro. Aparecen en sangre
periférica formas jovenes de Hematies, junto con anemia hipocré
mica y microcitica pigmentaria; algunos GR, en proporcién 0,1
por mil, tienen punteado bas6filo en nimero de 8 a 15 por gidbu
lo, formada cada inclusion por acido pentosanucleico que les
confiere la reaccidn tintdérea caracteristica (Calabrese y Astol
fi, 1980).

Luego de una exposicidén aguda, el Pb se encuentra inicial
mente en los eritrocitos, higado y rinones; la concentracidon en
estos tejidos disminuye con el tiempo, y paralelamente el Pb se
deposita en los huesos. Los efectos toxicos del metal no estan
directamente relacionados con su afinidad por un tejido en par-
ticular; asi, la encefalopatia en la fase final de la intoxica
cién con Pb estd en contradiccién con 1a baja afinidad del me-
tal por los tejidos cerebrales (Barltrop y col, 1971).

En la rata, los tejidos blandos, tales como la sangre,
corazén, pulmones, higado, rifiones, bazo y tracto gastrointesti
nal, formarian parte de un "pool de rdpido recambio", cuando se
inyecta Pb por via intravenosa. Este pool contiene el 100% de
la dosis inyectada a tiempo 0, pero su valor decrece al 7% al
final de la primer semana, cuando el Pb fue excretado, o trans
ferido a otros tejidos tales como los huesos. Se detecta Pb en
este pool aidn 70 dias después de la administraciﬁn, 1o que indi
caria un lento recambio de la dltima porcién de Pb en los teji
dos blandos (Barltrop y col, 1971).

Cualesquiera sean las condiciones bajo las cuales se ha
absorbido una cantidad anormal de Pb, hay un rdpido aumento en
la velocidad de absorcion dePb, evidenciado por el aumento de
la concentracidn del metal en orina. Esto es sequido un poco mds
tarde (si el aumento de absorcidn es suficiente) por un aumento
menor en la concentracidn de Pb en sangre. Aumenta también la
distribucidon de Pb en los tejidos corporales, y durante up tiem
po aumenta la retencidén y acumulacién dePb en el cuerpo. Si el
aumento en la toma y absorci6n se mantiene constante por m2ses
y anos, la concentracién de Pb en sangre, orina y tejidos au-
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menta proporcionaimente. En cambio, si la absorcidn elevada es
intermitente, 10s niveles de Pb en sangre y orina alcanzan un
plateau luego de algunos meses, después de lo cual permanecen
esencialmente constantes. Cuando se alcanz6 este plateau vy,
mientras se mantenga, la acumulacién en los tejidos aumenta

muy poco.

Cuando se interrumpe la exposicién, el Pb retenido en
el cuerpo mantiene la concentracién de Pb en sangre, orina y te
jidos por encima de 1o normal por un tiempo que depende de la
cantidad de Pb retenido y del tiempo durante el cual se habfa
acumulado. Asfi, 1a concentracidon en sangre y orina decrece pro-
gresivamente, alcanzando valores normales en un periodo que va-
ria desde pocas semanas a mas de unafio. El tracto digestivo,
por el contrario, cuando todas las particulas de la porcién na-
sofaringea han sido tragadas, se vacfia en pocos dias.

Las concentraciones normales en los tejidos se alcanzan
entre 10s 12 y 18 meses luego de interrumpida una exposicidn
prolongada, siendo el esqueleto el Gdltimo en volver a los valo
res normales (Kehoe, 1963).

IV.7. E1 cb6lico saturnino

Es un cuadro agudo en una intoxicacidn crénica. Se atri
buye a una accién del Pb sobre el plexo solar, o bien a un exce
so de Coproporfirina y ALA, o bien a la accién directa del me-
tal sobre plexos mientéricos.

Se presenta con un dofor muy agudo en el abdomen que se
calma al administrar una sal cdlcica por via intravenosa. En el
sistema nervioso periférico aparece una pardlisis caracteristi-
ca de los extensores de la mano, por accidén del nervio radial;
se dicequeel enfermo hace el "signo de los cuernos". Posterior
mente, toda la mano queda péndula. E1 mismo sintoma se observa
a nivel de los miembros inferiores, con pardalisis y atrofia de
los extensores del pie.

En pediatria, dada la especial idiosincracia del sistema
nervioso central, en plena etapa de maduracidén, aparecen sinto-
mas graves con encefalopatias hipertensivas, con un indice de
mortalidad del 10-15% (Calabrese y Astolfi, 1980).



IV.8. Procedimientos médicos especificos

Ciertos procedimientos especificos merecen una discusiodn
detallada ya que no siempre son aplicados en forma satisfacto-
ria. Se relacionan con la deteccidén de niveles peligrosos de
absorcidn del Pb antes de la aparicion de manifestaciones tdxi-
cas. Las evidencias que distinguen la contaminacién por Pb de
la intoxicacién (contaminaci6n significa tener Pb; intoxicacidn
o saturnismo, tener los sintomas causados por el Pb), son:

a) Algunos cambios en la sangre, de los cuales los mds importan
tes, aparentemente, son el resultado de cierto grado de esti
mulacién de los tejidos hematopoyéticos, con relacifén al gran
nimero de formas juveniles de eritrocitos (reticulocitos y
eritrocitos con punteado baséfilo).

b) E1 desarrollio de depésitos, de sulfuro de Pb en mucosa gingi-
val y mucosa del colon y ano.

c) Aumento en el contenido de Pb en sangre y orina (o tejidos)
por encima del nivel normal.

Los dos primeros no son evidencias especificas de conta-
minacidn con Pb, ya que muchos estimulos afectan el tejido hema
topoyético, y muchos metales dan l1ineas azuladas en los dientes
o depdsitos negros en la mucosa anal. El tercero, por el contra
rio, es enteramente especifico y atil para indicar el grado de
absorcidon del metal.

a) E1 significado del punteado baséfilo de los eritroci
tos: Existen normalmente en la sangre humana, en cantidades pe
quenas. EI nidmero varia muy poco con pequefias cantidades de Pb,
pero a altos niveles de exposicifn y absorcidén, su namero en
sangre circulante presenta una tendencia irregular hacia un au
mento. Se observan importantes variaciones en el grado de res
puesta individual, y diaria, pero bajo condiciones severas de
exposicién al Pb se encuentra un aumento neto si se consideran
grupos de personas y no casos individuales. Lamentablemente, es
te aumento no es marcado ni proporcional,de manera que buen ni
mero de resultados caen dentro del valor normal.

Ciertos factores adicionales demuestran el valor de los
exdmenes en sangre de este tipo, a pesar de estos inconvenien-
tes, cuando estdn bien empleados e interpretados. Bajo condicio
nes de exposicidén peligrosa al Pb, se produce un aumento progre
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sivo del nimero de eritrocitos con punteado baséfilo, sugirien
do un aumento en la velocidad de absorcidén del metal. Este fe-
némeno no puede tomarse como una evidencia definitiva de una
intoxicacién por Pb, pero debe tenerse en cuenta en relacion
con la magnitud y velocidad del incremento. En cambio, la ausen
cia de eritrocitos con punteado bas6filo, es indicativo de que
no se trata de una intoxicaci6én por Pb. Las Unicas excepciones
son los casos de intoxicacidén con tetraetilo de Pb, ya que la
absorcion de este compuesto no provoca anormalidades hematolégi
cas (Kehoe, 1963).

b) E1l significado de 1a "linea de Plomo": cuando el con
tenido de Pb es suficientemente elevado puede aparecer una linea
oscura en el margen de los dientes, en la mucosa gingival infla
mada por invasidon bacteriana, o sea cuando se produce sulfuro de
hidrégeno localmente.Pueden observarse depdsitos de sulfuro de
plomo en encias de personas que no presentan sintomas ni signos
de intoxicacién, y su acentuacién advierte de un posible peli-
gro. La 1inea de Pb debe diferenciarse de depdsitos similares
que resultan de la precipitacién de otros sulfuros metalicos,
especialmente bismuto.

c) E1 significado de los resultados del andilisis del con
tenido de Pb, en sangre, orina y distintos tejidos (post-morten):

ya se ha hablado del contenido de Pb en sangre y orina, asi co
mo de la absorcién y eliminacicén del Pb por diversos tejidos.

IV.9. Disturbios en el metabolismo del hemo

A nivel de metabolismo celular, el Pb actda inhibiendo
las enzimas sulfhidrilicas o que dependen de la presencia de
grupos -SH para su actividad. Y la manifestacidn mds clara del
efecto inhibitorio del Pb sobre este tipo de enzimas, es el dis
turbio que produce en la biosintesis del hemo.

Aunque la mayoria de las enzimas de este camino son de-
pendientes de la presencia de grupos -SH para su actividad y
por ende, sensibles al Pb, las des etapas sobre las cuales cl
Pb ejerce mayor accion inhibitoria son las que llevan a la for
macién del PBG % la conversién de Coproporfirindgeno III (CPG
ITI) a Protoporfirina IXy I» guelacin de &c12 Con el Fe (Kreimer- Birnbaum

\I GK‘."S"‘"N, 14(.5).



Ya en 1880, Binniendijk sefialaba la presencia de porfiri
nas en la orina de un intoxicado con Pb. Tal vez sea éste el
primer antecedente clinico definido como tal del efecto té-
xico del metal sobre la sintesis del hemo.

En 1895, Stokvis reproduce esta porfirinuria en forma ex
perimental en conejos, administrdndoles acetato de Pb.

En 1957, Haeger-Aronsen encontrd aumento en la excrecidn
urinaria de ALA en trabajadores que estaban en contacto con Pb.
La excreci6n de ALA se encuentra marcadamente incrementada en
individuos intoxicados con Pb y moderadamente aumentada en per
sonas contaminadas con Pb, o con una historia de intoxicaciodn.
Esto se registré en la mayorfa de los trabajadores examinados,
ain cuando la excrecibén de coproporfirinégeno no estuviera por
encima del valor normal. Estos hallazgos estdn indicando que
la determinacidén de ALA en orina es un método de diaanéstico
mis sensible que l1a determinacién de coproporfirina urinaria.
En los individuos estudiados por Haeger-Aronsen (1957) la ex-
crecién de PBG era normal o s6lo estaba ligeramente aumentada.
En conejos intoxicados con Pb se observa un incremento en la
excrecién urinaria de PBG (Haeger-Ardnsen,1960; Sano, 1958) y
URO aumentada en médula 6sea (Schmid y col, 1950; Schwartz y
col, 1952). También se encontré URO I en pacientes con saturnis
mo (Bashour, 1954).

Los niveles elevados de ALA se deben a una inhibi
cién del ALA-D, ya que en casos de intoxicacién con Pb en huma
nos, esta enzima se encuentra inhibida entre un 80-100% (Wada,
1976).

E1 Pb interfiere también en la G1tima etapa de la biosin
tesis del hemo, catalizada por la ferroquelatasa, de manera tal
que finterfiere con la quelacién de la protoporfirina (PP) por
el hierro (Barnes y Jones, 1973), y en consecuencia, tiene lugar
una acumulacién de PP, Los GR constituyen un elemento indicati
vo de esta inhibicién, ya que puede demostrarse la presencia y
exceso de PP por fluorescencia. Se ha establecido que en GR de
individuos intoxicados con Pb la PP se encuentra quelada con
Zn (Zn-PP) (Lamola y Yamane, 1974).

E1 mecanismo exacto por el cual el Pb interfiere en esta
etapa de la biosintesis del hemo atin no se ha dilucidado. El
Pb puede actuar como un veneno mitocondrial, interfiriendo con



el transporte activo del Fe a través de la membrana mitocondrial
(Bovora y col, 1973) o puede inhibir directamente a la ferroque
latasa. Teniendo en cuenta que la Zn-PP se encuentra elevada tan
to en intoxicacidn con Pb como en la deficiencia de Fe, debe e-
xistir alguna similitud entre ambos procesos (Lamola y col,
1975).

En humanos, los niveles de PP en GR tienen una relacidn
logaritmica con los niveles de Pb (Piomelli y col, 1973). En
conejos de india o cobayos 1os niveles de PP no se ven afectados
por la administracién subcutdnea de Pb. Existe una gran varia-
cién bioldgica entre las especies, y aln dentro de la misma es-
pecie la respuesta a la intoxicacién aguda por Pb es muy varia
da, pero con referencia a sus efectos sobre la biosintesis del
hemo, entre los animales estudiados, ninguna ha presentado una
respuesta tan sensible a la intoxicacién con Pb como los huma-
nos (Hart y col, 1980).

1V.9.1. Inhibicién del ALA-D por el Pb

La correlacion entre Ta concentracidén de Pb en sungre y
la actividad de ALA-D se ha utilizado con mucha frecuencia y
es un indice valioso de exposicién al Pb, por cuanto se trata
de un pardmetro muy sensible de la intoxicacién pldambica, tanto
aguda como crbnica, a diferencia de 1os niveles de protoporfiri
na, que refleja los efectos del Pb en la médula 6sea. Ademas,
la Proto no sdlo estd elevada en la intoxicacidén por Pb, sino
también en la anemia por deficiencia de Fe; en este dltimo caso,
la actividad del ALA-D no se encuentra afectada significativa-
mente (Granick y col, 1973).

E1 Pb se uniria a la enzima a través de 1os grupos -SH
proteicos. Este metal inhibe al ALA-D 4n vituv y est¢ hloqueo
puede revertirse, al menos parcialmente, protegiendo los grupos
-SH mediante el agregado de tioles como el glutatién (Hapke y
Pryge, 1973).

Se encontrd una correlacion lineal entre el contenido de
Pb en sangre, el logaritmo de la actividad del ALA-D también
en sangre y el contenido de ALA en orina (Wada, 1976).

Existe un valor umbral de Pb en sangre (aproximadamente
15 mg/100 m1) por debajo del cual la actividad del ALA-D no es

131



132

td directamente relacionada con el nivel de Pb. La actividad
enzimdtica se halla influida por factores genéticos y por lo
tanto, 12s valores de actividad del ALA-D son Gtiles para eva-
luar el nivel de la exposicion al Pb sélo cuando éste es mayor
que dicho umbral (Wada, 1976).

La recuperaci6n de la actividad del ALA-D es mds rdpida
en aquellas personas expuestas poco tiempo al Pb y que presen-
tan una menor concentracidén de Pb en sangre (Haeger-Aronsen y
col, 1974).

Diferentes mecanismos de inhibicidén del ALA-D operan apa
rentemente en eritrocitos lisados de animales tratados con Pb
y en hemolizados de animales no tratados, a los cuales se les
ha agregado Pb, 4n vitro (Vergnano y col, 1969).

Se propuso que ambos mecanismos involucraban la interac
cién de los iones metdlicos con grupos sulfhidrilos esenciales
para la actividad enzimdtica, sin embargo, esta hipdtesis no ex
plicaria satisfactoriamente el hecho de que metales con mayor
afinidad que el Pb por estos ligandos, tales como mercurio,
plata y cadmio son inhibidores menos potentes del ALA-D. En ge
neral, se ha intentado explicar el mecanismo de inhibicidén por
Pb en base a posibles interacciones del metal con la enzima. Sin
embargo, utilizando RMN-Carbono 13 del ALA, se han obtenido evi
dencias de que las sales de plomo divalente interactdan con ei
sustrato ALA para formar un complejo que puede contener un maxi
mo de dos moléculas de ALA por dtomo de Pb (Baxter y col, 1979).

Utilizando acetato de cadmio, calcio, plata, sodio o zinc,
o el s6lo anidon acetato, no se produjeron cambios similares en
el éspectro RMN de carbono 13 del ALA, sugiriendo que el Pb
debe tener wuna afinidad especial para interaccionar con el ALA.
De las magnitudes relativas de los efectos sobre la resonancia
de distintos datomos de carbono, pudo inferirse que el principal
sitio de interaccion del Pb con el ALA es en el carbono a« y en
el carboxilo, y quizds el carbono y sea un sitio de menor impor
tancia.

La capacidad del Pb de interactuar con el ALA puede ser
significativa en cuanto a los efectos del Pb sobre la enzima
ALA-D. La inhibicién del ALA-D puede, entonces, concebirse por
10 menos en parte, como el resultado de la formacién de un com
plejo Pb-ALA, dando lugar a un sustrato inutilizable, o por la
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formacion de un complejo ternario abortivo enzima-Pb-ALA (Bax-
ter y col, 1979).

Dado que otros metales, conocidos como inhibidores del
ALA-D, aunque en menor grado que el Pb, poseen muy poca o ningu
na afinidad por el ALA, las interacciones especificas del Pb
con el sustrato, justificarian la gran potencia inhibitoria de
este metal. Por otro lado, la mayor afinidad de la plata y el
cadmio por los sulfhidrilos (Vallee yUllmer, 1972) asociada a
un efecto inhibitorio menor en comparacion con el Pb, sugeriria
que el mecanismo de:inhihicién del ALA-D por metales pesados no
involucra solamente reacciones entre este tipo de residuos pro
teicos y los iones metdlicos. Las concentraciones de Zn requeri
das para revertir la inhibicién por Pb son varios drdenes de mag
nitud mayores que las de Pb presentes. Parece ser que el Zn se
ria necesario para un maximo de actividad del ALA-S 4in vivo (Fi
nelli y col, 1975) indicando que este metal interactuaria con
la enzima, mds que con el sustrato, E1 Pb y el Zn, asi como tam
bién el Ni, actidan sobre un sitio alostérico de 1a enzima, el
cual,sdlo en parte, seria compartido por el Zn y el Pb (Trevi-
san y col, 1980). Este postulado estaria de acuerdo, por ejem
plo,con un mecanismo que explicara la reversion de la inhibi-
cién del ALA-D por Pb, por efectos de Zn, segin un desplazamien
to del ALA, de su complejo con el Pb, por medio de una enzima
con actividad 6ptima conteniendo Zn (Baxter y col, 1979).

Iv.10. Tratamienip-ge la intoxicacidén por Pb

El Pb es un téxico acumulativo. E1 Pb incorporado se 1i
bera muy lentamente y s6lo cuando ha cesado la exposicién. Por
eso, los sintomas clinicos y bioquimicos disminuyen espontdnea
mente s6lo en forma muy lenta.

E1l método de detoxificacion mds efectivo es la terapia
con sustancias quelantes. Los quelantes compiten con io0os gru-
pos afines al metal en el organismo; los complejos metal-quela
to son solubles en agua y se excretan rdpidamente por via renal.
Por el momento, s6lo el CaNa,~EDTA y la penicilamina han proba
do ser efectivos (Doss, 1978; Perdersen, 1978). Ademas del Pb,
muchos otros iones metdlicos pueden formar quelatos. Durante
el tratamiento con quelantes se presentan una serie de efectos
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colaterales, a causa de la interferencia con sustancias fisiold
gicas esenciales presentes en trazas en el organismo, Estos e
fectos laterales pueden evitarse, compensando la disminuciodn
de los biometales por administracidén exdgena de 10sS mismos.

La D-penicilamina también interfiere con Ta vitamina 86’
que debe, por 10 tanto administrarse diariamente en dosis de 40
mg/dia, duranteel tratamiento con el antibidtico.

Se considera que el CaNa,-EDTA es mds efectivo que la
D- penicilamina. Se debe administrar parenteralmente y no puede
utilizarse cuando hay dafio renal. De manera que antes de comen
zar la terapia, debe asegurarse la ausencia de nefropatias
(Calabrese y Astolfi, 1980).

Para terapias prolongadas es mejor la D-penicilamina por
cuanto es efectiva en forma oral y posee baja toxicidad (Hapke
y Pryge, 1973).

En nifios se recomienda la administracién de BAL (Dimercapto
propanol) cuya estructura quimica tiene dos grupos sulfhidrilos
que se unen al metal, previo a la administraci6n de EDTA.



135

REFERENCIAS

- Barltrop, D.; Barrett, A.J. & Dingle, J.T. (1971) J. Lab.
Clin. Med. 77, 705.

- Barnes, R. & Jones, 0.T.G. (1973) Biochim. Biophys. Acta 304,
304.

- Bashour, F.A. (1954) J. Lab. Clin. Med. 44, 764.

- Baxter, C.S.; Wey, H.E. & Cardin, A.D. (1979) Toxicol. Appl.
Pharmacol. 47, 477.

- Binniendijk, (1880) citado por Stokvis (1895).

- Bovora, J.; Porka, P. & Neuwirt, J. (1973) Biochim. Biophys.
Acta 320, 143.

- Brearley, R.L. & Forsythe, A.M. (1978) Brit. Med. J.,Dic.23,1748

- Bull, R.J.; Lutkenhoff, S.D.; Mc Carthy, G.E. & Miller, R.G.
(1979) Neuropharmacology 18, 83.

—

- Calabrese, E.J. & Astolfi, M, (1980) En "Toxicologia" p.
131-139. Ed. Kapelusz.

- Cory-Slechta, D.A. & Thompson, T. (1979) Toxicol. App!.
Pharmacol. 47, 151.

- Dillman, R.0.; Crumb, C.K. & Lidsky, M. J. (1979) Aw. J. Med.
66, 509.

- Doss, M. (1978) International Symposium Clinical Biochemistry.
Springer - Verlag - Berlin Heildelberg. N. York.

- Finelli, V.N.;Klauder, D.S.; Karaffa, M.A. & Petering, H.G.
(1975) Biochem. Biophys. Res. Commun. 65, 303.

- Granick, J.L.; Sassa, S.; Granick, S.; Levere, R.D.; Kappas,

A. (1973) Biochem. Med. 8, 149.
- Haeger-Aronsen, B. (1957) Scand. J. Clin. Lab. Invest. 9, 211.
- Haeger-Aronsen, B. (1960) Scand. J. Clin. Lab. Invest. 12, 47.

- Haeger-Aronsen, B.; Abdulla, M. & Beugt, I.F. (1974) Arch.
Environ.Health 29, 150.

- Hapke, H.J. & Pryge, E. (1973) Arch. Toxicol. 31, 153.

- Hart, D.; Graziano, J. & Piomelli, S. (1980) Biochem. Me¢. 23,
167.

- Johnson, D.R. & Kleinman, L.I. (1979) Toxicol. Appl. Pharmacol.
48, 361.



Kang, H.K; Infante, P.F. & Carra. J.S. (% Science 2(7,
935.
Kehoe, R.A. (1963) Industrial Lead Poison‘rz =2n "Industrial

Hygiene and Toxicology" Vol II, p. ¢41-385. £d. Frank A. Patty.
Interscience Publishers (John Wiley y Sons, N. York - London).

Lamola, A.A. & Yamane, T. (1974) Science 186, 936.

Lamola, A.A.; Piomelli, S. & col. (1975) J. Ciin. Invest. 56,
1528.

Perdersen, R.S. (1978) Scand. J. Urol. Nephrol. 12, 189.

Pierach, C.A. & Edwards, P.S. (1978) Experimental Neurology,
62, 810.

Piomelli, S.; Davidow, B. & col. (1973) Pediatrics 51, 254.
Sano, S. (1958) Acta Haemat. Jap. 21, 337,

Schmid, R.; Schwartz, S. & Watson, C.J. (1950) Proc. Soc. Exp.
Biol. Med. 75, 705.

Schwartz, S.; Keprios, M. & Schmid, R. (1952) Proc. Soc. Exp.
Biol. Med. 79, 463.

Singh, N.; Donovan, C.M. & Hanshaw, J.B. (1978) J. Pediatrics,
93, 1019.

Six, M.K. & Goyer, R.A. (1972) J. Lab. Clin. Med. 79, 128.
Stokvis, B.J. (1895) Zach Klin. Med. 28, 1.

Suketa, Y.; Hasegawa, S. & Yamamoto, T. (1979) Toxicol. Appl.
Pharmacol. 47, 203.

Trevisan, A.; Paolo Gori, G.; Zangirolami, A.; Benevento, C.
& Rosa, A. (1980) Enzyme (Basel) 25, 33.

Vallee, B.L. & Ullmer, D.D. (1972) Ann. Rev. Biochem. 41,91.

9
Vergnano, C.; Castegna, C. & Ardoino,V. (1969) Med. Lab. 60,
505.

Wada, 0. (1976) Arch. Environ. Health 31, 211.



CAPITULO V

Lt T —r—

FANTASMAS DE ERITROCITOS

V.1. Generalidades 137
V.2. Propiedades 138
V.2.1. Propiedades de los eritrocitos maduros 138
V.2.2. Propiedades de 1a membrana eritrocitaria 139
V.2.3. Transporte en eritrocitos 141
V.3. Preparacion de los fantasmas de eritrocitos 142
V.4, Incorporacidén de macromoléculas en fantasmas de 145

eritrocitos

V.5. Metabolismo energético en eritrocitos y fantasmas 147
de eritrocitos

V.6. Caracteristicas de la supervivencia de los eritro 149
citos cargados

V.7. Aplicaciones de enzimas atrapadas en eritrocitos 151
V.7.1., Sustrato en la sangre 151
V.7.2. Sustrato en tejidos 152
V.7.3. Des6rdenes metab6licos de los eritrocitos 153

V.8. Terapia por reemplazo enzimatico 153

Referencias 157



V. FANTASMAS DE ERITROCITOS

V.1. Generalidades

En los Gltimos afios, ha despertado gran interés la ~pli-
cacién de la terapia por reemplazo enzimdtico en varias enferme
dades metabdlicas caracterizadds por una deficiercia o blocueo
enzimdtico especifico y primario. Para la administracidn exdge-
na de la enzima o modificacion de su actividad se han ensayado
distintos procedimientos entre los cuales se incluyen: inyeccidn
directa de l1a enzima; modificacién de la enzima por drogas, pa-
ra aumentar o alterar su actividad catalfitica, enzimas inmovili
zadas sobre matrices insolubles o geles, y enzimas encapsuladas
en algan tipo de transportador semipermeable.

Entre los posibles transportadores enzimdticos estdn los
de naturaleza celular o vesicular. Estos estdn constituidos por
una membrana que encierra un espacio capaz de contener la sus-
tancia que se desea transportar y que limita, en mayor o menor
grado, 1os movimientos de los iones y moléculas a través de la
pared. En esta categoria se incluyen microcdpsulas, cuya membra
na estd compuesta por sustancias no lipidicas, tal como el ny-
lon (Chang, 1972); liposomas, que tienen una membrana sintéti-
ca similar a las naturales (Gregoriadis, 1976), vesiculas forma
das por membranas naturales (Steck, 1974) y verdaderas células,
tales como los eritrocitos (Ihler y col, 1973).

El interés en este tipo de transportadores se debe, en
parte a la necesidad de proteger a 1a enzima de una degradacidn
o inactivaci6én prematura y al huésped de 1os conocidos efectos
inmunolégicos o farmacoldégicos indeseados, tales como recacciones
de hipersensibilidad o produccidn de anticuerpos, y ademds al
hecho de que es posible desarrollar transportadores tales que
nos permitan dirigir la enzima, especificamente, a su sitio de
accion,

Los eritrocitos poseen muchas de las caracteristicas de
un transportador ideal, ya que se pueden usar células provenien
tes del mismo paciente o animal, eliminando asi el peligro de
producir l1os efectos adversos causados por proteinas extrafas.
Ademds, el eritrocito no s6lo es biodegradable, sino que su de
gradacién se realiza por las mismas células y de la misma mane-
ra que los eritrocitos normales.



Otra ventaja importante acerca del uso de eritrocitos,
es el amplio conocimiento cientifico y médico que de ellos se
tiene. Los hemat6logos han acumulado una notable experiencia
pridctica acerca de estas células en areas tales como estaciona
miento prolongado, transfusiones, hemostasis. En consecuencia
se conocen mejor los problemas potenciales del uso de eritroci
tos cargados en humanos, que aquellos relacionados, por ejem-
plo, con otros transportadores como los liposomas.

V.2. Propiedades

V.2.1. Propiedades de los erjtrocités maduros

Los eritrocitos maduros son células altamente especiali
zadas cuya funcién es servir como transportadores del oxigeno
unido a hemoglobina. E1 contenido de hemoglobina es de cerca de
29 pg por eritrocito o 335 g/1 de eritrocitos. Cuantitativamen
te, casi toda la protefna del eritrocito es hemoglobina, aunque
también hay numerosas enzimas y otras protefnas estructurales.

Los eritrocitos carecen de nicleo y ribosomas, por lo
tanto han perdido la capacidad de sintetizar nuevas protefinas.
Tampoco pueden sintetizar 1ipidos "de novo" y por eso deben re
novar y modificar los constituyentes de sus membranas por in-
tercambio con el plasma. No contienen mitocondrias, por lo tan
to la produccién de energia proviene de la via de la glic6lisis,
y no de la fosforilacidén oxidativa.

La vida media de 1os eritrocitos es de 120 dias. La des-
truccién de las células no ocurre al azar sino como resultado
de un proceso de envejecimiento poco conocido. Dado que estas
células carecen de capacidad biosintética, 1o sorprendente, no
es que envejezcan, sino que sobrevivan tanto tiempo.

La forma normal de los eritrocitos es un disco bicéncavo,
que es elipsoide con depresiones centrales en ambos lados. Toda
via no existe una buena explicacién para justificar la forma de
disco bicéncavo, pero se cree que debajo de 1a membrana del eri
trocito hay una capa de proteinas responsables del mantenimien
to de 1a forma celular. E1 didmetro promedio de los eritrocitos
es de 8,6 um. Tienen un espesor de 1,9 um, un volumen medio de

86 um® y una superficie de 145 .m%,
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Existen numerosas formds anormales de eritrocitos. La mds
simple es el esferocito, en 1a cual han desaparecido las depre-
siones, por 1o cual la célula toma forma esférica. E1 equinoci
to es una esfera con numerosas proyecciones o espinas; esta for
ma es potencialmente reversible. Los estomatocitos tienen forma
de copa, son concaves de un solo lado; estas células pueden de
generar en esferocitos. Se conhocen muchas otras formas de eri-
trocitos, asociadas con enfermedades o producidas en el labora-
torio por diversos agentes (Bessis, 1973).

E1l volimen sanguineo de una persona adulta normal es a-
proximadamente el 7% del peso corporal para el hombre y el 6,5%
para lamujer. De manera que puede considerarse que el volamen
sanguineo de un hombre de 70 kg es de 5 litros. En humanos los
eritrocitos ocupan el 40-50% de este volimen y hay cerca de
5 x 109 eritrocitos por litro de sangre.

V.2.2.. Propiedades de la membrana eritrocitaria

La membrana eritrocitaria contiene un peso aproximadamen
te igual de proteinas y l1ipidos. En su composicién entran ade-
mds ciertos carbohidratos que son los responsables de algunas
de las propiedades antigénicas de la superficie, incluyendo el
grupo ABO y el MN.

La superficie externa de la membrana tiene una carga ne
ta negativa (el potencial zeta) debida principalemnte a los gru
pos carboxilo del dcido sidalico. E1 punto isoeléctrico estd en
el orden del pH 2 y aumenta hasta pH 4-5 luego de la eliminacidn
cuantitativa del dcido sidlico con neuraminidasa.

La carga negativa superficial impide que los eritrocitos
entren en contacto directo y mantiene una distancia tal entre
los mismos que impide su aglutinacidon con Inmunoglobulina 1IgG.
En consecuencia, se pueden tratar a l1os eritrocitos con IgG
para activarlos y ser tomados por las células fagociticas, sin
aglutinacién. Por el contrario, los anticuerpos IgM pueden a-
cortar la distancia entre eritrocitos.

E1l contenido de fosfoglicéridos de la membrana es del
50% del contenido total lipidico e incluye fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina como especies predo-
minantes. Otros constituyentes lipidicos importantes de la mem



brana son la esfingomielina y el colesterol. Los glicolfpidos
son constituyentes minoritarios, entre ellos, el principal es
el globésido (GL-4).

Los eritrocitos no tienen capacidad de sintetizar 11pi-
dos "de novo", pero pueden reemplazarlos utilizando los lipidos
plasmdticos; de manera que tiene lugar un intercambio del coles
terol y otros 1ipidos eritrocitarios con sus andlogos en plasma.
E1 colesterol eritrocitario estd en equilibrio con el colesterol
plasmidtico (Murphy, 1965). La lecitina-colesterol acil transfe-
rasa (LCAT) es importante en este aspecto porque es uno de los
factores que determina el nivel de colesterol plasmdtico libre.
También parte de la fosfatidilcolina de la membrana y otros 171-
pidos y dcidos grasos estan enequilibrio con los del plasma,
aunque el intercambio no es tan rdpido como el observado para
el colesterol.

Las lisofosfatidilcolinas de membrana y plasmatica estdn
en equilibrio y pueden ser aciladas en la membrana con dcidos
grasos libres para formar fosfatidilcolina. Las fosfolipasas y
la acil transferasa pueden alterar la composicién celular cuan
do 1a célula envejece o también con relacién a la dieta.

La estructura lipidica de la membrana, estda constituida
por una doble capa, en la cual el extremo polar se enfrenta, ®
bien hacia el flufdo extracelular (capa externa)yo—##en hacia
el interior de la célula (capa interna). La fracci6én de carbohi
dratos es adyacente a la lipidica y estd ubicada en el medio de
las dos capas. Existen evidencias que sugieren que los lfpidos
“se distribuyen asimétricamente entre las dos capas, 1os amino
fosfdtidos principalmente en 1a membrana interna y los colina
fosfdtidos en la membrana externa (Bretscher, 1973). E1 coles-
terol se ubicaria en ambas capas, aunque en mayor proporcifn en
la exterior (Fisher, 1976).

La membrana eritrocitaria contiene proteinas intrinsecas
que han sido aisladas y estudiadas extensamente. Entre ellas se
encuentran las proteinas responsables del transporte activo o
pasivo dentro del eritrocito.
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V.2.3. Transporte en eritrocitos

Los eritrocitos humanos contienen una concentracidn in-
terna de potasio alta y una concentraci6én de sodio baja, inver
samente a 1o que ocurre en el plasma. Esta simetria se mantiene,
paralelamente a una difusién pasiva de estos iones, en base a
la existencia de un transporte activo de sodio hacia afuera de
la célula acoplado al transporte de potasio hacia adentro de la
misma. E1 transporte no es igual para ambos iones, ya que se
transfieren 3 iones sodio por cada 2 de potasio. De esta manera,
tiene lugar un movimiento activo de soluto y agua a través de
la membrana para equilibrar la difusion pasiva. La bomba de io
nes es importante para controlar el volumen celular; de manera
que si el bombeo se interrumpe, el eritrocito comienza a hin-
charse, Este transporte es ATP-dependiente y utiliza cerca del
15% del ATP generado en la glic6lisis del eritrocito (Whittam
y Ayer, 1965).

E1 calcio y el magnesio también se transportan en forma
activa. Prdcticamente, todo el calcio estd asociado a la membra
na. Los principales sitios de unidn son los residuos de dcido
sidlico. La entrada de C32+ en los eritrocitos estd vinculada
con la rigidez de 1a membrana (Bodemann y Passow, 1972).

Los principales aniones eritrocitarios son cloruro y bi
carbonato, y aparentemente su transporte es pasivo. La membrana
del eritrocito es muy permeable a estos iones comparados con
el sodio o el potasio. La permeabilidad al cloruro y bicarbona-
to son aspectos importantes de la funcidén eritrocitaria. El
C02'producido-metab61icamente pasa a través de la membrana y se
convierte en d4cido carbdnico por la enzima carbénico anhidrasa
eritrocitaria. Luego de la disociacion en HCO3  y H', el H' se
combina con la hemoglobina y el bicarbonato difunde hacia afue
ra de la célula para ser reemplazado por iones cloruro.

Entre los aniones a los cuales la membrana es permeable
se incluyen: fosfato, sulfato y algunos orgdnicos tales como el
piruvato (Rice y Steck, 1976). La permeabilidad a 1os aniones
estd mediada por una proteina de membrana de PM 95,000 daltons.

E1 transporte pasivo de agua en los eritrocitos es muy
rdpido. La velocidad de ingreso de la glucosa es mucho mayor que
la de su metabolismo, al punto que su entrada no limita la velo
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cidad de glucélisis. Otros azicares transportados son manosa,
galactosa, xilosa, arabinosa, sorbosa y fructosa. Los aminodaci-
dos entran a velocidades variables, los mds rdpidos son: leuci
na, fenilalanina, valina, metionina y triptofano (Winter y
Christiansen, 1964).

Las purinas pueden ser transportadas dentro de los eri-
trocitos como bases libres o como nuclefsidos. El sistema de
transporte para bases libres permite la entrada de dcido arico,
hipoxantina, guanina, adenina, xantina, 6-mercaptopurina y otros
derivados de la purina (Lassen, 1967). Existe un sistema de trans
porte de nuclefsidos de amplia especificidad.

Para aquellas sustancias que no son fdcilmente transpor
tadas en los eritrocitos, se encuentran sistemas de enzimas a-
copladas que proceden a su degradacién (Pace y col., 1974).

V.3. Preparacién de los fantasmas de eritrocitos

Cuando los eritrocitos suspendidos enplasma o NaCl 0,9%
se diluyen en un medio hipotdénico, se hemolizan, liberando hemo
globina al medio. La hemglisis comienza,para las células mis
sensibles, en NaCl 0,5% y se completa para las mds resistentes
en NaCl 0,35%. Este comportamiento diferencial se debe en parte
a la heterogeneidad en la edad de los eritrocitos, ya que los
jévenes son mds resistentes que los viejos.

E1 agua entra en la célula mds rdpidamente de 1o que 1o0s
iones dejan la misma, en consecuencia su forma cambia de un dis
co bicdncavo a un esferocito. Este cambio en la forma permite
que el volumen que puede acomodarse bajo la superficie sea maxi
mo. Este volumen alcanza rapidamente un valor crfitico, la pre=
sifén interna aumenta, la membrana se rompe y aparecen agujeros
en la misma. Si el aumento en la presién es rapido, como ocurre
cuando los eritrocitos se diluyen en medio hipoténico, 1la mem-
brana tiende a abrirse en un solo punto para permitir la descarga
de hemoglobina y material celular (Baker y Gillis, 1969; Danon,
1961; Heedman, 1958). Si el cambio en la presidn osmética es
gradual, como ocurre cuando los eritrocitos se dializan contra
medio hipoténico, 1a hemoglobina se libera uniformemente alrede
dor de toda la membrana, aparentemente a través de un gran name

ro de poros (Danon, 1961).
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Luego de la Tliberaci6n de hemoglobina, 1a solucidn se
hace mds transparente, ya que el indice de refraccidon de las
células es el del fluido circundante. Las células deben centri-
fugarse a velocidades mayores. Si se examina el sistema al mi-
croscopio electrdnico, pueden verse en la membrana agujeros de
aproximadamente 200-500 R de diametro. Estos agujeros son sufi
cientemente grandes para permitir la salida de macromoléculas
como la hemoglobina (Baker, 1967).

Si se aflade sal hasta restaurar la isotonicidad, la solu
cidn se pone turbia, indicando que los agujeros de la membrana
se cerraron. En estas condiciones ya no es mds posible la entra
da o salida de macromoléculas, pero los fantasmas no son necesa
riamente impermeables al pasaje de pequeiias moléculas o iones
(Dale y col, 1977).

La hemlisis producida por agentes lipoliticos tales co
mo saponina conduce a una ruptura permanente de las membranas
eritrocitarias. En contraste, la hemélisis hipotdnica es rever
sible. A pesar de la ruptura del gébulo rojo (GR) y la liberacidn
de macromoléculas, metabolitos e iones solubles, las membranas
pueden recuperar su impermeabilidad original a estas moléculas.

Bodemann y Passow (1972) han establecido que se pueden
obtener tres tipos de células reselladas o fantasmas. El Tipo
I resulta del resellado espontdneo bajo condiciones hipotdnicas.
Si la hemdlisis selleva a cabo a 9 °C, la formacion de este ti
po de fantasmas es minima. E1 Tipo IIIl se resella lueyo de la
adiciébn de sal, permaneciendo permeable a los iones, pero no a
las macromoléculas. E1 Tipo II es un fantasma totalmente resella
do, probablemente derivado del Tipo III. E1 Tipo IIIl puede con
vertirse eficientemente en Tipo II por incubacién a 37 °C du-
rante una hora. Ademds de la temperatura, el pH, los cationes
divalentes y agentes complejantes afectan el resellado de mane
ra compleja. Los tres tipos de células se pueden separar por cen
trifugacidn en un gradiente de sacarosa. Una poblacién de fan-
tasmas resellados es heterogénea con respecto a la permeabili-
dad a l1os iones y probablemente también 1o sea con respecto a
otros pardmetros.

Algunos fantasmas recuperan la misma permeabilidad a los
cationes que los eritrocitos de los cuales provenian, otros no.
La reconstitucidén de la membrana luego de la hem6lisis parece
ser predominantemente del tipo "todo o nada", aunque s6lo pocos
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fantasmas dejan de clasificarse como "reconstituidos" o "permea
bles". La relacién entre los fantasmas reconstituidos y perinea-
bles depende de las condiciones de hemdlisis y del tratamiento
posterior de la membrana. E1 efecto del pH durante la hemélisis
es importante. Existe un mdximo a pH 6 y un hombro ancho en el
rango de 7 a 9. Estos datos sugieren que durante 1a hemdlisis
se exponen al medio grupos ionizables escondidos. La capacidad
de estos grupos de retornar a sus sitios originales dentro del
interior hidrofébico de la membrana, parece depender de la car
ga que toman durante su exposicidon al entorno acuoso. De todas
maneras, caben también explicaciones alternativas (Lepke y
Passow, 1972).

Para algunos propésitos es deseable preparar fantasmas
que estén tan libres de hemoglobina y otras sustancias cito-
plasmdticas como sea posible. Esto se consigque diluyendo y la-
vando las células en grandes volimenes de medio hipotdnico o
agua destilada. Estos fantasmas, que pueden estar libres de he-
moglobina hasta un 99,95%, ain contienen 1a cantidad original
de colesterol y fosfolipidos de membrana, poseen también activi
dad de ATPasa y son bic6ncavos (Weed y col, 1963). La mayoria
de las enzimas glicoliticas estan reducidas a niveles muy bajos,
como puede esperarse para enzimas citoplasmdticas, pero retie-
nen parcialmente alguna actividad enzimdtica, indicando cierta
interaccion con la membrana (Schrier, 1963).

Para otros propdsitos, por ejemplo para maximizar la su
pervivencia celular, es deseable preparar células cargadas que
sean 1o mds similares posible a las células normales. Para esto
deben usarse preparaciones de eritrocitos diluidas al minimo
(Ihler y col, 1975). Se ha desarrolado entonces un procedimien
to en el cual los eritrocitos, concentrados hasta un hematocrito
del 80% o mayor, se dializan contra medio hipoténico. Aunque las
moléculas pequefias se pierden , la concentracidon de macromolécu

las no se altera.

Con algunas modificaciones, es posible reconstituir la
composicién de los iones y moléculas pequefias de la célula. Los
eritrocitos se sonican y dializan. Las sustancias de bajo peso
molecular que pasan a través de la membrana de didlisis se recu
peran eliminando el agua con un evaporador rotatorio. Si se a-
grega agua destilada hasta obtener las concentraciones intrace
lulares originales, la solucién resultante es osméticamente e-
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quivalente a NaCl 0,9% y puedé usarse para resellar la membrana
a una concentracién tal que la concentracidén final sea equiva-
lente a NaCl 0,9%.

V.4. Incorporaci6n de macromoléculas en fantasmas de eritroci-

tos

Cuando se desea incorporar macromoléculas en fantasmas
de eritrocitos, se pueden utilizar tres procedimientos generales,
que se identifican como procesos de: i) prehinchado, i1i) esta-
11ido y iii) didlisis. Aparentemente el grado de hemélisis fi-
nal es el mismo en estos tres métodos, pero difieren con res-
pecto al volumen de solucidén hipotdnica usaday a la velocidad
de lisis.

i) En el proceso de prehinchado, 10s GR se suspenden en solu
ciébn fisiologica diluida con 0,7-0,9 volumenes de agua; en
estas condiciones se hinchan pero no se lisan. Los GR Hin-
chados se centrifugan y se elimina el sobrenadante. La ma

cromolécula a ser incorporada se agrega en un volumen de
buffer diluido igual al volumen de GR hinchados. Dos minu
tos después de mezclar con vortex, la hemflisis se revierte
por adicidébn de una solucidn diez veces mds concentrada de
la misma sal. Los GR resellados se incuban a 37 °C por 60
minutos antes de lavarse con solucifén salina para estabi-
lizar las células cargadas.

ii) En el proceso de estallido, los GR se diluyen en un gran
volumen de solucidén hipoténica conteniendo las moléculas
que se desean incorporar. La hemélisis,que es evidente en
los primeros segundos, puede revertirse, por adicidn de so
lucién salina concentrada,algunos minutos después.

iii) Finalmente, el proceso de didlisis consiste en colocar los
GR y las macromoléculas en un tubo de didlisis. La mezcla
se dializa contra solucién salina diluida y la hemflisis
se revierte como siempre, por adicidon de solucidn salina
concentrada.

En todos los procedimientos es conveniente incubar los
GR resellados a 37 °C por 30-60 minutos, ya que se ha observa-
do que cuando este paso se omite, luego ocurre lisis. Hoffman
y col (1960) observaron que durante esta incubacién las células
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reselladas recuperan la impermeabilidad a los iones, 1o cual
probablemente es importante para la estabilidad del fantasma

cargado.

Luego de la incubacidén a 37 °C, los GR cargados se lavan
varias veces con solucién fisioldgica para eliminar la hemoglo-
bina liberada, las macromoléculas no incorporadas, etc. E1 exd
men al microscopio de los GR cargados muestra que son de color
gris oscuro, en contraste con la apariencia vrefractil de los
GR normales y la virtual transparencia de los fantasmas vacia-
dos. Los fantasmas cargados presentan una variedad de formas
que incluyen esferas, 6valos, copas y los discos bicéncavos pro
pios de los GR normales. Cuando existe mdxima incoporacidn de
macromol éculas parecen predominar las esferas (Rechsteiner,
1978).

Durante el proceso de carga, se produce una particidn
de macromoléculas entre el interior del GR y la solucidn exter
na. Existen las siguientes evidencias de que la mayoria de las
macromoléculas estdn dentro del eritrocito y no adsorbidas a las
membranas: 1) la lisis de los GR resellados por distintos pro-
cedimientos produce la liberacidén de las macromoléculas a la so
luci6én; 2) la particidn se aproxima a la esperada; 3) por micros
copia electrdnica de secciones de GR cargados con ferritina se
observan moléculas de ferritina en el interior de la células.
Las evidencias indican entonces que las macromoléculas penetran
en el interior del fantasma durante el encapsulamiento (Rechs-
teiner, 1978).

Dentro de los eritrocitos pueden atraparse proteinas,
enzimas, hemoglobina, ferritina, oro coloidal, dextrano, etc.
(Dale y col, 1977).

Gardos (1954) fue el primero en usar la hemélisis hipo
ténica especificamente para atrapar moléculas (ATP) dentro de
GR resellados. Hoffman en 1958 demostré que la (3°Fe)hemoglobi
nay la ('3!'I) albamina también podfan entrar en los eritroci-
tos durante l1a hem6lisis. Casi 10 afios después, Seeman (1967)
observé que los fantasmas de GR eran capaces de atrapar ferri
tina y oro coloidal durante la hemflisishipoténica. Mas recien
temente, Ihler (1973) probdé que los GR humanos podian incorpo-
rar B-galactosidasa de E. cofd durante el proceso de hemélisis.

E1 tamafo de las macromoléculas a incorporar es, obviamen
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te, de gran interés. Ihler y col (°973) prepararon fantasmas
cargados en presencia de un extracto de (3°S)proteinas de i.
coli y mediante la cromatografia por columna de geles, compera
ron la distribucidon por tamafios, de las proteinas que entraban
en 1os GR con la distribucidén en el extracto crudo. Encontraron
que se incorporaban preferencialmente las proteinas de menores
pesos moleculares con un maximo para aquellas cuyo tamaio esta
ba en la zona de los 90.000 daltons.

Algunas proteinas bdsicas, como las histonas presentan
el problema adicional de su carga. Los GR poseen carga negativa
en su superficie y se aglutinan en presencia de altas concen-
traciones de proteinas bdsicas. Aln a bajas concentraciones de
histona, es necesario tripsinar las células para eliminar la his
tona adsorbida (Rechsteiner, 1978).

Suele haber dificultades con las proteinas bdsicas que
ademds tienen coeficientes de difusién bajos, pues pueden unirse
a las membranas, al difundir lentamente, y tienen muchas menores
posibilidades de entrar por los poros transitorios de las mem-
branas. Las proteinas muy sensibles a la oxidacidn pueden desna
turalizarse debido a la alta concentracidn de 0, en estas célu
las, y también es incoveniente usar proteinas que se desnatura
1izan ante bajas fuerzas idénicas (Rechsteiner, 1978).

Finalmente, las protefnas neutras o acfidicas, de didme
tro menor de 100 ﬂ, se incorporan en general con buena eficien
cia, por lo cual constituyen los mejores candidatos para este
tipo de ensayos.

V.5, Metabolismo energético en eritrocitos y fantasmas de eri-
trocitos

La entrada de glucosa en el eritrocito es pasiva. La con
centracidén intracelular de glucosa es igual que la del plasma:
S mM. A esta concentracidn, la hexoquinasa, primer enzima del
camino glicolftico, estd saturada con respecto a glucosa ya que
su Km es 0,05 mM (Jacobasch y col, 1974).

La concentracién de gliucosa-6-fosfato, el primer interme
diario, es de 40 uM y como ésta, también disminuye la concentra
cién de todos los otros intermediarios, indicando aue la fesfo-
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rilacién de la glucosa por ATP, ca:alizada por la hexoquinasa,
es el paso limitante de la glicélisis.

La velocidad de fosforilacidn de glucosa es muy sensi-
ble a la concentracidn de ATP, de manera que si ésta disminuye,
1o mismo sucede con l1a velocidad total de glicélisis. Por esta
razon, es importante restaurar 10s niveles de ATP con adenina,
adenosina o inosina, para asegurar la viabilidad de las células
almacenadas o los fantasmas cargados.

Las actividades de las otras enzimas del camino glicoll
tico son mucho mayores que 1a de hexoquinasa. De manera que adin
cuando ocurra una considerable pérdida de actividad enzimdtica
durante 1a hemdlisis hipotdnica, la reserva eritrocitaria en es
tas enzimas, seria suficiente como para compensarla. La dnica
que podria ser necesaria reponer seria entonces la hexoquinasa.

Ihler y col (1975) examinaron la capacidad de los fantas
mas de producir lactato y encontraron que usando glucosa como
sustrato, los fantasmas sintetizaban sélo el 42% de lo que pro
ducian las células normales. Esta deficiencia no parecia deber-
se a una falta de enzima, por cuanto no se incrementaba por agre
gado de hexoquinasa; sin embargo se podia estimular hasta un 70%
del nivel observado en células normales por adicién de adenina.

Cuando se usaba inosina en lugar de glucosa, las células
hemolizadas producian tanto lactato como las células normales.
Esto estaria indicando que podria haber una deficiencia a ni-
vel del pool de adenin nucledtidos.

Puede usarse adenosina en lugar de inosina ya que 10s e
ritrocitos tienen una gran actividad de adenosina deaminasa
(Conway y Cooke, 1939).

La inosina monofosfato es el precursor directo del AMP
en el camino biosintético y puede convertirse en AMP (y GMP)
en eritrocitos de conejo (Hershko y col, 1967). Los eritrocitos
humanos no pueden convertir IMP en AMP porque no tienen adenilo
succinato sintetasa (Lowy y Dorfman, 1970). S61o la adenina o
adenosina pueden servir como precursores del ATP.

Lionetti y Fortier (1963) han estudiado el metabolismo
de inosina en fantasmas de eritrocitos. Estos fantasmas retenian
s61o0 el 13% del nivel normal de proteinas intracelulares y bajos
niveles de intermediarios glicoliticos, de manera que como la
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interconversidon de metabolitoS era lenta se podia investi-ar con

bastante comodidad.

Nakao y col (1960 a) demostraron que para el almacena-
miento de eritrocitos normales la combinacidn de adenina e ino-
sina era la mds efectiva para regenerar 1os niveles normales de
ATP. Otros nucledsidos como guanosina, adenosina y deoxiadenina,
eran tan efectivos como la inosina en combinacidn con adenina.

Los fantasmas de eritrocitos transportan sodio y potasio
por medio de un sistema de transporte sensible a ovabaina, que
requiere ATP, usando 1inosina para la glic6lisis y regeneracidn
del ATP (Hoffman, 1962). Con el objeto de establecer si los fan
tasmas podian generar ATP a partir de glucosa para el transpor
te de iones, se compard la habilidad de la glucosa y de la ino
sina para transportar 22Na introducido externamente en la célu
la durante la hem6lisis. Se observdé que en ausencia de glucosa
o0 inosina no habia transporte, en tanto que éste se estimulaba
en su presencia. En consecuencia, la produccién de ATP en fan
tasmas, usando glucosa como fuente de energia, es suficiente pa
ra mantener el transporte de iones (Ihler y col, 1975).

Otro camino metabdlico de cierta importancia en los eri
trocitos es el de las pentosas, por el cual normalmentc se meta
boliza cerca del 10% de la glucosa (Murphy, 1960). Este camino
da lactato como producto final y genera ATP, pero su funcifn
principal es la generaci6n de fosforribosilpirofosfato (PRPP)

y NADPH.

V:”- Caracteristicas de la supervivencia de los eritrocitos

cargados

Los eritrocitos pueden destruirse de varias maneras. Los
eritrocitos envejecidos normalmente se degradan por fagocitosis
en la médula 6sea o el bazo. El mecanismo para la destruccion
selectiva en el bazo se puede relacionar con su capacidad para
atrapar eritrocitos durante periodos prolongados a pH y concen-
tracién de glucosa bajos. Estas condiciones descubren las limi
tadas reservas metab6licas de los eritrocitos envejecidos que
conducen a su dafio con la consiguiente captura por los macréfa

gos.
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Si los eritrocitos estan s6 o ligeramente alteradcs, por
modificaciones suaves, son tomados principalmente por el >azo,
ya que este 6rgano detecta en particular los eritrocitos dafa-
dos o que funcionan mal. Si, en caimbio, los eritrocitos estan
seriamente alterados, los captura el sistema reticuloendotelial.
Cuantitativamente, el higado elimina la mayor parte de los glé
bulos rojos danados, por cuanto el flujo sanguineo a través su
yo, es muy grande y las células hepaticas de Kipffer son muy
activas (Wagner y col, 1962).

También pueden sufrir hemélisis intravascular y quizas
1a destrucciénde algunos eritrocitos normales ocurre con libera
cion de hemoglobina (Ganzoni y col, 1971). Esto puede suceder
por una desintegracidén causada por fuerzas fisicas sobre los
eritrocitos mientras circulan, por debilidad de la membrana o
por incapacidad de bombear los iones efectivamente. La heméli-
sis intravascular es nociva, pues la hemoglobina es tdxica para
el rifién. Si l1os niveles de hemoglobina son bajos puede unirse
a la haptoglobina, que por tener un peso molecular alto se ex-
cluye de la filtracion. Cuando la haptoglobina se satura por
concentraciones mayores de 100-400 mg de hemoglobina por 100 ml
de plasma, la hemoglobina 1ibre pasa al rifién donde puede reab
sorberse. o excretarse por orina. E1 complejo hemoglobina-hap-
toglobina se elimina por el sistema reticuloendotelial.

Se han llevado a cabo numerosos estudios para determinar
las condiciones de estacionamiento que conduzcan a una buena su
pervivencia luego de la transfusidn. Cuando los eritrocitos se
ven privados de ATP, como ocurre luego de la adicién de fluoru
ro o arsenito de sodio, o luego de un almacenamiento prolongado,
pierden su forma bicéncava y se hacen esféricos (Nakao y col,
1960 a y b, 1961). Como consecuencia, las células se hacen rigi
das y no pueden deformarse facilmente (Weed y col, 1969). Estas
células son eliminadas de la circulacidén por el bazo. La viabili
dad post-transfusional estd estrechamente relacionada con el con
tenido de ATP. La adicidén de adenina al medio de estacionamiento
asi como de glucosa, aumentan la viabilidad (Akerblom y col,
1967). Esto sugiere gque la supervivencia de los eritrocitos car
gados dependerd, en parte, de su capacidad residual para generar

ATP.

Existen referencias a favor y en contra acerca de la su
pervivencia de los eritrocitos cargados en la circulacién , se



gin distinta; variables. Se encont § que 1as cél:las lisac's hi
potonicamente y las normales tiene: cinéticas de superviv:ncia
similares en mamiferos (De Loachy -ol, 1977) ¢ :n aves, c e
poseen eritrocitos nucleados (Ang ¥ col, 1977}. Si los er troci
tos son tratados con glutaraldehido, se elimina~ eficient2mente
de la circulacidn en pocos minutos o en horas. A bajas dosis de
glutaraldehido (0,05%), mds del 95% de los eritrocitos se des-
truyen en el bazo . A dosis mayores (0,5%), cerca del 75% se des
truye en el higado. Porcentajes pequefios, pero significativos
se encuentran en otros 6rganos como higado y pulmér. Adn usando
un agente no esnecifico como el glutaraldehido puede obtenerse
un alto grado selectividad por el é6rgano.

Thorpe y col (1975) encontraron que la mitad de eritro
citos cargados con g8-glucuronidasa se eliminaban de la sangre
en 10 minutos ¥y la enzima atrapada desaparecia totalmente en dos
horas. Cerca del75% de la actividad se encontraba en ¢l higado.
Esto ocurria aunque no se hubiera intentado danar de alguna for
ma los eritrociius. Por otro lado, la asparaginasa atrap:-da en
eritrocitos de mono continuaba circulando por 1o menos por 20
dias y la enzima atrapada tenia la misma vida media que en los
eritrocitos control. Beutler y col (1977) trabajando con eritro
citos humanos encontraron una vida media de cirico a diez dias
para los fantasmas. Cuando se recubria a los eritrocitos con an
ticuerpos anti-Rh, las células se eliminaban con una vida media

de 22 minutos.

V.7. Aplicaciones de enzimas atrapadas en eritrocitos

V.7.1. Sustrato en la sangre

Se conocen muchas enfermedades causadas por o
asociadas con elevados niveles en plasma, de una molécula peque
fias o sustrato. Potencialmente, los eritrocitos carga:os conen
zima serian capaces de diluir l1os niveles plasmdticos de dicha
molécula, convirtiéndola en otra menos téxica o mas fdciimente
degradable.

La concentracidén de enzima que puede atraparse en un fan

tasma de eritrocito estd limitada esencialmente por la solubili
dad de 1a enzima. Si se consigue atrapar cantidades altas de en
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zima, de mane¢ra que la misma esté .n exceso, la concentra i6n
intracelular de sustrato serd esen:ialmente cero y la vel ci-
dad midxima de reaccidn estard dete-minada por la velocida de
entrada del sustrato.

En cambio, a concentraciones de enzima muy bajas, 'a
concentracidn de sustrato dentro del eritrocito sera casi la
misma que la extracelular. En estas condiciones, la veloc: iad de
reaccidn serd esencialmente la misma para la enzima libre en so-
Tucidén o encapsulada en el eritrocito. Ihher y col (1975) demos
traron que abajas concentraciones de enzimas, se observan ciné
ticas similares para eritrocitos cargados y para eritrocitos car
gados sonicados. Sin embargo, la hipoxantina inhibfa la reac-
cidn en eritrocitos intactos yno la inhibia en los sonicados,
indicando que, en el primer caso, la reaccidn tenia lugar real
mente dentro del eritrocito. Cuando la concentracidn intracelu
lar de enzima es alta, la velocidad maxima es igual a la velo-
cidad de transporte del sustrato y es mucho menor que la velo-
cidad observada con células cargadas sonicadas (o sea, enzima
libre).

Estas consideraciones demuestran claramente la importan
cia de las cinéticas de la velocidad de entrada de sustancias
en el eritrocito. Si la velocidad de entrada es baja, sera im-
posible degradar altas concentraciones de sustrato aunque haya
una gran cantidad de enzima encapsulada. En estos casos, la al
ternativa es aumentar el ndmero de eritrocitos.

V.7.2. Sustrato en tejidos

Existen varios desérdenes 1isosomales hereditarios carac
terizados por la ausencia de algurna enzima liscsomal y la consi
guiente incapacidad de degradar su sustrato.

La mucopolisacaridosis es una anomalia caracterizada por
la incapacidad de hidrolizar dermatan sulfato o heparan sulfato.
Empleando fibroblastos, se observd que ciertos factores correc
tivos eran capaces de restaurar la habilidad de degradar ese
sustrato. Esos factores resultaron ser la enzima deficiente,
que era utilizada por las células del medio (Neufeldt y col,
1975). Estos hallazgos han demostrado que, al menos a nivel ce
lular, el reemplazo enzimdtico puede ser efectivo para reparar



caminos degradativos lisosomales.

Las esfingolipidosis se caracterizan por la incapacidad
de degradar ciertos lipidos, que en consecuencia se acumulan,
Muchas de estas enfermedades implican un dafio en el sistema ner
vioso central, que probablemente podria revertirse por medio
de la terapia enzimatica. Dos de estas esfingolipidosis, la en
fermedad de Gaucher y la enfermedad de Fabry, serian plausibles
de la aplicacidon de este tratamiento, usando eritrocitos carga-
dos con las enzimas defectuosas.

V.7.3. Desfrdenes metab6licos de los eritrocitos

Existen defectos intrinsecos del metabolismo de los eri
trocitos. En principio estos defectos pueden tratarse cargando
eritrocitos del mismo paciente con la enzima deficiente. De to
das maneras, es obvio que una transfusién de sangre compatible
1levaria a los mismos resultados y de una manera mucho mds sim
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ple. E1 uso de eritrocitos cargados con enzima tiene sentido cuan

do el paciente ha sido transfundido tantas veces que tiene pro-
blemas. antigénicos con antfgenos eritrocitarios menores o es-
td-desarrollando hemocromatosis, o para evitar que se produzcan

estos inconvenientes.

V.8, Terapia por reemplazo enzimatico

E1 primer estudio acerca de la utilizacién de enzimas in

movilizadas, en el campo de la terapia por reemplazo enzimdtico,

en el caso de deficiencias enzimaticas fue el uso de catalasa
microencapsulada (Chang y Poznansky, 1968). Mds tarde se usaron
liposomas cargados con enzima en ciertas enfermedades conocidas
como de almacenamiento (Gregoriadis y Ryman, 1972) y mds recien
temente se ha propuesto el uso de enzimas atrapadas en eritroci
tos como otra forma de introducir enzimas defectuosas o ausen-
tes, en tejidos y 6rganos vitales (Ihler y col, 1973).

La primera enfermedad tratada por fantasmas de eritroci
tos fue la enfermedad de Gaucher, que se caracteriza por una a
cumulacién de g-glucocerebrdésido en células del sistema reticu
loendotelial, a causa de una deficiencia hereditaria de la enzi
ma B8-glucocerebrosidasa. Los 6rganos mds involucrados son aque-



11los con una gran actividad eritrofagocitica, como bazo, higado,
y médula ésea. Utilizando primero animales de experimentaciodn
se investigé si habia una incorporacidon real de los eritrocitos
cargados. De Loach y col (1977) encontraron que la mayor incorpo
racion tenfa lugar en higado y bazo, dependiendo de las condi-
ciones, hallando cantidades menores en otros 6rganos. lhler y
Glew (1977) observaron que ocurria una incorporacién significa
tiva en un hepatoma transplantable. Thorpe y col (1975) demos-
traron que las células cargadas eran rapidamente captadas por
el hfgado, donde la actividad enzimdtica se mantenia por 24 ho-
ras aproximadamente, detectdndosetodavia actividad hasta cinco
dias después.

Beutler y col (1977) trataton con fantasmas de eritroci
tos cargados con la enzima deficiente a una paciente con el mal
de Gaucher, pero sin resultados satisfactorios, atribuidos posi
blemente al hecho de que la paciente se hallaba en un estadio
muy avanzado de la enfermedad.

Otra anomalia en la cual se podria aplicar la terapia
por reemplazo enzimdtico es 1a hiperargininemia familiar con
deficiencia innata de arginasa en los eritrocitos. Este es un
error en el ciclo de la urea y se caracteriza por la presencia
de altas concentraciones de arginina y amoniaco. Se incorporéd
arginasa de higado humano en eritrocitos de pacientes genética-
mente deficientes en arginasay simulando condiciones de estudio
Ln vivo se observd que la enzima se mantenia funcionalmente ac-
tiva, si bien la velocidad de entrada del sustrato en los eri-
trocitos era lenta (Adriaenssens y col, 1976). La asparaginasa
libre se elimina con una vida media inicial de aproximadamente
24 horas, aunque la actividad enzimdtica sigue siendo signifi-

cativa por diez dias.

Ihler y col (1975) utilizaron como sistema modelo, eri-
trocitos cargados con uricasa. E1 dcido Grico entra en los eri
trocitos normales por un sistema de transporte pasivo. Estudian
do el transporte de dcido drico se demostr6 que los eritroci-
tos normales y los fantasmas tenian las mismas constantes ciné
ticas de entrada y salida, indicando que la hemdlisis no habta
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inactivado la proteina transportadora ni creado poros en la mem

brana a través de los cuales pudiera pasar libremente el dctdo
Grico. Ademds las propiedades del sistema de transporte relacio-
nadas con la velocidad, temperatura y concentracién dedcido ari



co son las mismas para eritrocitos normales y fantasmas.

Otra enfemedad metabélica hereditaria en la que podria
aplicarse el reemplazo enzimatico es la hipoxaluria tipo I,
que se caracteriza por una acumulacidén de dcido glioxilico y
sus productos de oxidacidn y reduccion, acido oxdlico y dcido
glicélico, respectivamente. La terapia con fantasmas de eritro
citos podrfa conducir a 1a disminucion de la concentracidn de
dcido oxdlico o su precursor, el dcido glioxilico en sangre,
por encapsulamiento de oxalato dicarboxilasa o glioxilato re-
ductasa.

Hubbard y col (1980) han demostrado que el transporte
de dcidos orgdnicos a través de las membranas de fantasmas y
eritrocitos normales se realiza de manera similar.

Mulder y col (1973) prepararon fantasmas de eritrocitos
conteniendo globulina unida a corticosteroides y pudieron atra-
par esteroides dentro de 1o0os eritrocitos. Como era de esperar,
la velocidad de entrada era rdpida para esteroides no conjuga
dos (no-cargados) y mucho menor para esteroides conjugados.
Mulder y col (1972) incorporaron 17-g-hidroxiesteroide deshidro
genasa en eritrocitos y observaron que era capaz de llevar a
cabo su funcién enzimdtica usando sustrato extracelular. De ma
nera que los eritrocitos asi cargados podrian utilizarse tera-
péuticamente en des6rdenes end6crinos.

Se administr6 desferroxamina, una droga quelante de hie
rro, incorporada en fantasmas de eritrocitos en forma iv, a pa
cientes con un exceso de hierro depositado a diferentes niveles
y con distintos diagndésticos. La terapia con fantasmas de eri-
trocitos mejord la eficiencia de la quelacidén, especialmente en
pacientes que presentaban s6lo ligeros aumentos de depdsito de
hierro. En todos los pacientes, la desferroxamina incorporada
en fantasmas incrementd la excrecidn urinaria de Fe con respec-
to a la accidén de la desferroxamina suministrada por via subcu
tdnea (Green y col, 1980).

Es bien conocido que las porfirias se caracterizan por
una acumulacién de precursores y/o porfirinas en tejidos, san
gre, orina y heces. Una anormalidad bioquimica importante en
la intoxicacidn por plomo es una elevada concentracidén de &ci-
do 6-aminolevilico (ALA), facilmente detectable en orina, como
consecuencia de la inhibicidn del ALA-Dehidrasa (ALA-D) por el
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metal. Por eso es que proponemosS e. uso de la enzima encapsula
da en eritrocitos como una posible y atractiva terapéutica en
la intoxicaciéon por Pb. De esta marera, la enzima podria alcan
zar los sitios deseados, siendo transportada por las mismas cé
lTulas en las cuales tiene lugar el desorden metabdlico.
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M.I. REACTIVOS

La mayoria de los reactivos fueron obtenidos de Sigma
Chem. Co. 0 Merck.

Los geles de Sephadex y Sepharosa fueron de Pharmacia Fi
ne Chem. , Uppsala.

M.II. PURIFICACION DE ENZIMAS

Salvo se indique 10 contrario, todas las operaciones se
realizaron entre 0-5 °C,

M.II.1. Aminolevi@lico-Dehidrasa (ALA-D)

Fuentes: Eritrocitos:

a) Humanos: Se trabajé con sahgre venosa de dadores voluntarios
normales, del Hospital Ramos Mejia, Buenos Aires, obtenida en
las condiciones usSuales.

b) Conejos: La sangre se obtuvo desangrando un conejo, previamen
te anestesiado con pentobarbital, por puncidén cardiaca.

En ambos casos la sangre se recogi6 sobre heparina (0,1 ml
de heparina, 12,5 mg/ml de solucién fisiolégica, por cada 10 ml
de sangre), se centrifugé a 600xg aproximadamente, se descarté
el plasma, y los glébulos rojos (GR) se lavaron con solucién fi-
sioldgica.

Se elimind la Hb utilizando la técnica de Scott (1976)
modificada segin se indica mds adelante, y la enzima se¢ purifi-
c6 finalmente por el procedimeitno descripto en Resultados (Bus-
tos y col, 1980), empleando como Gltima etapa una cromatografia
por afinidad en una columna de Sepharosa-etilendiamina-ALA, ob-
tenida de acuerdo con la técnica desarrollada por Stella y Batlle
(1977).
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M.II.2. Rodenasa

La Rodenasa se prepard a partir de Rp. spherodides y se
midié con el procedimiento descripto por Wider de Xifra y zol
(1976).

Se cosechd wun cultivo de esta bacteria fotosintética por
centrifugacidon a 11.000xg durante 10 minutos. La masa resultante
se suspendid en buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 7,4, hasta que
a una dilucidén de 1:200 corresponda una absorbancia de 0,500 a
680 nm.

Fracciones de 6 ml de esta suspensién se sonicaron duran
te un tiempo total de 2 minutos, en 4 intervalos de 30 segundos.
E1 homogenato asi obtenido se diluydé al tercio con el mismo bu-
ffer y se centrifugfd a 100.000xg durante 70 minutos; se descar-
to el pellet, y el sobrenadante se traté con dcido acético gla
cial hasta 1legar a pH 5,0; la mezcla se dejé agitando por 30
minutos y luego se centrifugd 10 minutos a 11.000xg. El sobrena-
dante se fracciond con sulfato de amonio, empledndose como fuen-
te de Rodenasa la fraccidn 55-70% de saturacién.

M.II.3. Deaminasa

Se prepard un homogenato de higado vacuno al 10% (p:v) en
sacarosa 0,25 M. Se centrifugé 20 minutos a 12.000 rpm, descartdn
dose el pellet. Al sobrenadante se le agregé dcido acético gla-
cial hasta pH 5,0 y se dejé agitando durante 20 minutos. Luego
se centrifuglé 20 minutos a 12.000 rpm y se descartd el precipi-
tado.

E1 sobrenadante se fracciond entre 45-70% de saturacion
con sulfato de amonio. Se pasd luego por una columna de Sephadex
G-25 equilibrada con buffer TRIS-HC1 0,05 M pH 7,4 para eliminar
el amonio y se calentd entre 65-70 °C durante 20 minutos. Se cen
trifugé 20 minutos a 12.000 rpm, concentrandose el sobrenadante
por precipitacién con sunlfato de amonio hasta 70% de saturacion.
E1 precipitado proteico se resuspendié en el minimo volumen de
buffer TRIS-HC1 0,05 M pH 7,4 y se filtro, como antes, por Sepha
dex G-25.



M.IIT. EXPERIENCIAS CON FANTASMAS

M.III.1. Muestras de sangre

M, III.1.1. Obtencion

a)

d)

Humana: La sangre normal se obtuvo del Banco de Sangre del
Hospital Ramos Mejia.

Las muestras de sangre intoxicada con plomo se obtuvieran
de varios pacientes ocupacionalmente expuestos al plomo.

Conejos: Se usaron conejos blancos machos (12 a 15 meses de
edad), cuyo peso oscilaba entre 4 y 5 kg. Un grupo se empleé
como control y el otro recibidé 500 mg/1 de acetato de plomo
en el agua de bebida durante siete dias, luego la dosis se re
dujo a la mitad y se sacrificaron cuando la actividad del
ALA-D estaba reducida en un 50%.

Ratas: Se usaron ratas Sprague-Dawley macho (de 9 a 12 meses
de edad), de un peso promedio de 500 g. También fueron divi-
didas en dos grupos, uno se inyectd intraperitonealmente con
2 mg/kg de acetato de plomo, dos veces, 15 y 2 horas antes
de ser sacrificadas. Las ratas control no se trataron.

Ratones: Los ratones, cepa CFW, del Instituto de Farmacologia
de Buenos Aires, y cepa CF1, del Centro Panamericano de Zoono
sis, cuyo peso promedio era de 25-30 g, recibieron una dosis
intraperitoneal de 2 mg/kg de acetato de plomo y se sacrifi-
caron 20 horas después. El1 otro grupo de ratones se empleéd
como control,

Todos los animales fueron alimentados con dieta normal

para animales de laboratorio y recibieron agua ad libitum.

E1 grado de intoxicacidén por Pb se controldé midiendo los

niveles de ALA-D en eritrocitos.

A los conejos se les extrajo la sangre por la vena de la

oreja, recogiéndola sobre heparina. Las ratas y 1os ratones fue-

ron sacrificados y se recogid la sangre directamente del corazén

con jeringas heparinizadas.



M.III.1.2. Preparacibn

Los eritrocitos, separados gor centrifugacién, se “isa-
ron por congelamiento y descongelamientc tres veces, o por trata
miento con Tritén X-100 0,5% (concentracién final). Los G huma
nos se diluyeron 1:15 y los de ratdn 1:5 en buffer fosfato de
sodio 0,05 M pH 6,8.

M.II1.2. Tejidos. Preparaciéon de los homogenatos

Los 6rganos de los ratones, hfgado, rifion y bazo, se pe
saron, se cortaron en trozos pequefios, se lavaron 3 veces con
NaCl 0,9% frio y se homogeneizaron en sacarosa 0,25 M en potter
de vidrio con émbolo de tefldn, en la relacién 1:10 (p:v). EIl
homogenato asi obtenido se centrifugé 20 minutos a 10.000 rpm
y se utilizé el sobrenadante como fuente enzimdtica.

M.IV. DETERMINACION DE HEMNGLOBINA

La hemoglobina (Hb) se determiné por el método de la
cianometahemoglobina, utilizando el reactivo de Drabkin, que
consiste en: 200 mg de ferricianuro de potasio, 50 mg de cianu-
ro de potasio, 140 mg de fosfato didcido de potasio y 1 ml de un
detergente no idénico, en 1000 ml de agua destilada. Se agregan
0,02 m! de 1a solucién que contiene hemoglobina a 5,0 ml del reac
tivo, y luego de mezclado, a partir de los 2 minutos, se lee la
abgorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro, contra un blanco

de reactivo.

Este método se basa en el hecho de que la cianometahemo-
globina formada por la accién complejante del cianuro sobre la
hemoglobina oxidada ya por el ferricianuro, puede medirse espec
troscépicamente con facilidad.
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M.V. SISTEMAS DE INCUBACION Y DETER!'INACION DE LA ACTIVIDAD EN-
ZIMATICA

M.V.1. ALA-D

La actividad se determindé de acuerdo con el método de
Batlle y col (1967).

a) Para la enzima purificada

E1 sistema de incubacién contiene: 0,1 ml de enzima,
0,1 m! de buffer fosfato de Na 1 M pH 6,8; 0,1 ml de cisteina
(CisSH) 0,25 M; 0,1 ml de ALA 0,05 M y agua hasta un volumen fi-
nal de 1,9 ml. Luego de una hora de incubacidon a 37 °C la reac-
cibén se detiene por el agregado de 9,1 ml de una solucidn satu-
rada de sulfato de cobre.

Cuando se estudidé el efecto de metales, se agregd al sis
tema de incubacién 0,2 ml de una solucidén de una sal del metal
de la concentracidén correspondiente indicada en cada caso, antes
del agregado del ALA.

Cuando seestudié el efecto de protectores de grupos sul-
fhidrilo, se agregé 0,1 ml de una solucién del tiol de la concen
tracion indicada, antes del agregado del ALA, excepto en el caso
de miaxima concentracidén (10" ! M), en que se usé 1 ml. E1 volumen
final fue en todos los casos de 2,0 ml.

E1l contenido de PBG se determindé mediante la reaccion de
Ehrlich (Moore y Labbe, 1964), aplicando la siguiente expresién
para su cdlculo:

A x dil. x Vol. inc. x 10°
e X PM x Vol. enz.

nmoles PBG/ml enz. =

donde € = 113,6
PM = 226
A = Absorbancia a 555 nm
Volumen final de incubacién

Vol. inc.
Vol. enz.

Volumen de enzima

Se define como una unidad enzimdtica al nimero de nmoles
de PBG formados por ml de enzima en 1 hora a 37 °C en las condi-
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ciones standard descriptas, y la actividad especifica como el

nimero de unidades por mg de proteina.

b) Para la enzima cruda

Cuando se trabajoé con sistemas crudos, como por ejemplo
GR, fantasmas y homogenatos, el sistema de incubacidn contenfa:
0,5 m1 de enzima; 0,1 ml de buffer fosfato de Na 1 M pH 6,8;
0,1 ml de ALA 0,05 M y agua hasta un volumen final de 2,0 ml.
Luego de 1 hora de incubacion a 37 °C, la reaccidén se detuvo por
el agregado de 0,2 ml de TCA 50%.

E1 PBG formado se determind de la misma manera que para
los sistemas purificados.

c) Para el complejo gel-enzima

A 1 ml de gel suspendido en 0,3 ml! de buffer fosfato de
sodio 0,5 M pH 6,8, se le afiaden 0,15 ml de CiSH 0,25 M y 1,25 ml
de agua. La mezcla se preincuba 15 minutos a 37 °C. Se agregan
luego 0,15 m1 de ALA 0,05 M y se incuba 1 hora a 37 °C con agita
cidon constante. La reaccidén se detiene por la adici6én de 0,15 ml de
una solucién saturada de sulfato de cobre. Se centrifuga, y en
el sobrenadante se determina el PBG formado como antes.

M.V.2. Rodenasa

E1l sistema empleado se basa en el desarrollado por Sorbo
(1957).

La mezcla de reaccion contenia, en un volumen final de
2 ml: buffer Tris-HC1 pH 8,7: 100 umoles; Na,S»,0, 100 umoles;
NaCN: 100 umoles de una solucidén que contiene 0,4 moles de HCl/mol
de cianuro, y la solucidon enzimdtica, completdndose el voiumen
con agua destilada.

La reaccién fue iniciada por el agregado de NaCN incubdan
dose por 30 minutos a 37 °C, y se detuvo por el agregado de
0,2 ml de formol 38% y 1 m} de reactivo férrico (10 g de
Fe(NO3)3.9 H0 + 20 ml de HNO;3 (c), 1levados a 100 ml con agua
destilada).

Luego de centrifugar 15 minutos a 6.000 rpm, se leyd la

absorbancia a 460 nm,
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Los valores de tiocianato fcrmados se obt:.vieron d- cur

vas de calibracién realizadas con ~aSCN 1 mM,

M.V.3. Deaminasa

Se siguié la metodologia descripta por Sancovich y col
(1969), disminuyendo el volumen total de los incubados u 2 ml.

E1 sistema de incubacidn contenia: 1 ml de enzima {en
buffer TRIS-HC! 0,05 M pH 7,4); 50 ug de PBG en el mismo buffer;
MaCl 0,6 M: MgCl, 0,12 M (1:1) en la relacién 0,2 m1/ml de incu
bado; se 1levé a 2 ml con el huffer mencionado.

Las condiciones de incubacién fueron: aerobiosis, oscuri
dad, 37 °C y 2 horas, con agitacion mecdnica constante.

En todas las experiencias se realizaron blancos de enzi-

ma, a tiempo 0 y de sustrato.

Finalizada la incubacidon, se precipitd la proteina por
agregado de un volumen de HC1 (c) tal que la concentracidn final
fuese del 5%. Posteriormente,la mezcla se ilumindé durante 20 mi
nutos para oxidar los porfirinégenos a porfirinas, El precipita-
do se filtré a través de papel plegado, lavdandose una vez con
T ml de HC1 5%.

La cantidad total de porfirinas formadas presente en 10s
incubados, se determind espectrofotométricamente en el filtrado
dcido, empleando la férmula corregida de Rimington y Sveinsson
(1950):

(2AMaX_p380_p430, . 457 x vf x 1,008

Venz.

nmoles de porfirinas/ml enzima =
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M.VI. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA

Las proteinas se determinaron por el método de Lowry y
col (1951).

M.VII. PREPARACION DE LOS HEMOLIZADOS

Para determinar el efecto del plasma sobre la inhibicidn
por Pb, se emplearon hemolizados obtenidos por los siguientes
procedimientos:

a) Por congelamiento y descongelamiento tres veces: HC3. E1 con
gelamiento se realizd en congeladoraa - 20 °C y el desconge
lamiento, en agua a temperatura ambiente. E1 hemolizado resul
tante se diluyé 3 veces con buffer fosfato de sodio 0,05 M
pH 6,8.

b) Por 1isis osm6tica: Se prepararon tres tipos:de hemolizados.

Una fraccidén de GR se diluyé 1:3 con agua destilada, proce-
diéndose a realizar los siguientes tratamientos:

- Agitacién: el hemolizado HLa se obtuvo por agitacidon mecdni
ca durante 30 minutos en bafio de hielo.

- Sonicacidén: Los hemolizados HLb se obtuvieron por sonicacidn
en bafo de hielo. El HLb30" correspondié a una sonicacién de
30 segundos y el HLb60", a dos periodos de 30 segundos cada
uno.

E1 plasma se desproteinizé calentando 3 minutos a 100 °C.
Se separd el precipitado por centrifugacidon y se utilizé el so-
brenadante.



M.VIII. DERIVADOS OXIDADOS DE SEPHADEX

M.VIII.1. Obtencidn

M.VIII.1.1. Sephadex oxidado

La oxidacion del Sephadex G-25 se 1levé a cabo suspendien
do el gel en buffer acetato 0,1 M pH 4,0 (10 mli/ml gel ) y hacién
dolo reaccionar con periodato de sodio 50 mM (10 ml1/ml gel) du-
rante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion (Esquema
1)

NalIO,
Sephadex-OH ——» Sephadex-CHO Esquema I

El gel se lavé con agua y etilenglicol 0,1 M (50 ml/ml gel),
para eliminar el exceso de periodato de sodio.

El grado de oxidacidn se determindé dosando el formaldehi
do presente en el sobrenadante.

E1 periodato de sodio remanente se determiné por absorban
cia a 223 nm y se graficd como tal.

Dosaje de formaldehido: Se utilizé el método de Corcoran y Page
(1947). A 1 m1 del sobrenadante se le agregan 0,4 ml de AsO,Ma

y 0,5 ml de H,S0, 0,5 M. Se deja reposar 30 minutos a temperatu
ra ambiente para luego afadir 10 ml de dcido cromotrépico (4,5-

dihidroxi-2,7-naftalene disulfdénico) en solucién de H.30,; se

somete la mezcla a ebullicidén durante 30 minutos. La presencia
de formaldehido confiere una coloracién violeta a la solucidn,
1o cual permite su cuantificacion espectrofotométrica a 570 nm.

M.VIII.1.2. Sephadex oxidado-Etilendiamina

Se agrega al gel oxidado una solucidén de etilendiamina
0,1 M en buffer bicarbonato 0,1 M pH 9,0 en relacién 2 ml/ml gel
y se agita a temperatura ambiente. A los tiempos 20 y 40 minutos
se anade KBH, (0,25 mg/ml gel). 20 minutos después de la segunda
adicién de KBH, se lava con H,0 (50 m1/ml gel), NaHCO3 1% y H,0
(50 m1/ml gel) (Liberatore y col, 1976).



M.VIII.2. Solubilizacion

E1 Sephadex G-25, oxidado con periodato de sodio 0,2 M
durante 30 minutos, se lavé con agua (50 ml/ml gel), etilengli-
col 0,1 M (50 m1/ml gel) y agua (50 ml/ml gel).

Se intentd solubilizarlo suspendiéndolo en buffer fosfa-
to de sodio 0,05 M pH 8,0 y 7,4. Se mantuvo en tubos de ensayo
o erlenmeyers a 37 °C durante tiempos variables: 2, 4, 6, 24 y
48 horas. E1 grado de solubilizacidon se determindé por diferen-
cia de peso del gel antes y después del estacionamiento, previa
centrifugacidon de la suspensidon, y midiendo la concentracidén de
grupos carbonilos en el sobrenadante, 2n base a la lectura de la
absorbancia a 24C nm, que se graficé como tal.

M.VIII.3. Acoplamiento de las enzimas

M.VIII.3.1. Sobre Sephadex oxidado

M.VIII.3.1." "'A-Dehidrasa y Rodenasa:

Se 1levdé a cabo agregando el Sephadex oxidado a diferen-
tes cantidades de enzima suspendida en buffer fosfato 0,05 M
pH 6,8 (1:5) (v:v), a 4 °C durante 30 minutos con agitacidn.

Se agregd NaBH, (0,25 mg/ml gel) luego de 20 y 40 minutos.
Veinte minutos después del dltimo agregado, la reacc¢idon se detuvo
destruyendo el exceso de NaBH, con dcido acético 0,1 M.

La enzima que no se hubiera unido covalentemente al sopor
te, se elimina lavando con 100 ml de agua, 100 ml de KC1 2 M y
100 m1 de agua. La cantidad de enzima unida al soporte se deter-
miné estableciendo la diferencia entre la cantidad de enzima agre
gada al Sephadex oxidado y la cantidd presente en los lavados.

La enzima se acopla al soporte s6lido por medio de 1a for
macién de una base de Schiff entre los grupos e-amino de los re-
siduos lisina y grupos aldehido del Sephadex oxidado, de acuerdo

al Esquema ITI:



Enzima-NH,+ OHC-Sephadex ———> Enzima-N=CH-Sephadex

NaBHu
Enzima-NH=CH-Sephadex —— Enzima-NH-CH,-Sephadex

Esquema 11

Para determinar la actividad de 1la enzima inmovilizada
se usaron las mismas condiciones de incubacidn que para la enzi
ma soluble, con las modificaciones descriptas por Stella y col
(1977).

M.VIIT.3.1.2. Deaminasa

A1 g (aproximadamente 4 ml ) de Sephadex G-25 oxidado,
se le agregan 44 mg de protefina, suspendida en 7,5 ml de buffer
TRIS-HCY 0,05 M pH 7,4.

Se deja agitando 3 horas a 0 °C, transcurridas las cuales
se agregan 2 porciones de KBH, (0,25 mg/ml gel) con un intervalo
de 20 minutos. Luego de 20 minutos de la segunda adicidon, se cen
trifuga y el gel se lava 2 veces con buffer TRIS-HC! 0,05 M
pH 7,4, E1 sobrenadante y los lavados se dializan una noche con-
tra buffer TRIS-HC1 0,01 M pH 7,4 para eliminar el KBH,.

E1 gel se lava con agua, bicarbonato de sodio 1% y agua
(50 m1/m1 gel en cada caso).

M.VIII.3.2. Sobre Sephadex-Etilendiamina

M.VIIT.3.2.1. ALA-Dehidrasa

A1 Sephadex-etilendiamina, resuspendido en buffer fosfato
de sodio 0,1M pH 5,7, se le afade la enzima (10 ml/ml gel). Lue-
go se agregd lentamente 1la carbodiimida (50 mg/ml gel) disuelta
en 1 ml de agua. La mezcla se dejé agitando a 0 °C durante 5 ho-
ras.

Al cabo de este periodo, se centrifugd y el gel se lavé

2 veces con buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 6,8. E1 sobrenadan
te y los lavados se dializaron contra buffer fosfato 0,01 M pH 6,8
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durante una noche, para eliminar el exceso de carbodiimida que
se sabe inactiva la enzima.

E1 gel se lavdé con agua, bicarbonato de sodio 1% y agua
(50 m1/ml gel en cada caso).

M. VIII.3.2.2. Deaminasa

Para acoplar la Deaminasa a Sephadex-etilendiamina, se
agregaron 4 ml de enzima (aproximadamente 20 mg), a 4 ml de gel
y se 1levé a pH 5 con HCl 0,2 M. Luego se afadieron 200 mg de
carbodiimida disueltos en 1,5 ml de agua. Se mantuvo 5 horas a
0 °C con agitacion.

La reaccidén se detuvo centrifugando el gel y lavandolo
2 veces con buffer TRIS-HC1 0,05 M pH 7,4. E1 sobrenadante y los
lavados se dializaron durante una noche contra buffer TRIS-HCI
0,01 M.

E1 gel se lavdé con agua, bicarbonato de sodio 1% y agua
(50 m1/ml1 gel en cada caso).

M.IX. PREPARACION DE FANTASMAS DE ERITROCITOS

Se obtuvieron de acuerdo al método de Ihler y col (1975)
con las modificaciones indicadas.

Excepto se indique 10 contrario, el procedimiento final
para obtener fantasmas de glébulos rojos (FGR) fue el siguiente:

La sangre se centrifugd 5 minutos a 1000xg y 4 °C, des-
cartdndose el suero y los glébulos blancos. Los eritrocitos se
lTavaron tres veces con solucidén isoténica de NaCl. En una expe
riencia tipo, se agregé 1 ml de GR a 3 ml de agua destilada, con
teniendo o no 0,1-0,2 ml de solucidén enzimdtica (aproximadamente
1.200 U/ml - 0,2 mg prot/ml). Esta suspensién permanecié a 0 °C
durante 5 minutos con agitacidon suave y constante. Al final de
esta hemdlisis hipotdnica se restaurd la isotonicidad agregando
0,33 m1 de NaCl 9%, permitiendo el resellado de los eritrocitos
durante 5 minutos a 4 °C. Luego los fantasmas de eritrocitos se
centrifugaron y lavaron 3 veces con buffer fosfato salino (buffer
fosfato de sodio 0,01 M pH 6,8 conteniendo NaCl 140 mM), suspen
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didos en la misma solucidén de buffer salino, se mantuvieron a
4 °C, y usaron dentro de las dos horas siguientes.

En los sobrenadantes y las células reselladas se determi
naron siempre la actividad de ALA-D, y contenido proteico y de
Hb.

M.X. EFECTO <n vitro DEL AGREGADO DE FANTASMAS DE ERITROCITOS
CARGADOS CON ENZIMA, A GLOBULOS ROJOS DE INTOXICADOS CON
Pb

Luego de preparados los fantasmas cargados con enzima se-
gin se ha descripto, se tom6 una alicuota de GR intoxicados con
Pb, previamente lavados 3 veces con solucién fisiolégica, y se
los mezcl6: con fantasmas de eritrocitos normales cargados con
ALA-D (FGRn(ALA-D) Yy con fantasmas de eritrocitos intoxicados
con Pb cargados con ALA-D (FGRi(ALA-D)), en las relaciones va-
riables indicadas.

Las mezclas resultantes se hemolizaron por congelamiento
y descongelamiento 3 veces y se diluyeron 1:5 con buffer fosfa-
to de sodio 0,05 M pH 6,8.

La actividad enzimatica se determiné como ya se indicé.

M.XI. PREPARACION DE FANTASMAS DE ERITROCITOS AUTOLOGOS HUMANOS
CARGADOS CON ALA-D

Los fantasmas de eritrocitos conteniendo ALA-D (FGR(ALA-D))
se prepararon con 500 ml de sangre del mismo paciente y ALA-D
purificada de sangre humana, siguiendo la técnica antes descrip
ta. Se obtuvieron 100 ml de fantasmas cargados, que se suspendie
ron en igual volumen de solucién salina isotdnica (actividad
2,47 U/mg 6 128,4 U/ml) y se administraron al paciente por trans
fusién endovenosa, en un tiempo de cerca de 2 horas. El proceso
total 1levd 12 horas.



Determinacidn de precursores, porfirinas y Pb

Las porfirinas y el PBG se midieron por el método de
Rimington (1971) y el ALA por el de Mauzerall y Granick (1956).

E1 Pb en sangre se determind por espectroscopia de absor
cidon atémica siguiendo un proceso similar al descripto por Kes-
ten y col (1980).

Preparacidén de la columna por cromatografia de afinidad

E1 absorbente bioespecifico, HOOC-ALA-Succinil-Aminoetil-
Sepharosa (HOOC-ALA-S-AE-Sepharosa) se prepard de acuerdo con la
técnica de Stella y Batlle (1977).
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I.1. ACTIVIDAD DEL ALA-D EN DISTINTOS PREPARADOS DE GLOBULOS
ROJOS

Con el objeto de determinar el método de hemdlisis mas
conveniente, se ensayaron tres tipos de procedimientos: i) con
gelamiento y descongelamiento 3 veces (HC3); ii) lisis osmética
(HLa) y iii) lisis por sonicacién (HLb30u y HLb60"). segiin se
describe en Materiales y Métodos. También se midié la actividad
de los glébulos rojos (GR) y sangre enteros. Todas las determi-
naciones de actividad se 1levaron a cabo en presencia y ausen-
cia de CiSH,

Como puede verse en la Figura 1, no se detectd actividad
en los GR y sangre enteros. La CiSH estimula la actividad en to
dos los casos, observdndose los mayores valores para los hemoli

zados HC3 y HLbsou-

Unidades

400
300
200 |

100

(0] S N\ S\

Sangre GR
entera  enteros

FIGURA 1: Actividad del ALA-D de sangre entera, gldbulos ro-
jos enteros y distintos tipos de hemolizados, con
(e ) y sin (NN ) CisH.
Los diferentes hemolizados se obtuvieron segin se
detalla en Materiales y Métodos. Tanto éstos como
los GR enteros se diluyeron 3 veces, mientras que
para la sangre entera, la dilucion fue de 2 veces.



En base a estos datos, se selecciond al HC3 como el sis-
tema mds conveniente para estos estudios.

I.2. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y PESO MOLECULAR

Purificacidén del ALA-D (Tabla 1I)

Primer paso: Tratamiento con solventes orgdnicos: Se lle
varon a cabo una serie de ensayos preliminares con el objeto de
determinar las condiciones O6ptimas para eliminar la hemoglobina
(Hb), tales como la composicién de la mezcla n-butanol-clorofor
mo, el volumen que debia afiadirse a 1 volumen de GR, temperatura
y tiempo de mezcla; buffer y perfodo de didlisis. De acuerdo con
los resultados obtenidos se adoptoel siguiente procedimiento:
los GR obtenidos luego de centrifugar la sangre entera, se lava-
ron 2 veces con solucidon isotdonica de NaCl y se llevaron a pH 8,0
con hidr6xido de amonio concentrado. Luego se anadid a los GR una
mezcla fria (-20 °C) de n-butanol y cloroformo (1:0,4 v/v) en la
relacion de 0,2 volimenes de mezcla por cada volumen de GR, con
agitacidén mecédnica vigorosa, a 4-6 °C en un lapso de 15 minutos.
La mezcla resultante se dejé 60 minutos en bafo de agua a 20 °C
y luego se centrifugé a 24.000xg durante 20 minutos. El sobrena
dante se dializdé durante 18-20 horas contra buffer fosfato de
sodio 0,01 M pH 6,8 (1:200, v/v).

Se ha determinado entonces que este tratamiento con mez-
cla de solventes orgdnicos a baja temperatura permite eliminar
el 96-97% de la Hb y produce una preparacion de ALA-D purifica-
da 24 veces.

Segundo paso: Precipitacién con sulfato de amonio: E1 so
brenadante dializado se fracciondé con sulfato de amonio, utili
zdndose la fraccidén 30-55% de saturacidon, disuelta en el minimo
volumen de buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 6,8. Esta fraccion
practicamente no contenia Hb y se purific6é cerca de 100 veces.

Tercer paso: Cromatografia por afinidad: Se aplicaran
aproximadamente 80 mg de protefna de la fraccién 30-55%, disuel
ta en 4 m1 de buffer fosfato 0,05 M pH 6,8 en una columna de
HOOC-ALA-S-AE-Sepharosa previamente equilibrada con el mismo




buffer. La columna se corrio a 4 °C con un flujo de 0,4 m1/min
primero con buffer s6lo, y luego con buffer conteniendo KC1
0,05 M, 0,1 My 0,2 M, como se indica.

TABLA I: Purificacion del ALA-D de eritrocitos humanos

. Actividad
Proteinas Hb P
Fraccion Especifica Purificacioén
nmoles PBG

(mg/m1) 1 ()
Gl6bulos rojos 120,000 100 1,4 1
1°Paso: Tratamien,
to con solventes
orgdnicos 28,80 3,70 34,1 24,3
2° Paso: Frac-
cion 30-55% de
(NHy ) ,S0, 20,96 0,25 133,8 95,6
3° Paso: Afini-
dad cromatografi
ca 0,15 0,00 2.248,5 1.605,0

Las condiciones experimentales se describen en el texto.

Se recogieron fracciones de 2 ml. En la Figura 2 se mues
tra un perfil tipico de elucién. E1 ALA-D de eritrocitos humanos
se purificé cerca de 18 veces en este (nico paso y un total de
1.600 veces en sdlo 3 etapas.

E1 comportamiento cromatogrdfico del ALA-D de eritroci-
tos por columnas de afinidad fue muy similar al del ALA-D de
E. gracilis, higado bovino (Stella y Batlle, 1977, 1978) e higa
de de cerdo (Polo ycol, 1980).
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FIGURA 2: Cromatograffa por afinidad del ALA-D de eritrocitos
humanos sobre HOOC-ALA-S-AE-Sepharosa.
La columna (1,4 x 15 cm) se equilibré con buffer
fosfato de sodio 0,05 M pH 6,8. Se sembré la protef
na y se eluyé primero con 75 ml de buffer fosfato,
luego con 75 ml1 del mismo buffer conteniendo KCI
0,05 M (primera flecha), con 75 ml de buffer conte
niendo KC1 0,1 M (segunda flecha) y finalmente, con
75 m1 de buffer conteniendo KC1 0,2 M (tercera fle-
cha). Proteina ( O ), actividad enzimidtica ( @ ).

E1 peso molecular se determind por cromatografia a través
de Sephavesa 4-B , usando buffer fosfato de sodio 0,068 M conte
niendo KC1 0,1 M, obteniéndose un Gnico pico a 280.000 (Figura 3).

Le teorfa de la filtracion per 3&'0-5 muestra qued pardmetro $ve
So‘olefha el volumen de elvcon no es ol heto molecvla ™ de la prote’na

Sino so tadio de Stokes.
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1 1 [ S S

PM x 10°

FIGURA 3: Curva)de calibracifén para Sepharosa 4 B (2,4 «x
40 cm).
Testigos: 1: citocromo; 2: ovoalbimina (mondmero);
3: Seroalbimina bovina (mondmero); 4: ovoalbimina
(dimero); 5: seroalbimina (dimero); 6: catalasa;
7: fibrindgeno .

I.3. PROPIEDADES

I.3.1. Efecto de la atm6sfera y protectores de grupos sulfhidri-
los

Como se sabe, el ALA-D es una enzima sulfhidrilica, que
necesita reactivos protectores de grupos sulfihidrilo para exhi-
bir su mdxima actividad. Disponiendo entonces de una prepara-
cién de ALA-D de eritrocitos humanos altamente purificada por es
te nuevo método, se estudi6 una vez mds su comportamiento en
presencia y ausencia de CiSH, con y sin una preincubacién de
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15 minutos, y ademas, en aerobiosis y anaerobiosis.

En la Tabla II se muestran 19s resultados obtenidos.

TABLA II: Estudio de las condiciones 6ptimas de incu
bacion del ALA-D de eritrocitos humancs

Aerobiosts Araerobiosis L
Con CiSH S$in CiSH Con CiSH | ___Sin CiSH
Preinc. S/preinc. |Preinc, S/prefinc. |Pretnc. |S/prelnc. |Preinc. 1S/preinc.
Actividad especifica |
(nmoles PBG/mg Prot) 89,4 88,0 2, t,8 83, 63,9 3.9 6,7
Actividad (1) 100,0 98,5 2,4 2,1 92,9 n,s [ ; 7.5
4]

Los detalles experimentales se describen en el texto.
E1l resto de las condiciones de incubacidon fueron las
standard.

Es interesante observar que la enzima exhibe la misma acti
vidad en anaerobiosis y en aerobiosis, aunque tiene nayor activi
dad sin CiSH en anaerobiosis que en aerobiosis; posiblcmente en
estas condiciones, los grupos -SH estan mejor protegidos.

Empleando eritrocitos de ave (Batlle, 1968) se habian en
contrado resultados similares.

Para ampliar el cuadro de posibles activadores, se ensaya
ron otros reductores de grupos -SH, a concentraciones variables.

En la Figura 4 se observa que tanto cisteina como gluta
tién y B-mercaptoetanol son buenos activadores. De los tres, el
glutatién es el que produce mdxima activacién. E1 tioglicolato
de Na, a iguales concentraciones, no tiene efecto.

De acuerdo con estos datos, se decidi6 incubar en aero-
biosis, con CiSH y sin preincubacidn.
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FIGURA 4: Efecto de alaunos tioles
sobre la actividad del
ALA-D de eritrocitos hu-
manos.
CiSH (Q); B-mercaptoeta
nol (@); glutation (A
y tioglicolato de Na (A)

1.3.2. Efecto de inhibidores de grupos sulfhidrilos y su rever-
sién por cisteina

Se estudid el efecto de distintos inhibidores de grupos
sulfhidrilos, tales como p-cloramercuribenzoato, iodobenzoato,
N-etilmaleimida y iodoacetamida, en concentraci6én 1 mM final, y
la reversibn de su efecto por cisteina, en la misma concentra-
cidn.
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Como puede verse en la Tabli TIII, Ya actividad enzimdti
ca en presencia de cualquiera de lus inhibidores usados estd en
el orden del 290-30%, siendo revertida por CiSH hasta un 90%.

TABLA III: Efecto de inhibidores de
grupos sulfhidrilos y re
version por CiSH

Sistema Actividad (%)
Control 100
+ PCMB 20
+ PCMB y CiSH 90
+ IB 28
+ IB y CiSH 80
+ NEMI 25
+ NEMI y CiSH 70
+ IA 24
+ IA y CiSH 68

Los inhibidores y l1a CiSH se utiliza
ron en concentraci6én 1 mM final. Se
usé la fraccidon 30-55% como fuente
enzimdtica. E1 resto de las condicio
nes fueron las standard descriptas en
Materiales y Métodos.

I1.3.3. Curva de saturacidn por sustrato - Km

Se procedié a determinar la curva de saturacidon por sus-
trato, utilizando cantidades variables de ALA.

En la Figura 5 se ilustra la grdfica de las directas y la
de las dobles reciprocas. Como puede verificarse, se ha trabaja-
do siempre a saturacidon, ya que la concentracién final de ALA ha
sido de 2,5 mM y se puede calcular un Km de 7 x 10°“, que es del
orden del determinado por otros autores (Anderson y Desnick, 1979).
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FIGURA 5: Curva de saturacién por sustrato del ALA-D de
eritrocitos humanos y de Lineweaver-Burk.
La actividad especifica de la enzima fue de
106,3 nmoles PBG/mg proteina.

1.3.4. pH éptimo

Para realizar la curva de pH se utilizaren buffers fosfa
to de sodio y TRIS-HC1 0,05 M. E1 pH 6timo se encuentra entre
6,8y 7,0 para ambos buffers, como puede verse en la Figura 6.
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FIGURA 6: Curva de pH del ALA-D de eritrocitos
humanos para buffer fosfato de Na
0,05M (O) y TRIS-HC1 0,05 M ( @ )

1.3.5. Accion de cationes monovalentes

Se sabe que los cationes monovalentes actdan de formas

diferentes, dependiendo del tejido en estudio. E1 K, Li, Na, Rb
y NH, activan el ALA-D de algunas bacterias, mientras que el Na
y el NH, tienen poca influencia sobre la actividad de esta enzi

ma en vegetales (Stella, 1977).
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E1 Na y el K estimulan ligerimente la actividad de la en
zima proveniente de E, gracifis, siendo en cambio mds notcdle
el efecto del NH, (Stella, 1977). E1 Li la inactiva levemcnte,.

En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos tra
bajando con ALA-D de eritrocitos humanos. A diferencia de la en
zima de E. gracilis, ésta no se ve afectada por Na, Li y K, pe-
ro el idn NH, la activa significativamente, 1legando a un 175%

para una concentracidn de 0,6 mM,

-

Actividad (55)
S

100

50

To o 05 10 M mM)

FIGURA 7: Efecto de diferentes cationes monova]eg
tes sobre la actividad del ALA-D de eri

trocitos humanos.
Na (O); K (@); Li (A) y NHy (A).



1.3.6. Accidén del Pb y los cationes divalentes Zn, Fe

1.3.6.1. Curva de saturacibn por Pb

En la Figura 8 se ilustran los resultados obtenidos incu
bando una preparacion de ALA-D de eritrocitos humanos en presen
cia de concentraciones crecientes de acetato de Pb.

En todos los casos, los porcentajes de actividad con agre
gado de metales se expresardn considerando la del correspondien
te control, sin agregados, como 100%.

5
(9]
2
£
50|
D - i . 1 ’J,L L L ,I,l I | ,III; Iy
0 1 5 10 30 S0

Pb*(uM)

FIGURA 8: Efecto del Pb sobre la actividad del ALA-D de
eritrocitos humanos.
La actividad especifica del control fue de
61,3 nmoles PBG/mg prot.



La curva resultante muestra en forma clara que la enzima
se inhibe rdpidamente, ain a bajas concentraciones de Pb, alcan
zando el 40% a 107 mM y el 90% a 5 x 103 mM de Pb. Comparando
su comportamiento con el de la enzima de E. gracilis (Stella,
1977), 1a cual presenta un 40% de inhibicién a una concentracidn
final de 1073 mM , vemos que la enzima de GR humanos es mds sen
sible a la inhibicién por este metal.

Se efectud una experiencia similar sin agregado de CiSH,
observidndose valores de actividad del orden del blanco sin sus

trato.

1.3.6.2. Cinética de la inhibicién por Pb

Para estudiar el tipo de inhibicién que ejerce el Pb, se
utilizaron 3 concentraciones del metal: 0,1; 1 y 10 mM, aungque
a esta Gltima la enzima se encuentra totalmente inactiva.

Las velocidades iniciales se obtuvieron utilizando con-
centraciones de ALA que variaron entre 0,31 y 2,5 mM final, a
los tiempos 5, 10, 15, 30 y 60 minutos.

En la Fiqura 9 se muestran los resultados obtenidos grafi
cando las inversas de la velocidad inicial en funcidén de las in
versas de la concentracidén de sustrato. Puede verse que 1a inhi
bicién por Pb es no competitiva, ya que afecta la pendiente y

la ordenada al origen.
E1l Km obtenido del grdfico es de 7 x 10° % M,

. Las constantes de inhibicién (Ki) se encuentran entre
106 y 10”7 M, reafirmando la conocida y significativa afinidad

de esta enzima por el Pb.

1.3.6.3. Efecto del plasma sobre la inhibicién por Pb

Con el objeto de determinar si el plasma tiene algin e-
fecto protector frente a la inhibicién por Pb, se estudié la ac
cién de este metal sobre la enzima purificada y la enzima cruda.

Se investigé ademds el efecto del plasma y del plasma des
proteinizado sobre la actividad de la enzima purificada y el HC3.

inactivados por Pb.



Pb 1pM

L .
400 830 1600 3200 1/{ALA)

FIGURA 9: Tipo de inhibicidon por Pb del ALA-D de
eritrocitos humanos.
Cont):ro] (O); Pb 0,1 uM (@) y Pb 1 uM
(Aa).

Como puede verse en la Figura 10, el plasma aparentemen-
te protege en forma directa a la enzima purificada de la inacti
vaci6én por Pb, pues para el caso del Pb 1072 mM, disminuye su e



fecto del 66% al 13%.
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FIGURA 10: Efecto del plasma sobre la inhi
bicién por Pb, empledandose como
fuente de enzima ALA-D purifica
da 1.600 veces, segin se descri
be en Materiales y Métodos.
Control (sin agregados) (Q):
en presencia de plasma (A);
en presencia de plasma despro-
teinizado (Q).

En la Figura 11 podemos ver que para la misma concentra-
cién de Pb, pero empleando un sistema crudo, HC3, el plasma tam
bién revierte el efecto inhibitorio del metal del 80% al 55%.

Surge asimismo de estas experiencias que en el plasma se
encontrarfa un factor protector que seria de naturaleza protei-
ca, ya que trabajando con plasma desproteinizado no hay rever-



sién de la accion inhibitoria del plomo, por cuanto, dentro del
error experimental, los resultados son iguales a los obtenidos

en ausencia de plasma.
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FIGURA 11:

Efecto del plasma sobre la in
hibicion por Pb empleando coiwo
fuente de ALA-D el hemolizado
HC.,, obtenido seqin se descri-
be“en Materiales y Métodos.
Control (sin agregados) (@)
en presencia de plasma (A),
en presencia de plasma despro
teinizado ().
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1.3.6.4. Curva de saturacidon por Zn

En la Figura 12 se ilustran los resultados obtenidos in
cubando una preparacién de ALA-D de eritrocitos humanos con con
centraciones de sulfato de zinc que varian entre 1073 y 1 aM.
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FIGURA 12: Efecto del Zn sobre la actividad del ALA-D de
eritrocitos humanos.
La actividad especifica del control fue de
46,6 nmoles PBG/mg prot.

E1 Zn produce su efecto maximo cuando su concentracion
final es de 10° ! mM.

A diferencia del Pb, el efecto del Zn sobre la enzima
de eritrocitos humanos no es similar al de la enzima de E. gracd
£is, ya que en este rango de concentraciones el Zn no modifica-
ba la actividad in vitro (Stella, 1977).

Recordemos sin embargo que el ALA-D es una metaloenzima
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en la cual el Zn posiblemente juegue un rol muy important: en
la relaci6n estructura cuaternaria-actividad <n vivec.

1.3.6,5. Efecto combinado Pb-Zn

Con el objeto de investigar la propiedad del Zn de esti
mular la actividad del ALA-D en relacién con su poder para rc-
vertir la accidon inhibitoria del Pb in vitrno, se ensayé e! efec
to de concentraciones variables de Zn a tres concentraciones

distintas de Pb (Figura 13).

200

Actividad (%)

100

e ( n M)

FIGURA 13: Efecto combinado de Pb y In
sobre la actividad del ALA-D
de eritrocitos humanos.
Se utilizaron las siguientes
concentraciones de Pb: control
(sin Pb) (O); 0,1 wvM (@)
T uMm (A) y 10 uM(A).
La actividad especifica del
control fue de 31,5 nmoles PBG/
mg prot.
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Se puede apreciar que el efecto activador del Zn es nota
bie, ya que ain a concentraciones de 10”2 mM revierte totalmente
la inhibicién producida por unra concentracién de Pb de 1072 mM,
y 1a enzima tratada con una concentracién de Pb de 10 % mM 1le-
ga a activarse hasta un 170%.

Cuando el Zn se encuentra presente en una concentracioén
de 10”1 mM, produce un incremento de la actividad de un 160-300%,

sobre cualquiera de los sistemas enzimdticos.

i.3.6.6, Curva de saturacion por Fe

Teniendo en cuenta los datos obtenidos por otros autores
(Anderson y Desnick, 1979) se estudio el efecto del Fe sobre el
ALA-D purificada de eritrocitos humanos. Los resultados de esta
experiencia (Figura 14) estuvieron de acuerdo con valores ante-
riores, observdndose que el Fe inhibe la enzima un 20% a i0 ! mM.

Se realizo la misma experiencia en ausencia de CiSH, ob-
teniéndose valores del orden del blanco sin sustrato.

1.3.6.7. Efecto combinado Pb- Fe

Aunque el efecto del Fe sobre la actividad del ALA-D de
eritrocitos humanos es levemente inhibitorio, se sabe que puede
revertir la inhibicidon producida por el Pb.

Como puede verse en la Figura 15, en presencia de una
concentracion de Pb 1073 mM, que produce una inhibicién del 40%,
el agregado de Fe 1 mM revierte parcialmente esa inhibicién, re
cuperdndose hasta un 85% de la actividad control.

En el caso de tratarse una concentracién de Pb de 1072 mm,
frente a la cual ia actividad remanente es de s6lo un 10%, ei a~
gregado de una concentracidén igual de Fe produce una recupera-
ciéon de la actividad de hasta un 55%.
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FIGURA 14: Efecto del Fe sobre la actividad dei
ALA-D de eritrocitos humanos.
La actividad especifica del controi
tue de 46,6 nmoles PBG/mg prot.

I.4: CONCLUSIONES

Se ha desarrolladoun nuevo método para la purificacidn
del ALA-D, usando una mezcla de n-butanol y cloroformu, que des
naturaliza la hemoglobina,seguido de fraccionamiento por sulfato
de amonio y afinidad cromatogrdfica.

En s61o0 tres etapas se obtiene una enzima purificada
1.600 veces.

E1 peso molecular de la enzima purificada fue de 280.000,
coincidiendo con el determinado en otras fuentes.

Se comporta como una tipica enzima sulfhidrilica, activan
dose en presencia de protectores de grupos sulfhidrilo e inhi-



195

biéndose frente a compuestos tales como PCMB, IB, NEMI y IA.
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FIGURA 15: Efecto combinado de Pb y Fe so-
bre la actividad del ALA-D de e
ritrocitos humanos. Se utiliza-
ron las siguientes concentracio
nes de Pb: Control (sin Pb) (O)
0,7 uM (@); 1 uM (A) y 10 uM
(A). La actividad especffica
del control fue de 31,5 nmoles
PBG/mg Prot.

E1l pH 6ptimo se encuentra entre 6,8 y 7,0, y el Km es de
7 x 1074 M.

Los cationes monovalentes Na, Li y K no afectan la activi
dad del ALA-D de eritrocitos humanos, que en cambio se estimula
significativamente por NH,.
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Como era de esperar, el Pb, a concentraciones de 1072 mM
la inactiva prdcticamente en forma total, respondiendo a una in
hibicién de tipo no competitivo.

E1 plasma protege en forma directa de Ta inactivaciodn
por Pb cuando se trabaja con enzima purificada o ain empleando
un sistema crudo. E1 factor protector debe ser de naturaleza pro
teica ya que el plasma desproteinizado carece de efecto reacti-

vante.

La accién inhibitoria del Pb se revierte totalmente en
presencia de Zn; 4n vitro este metal estimula significativamen
te la actividad del ALA-D de eritrocitos humanos.

E1 Fe, que sdlo inhibe un 20% la actividad de la enzima
a una concentraciébn 1 mM, posee sin embargo la capacidad de con
trarrestar el efecto del Pb en grado significativo.
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II. A. DESARROALLO DEL_ TRANSPORTADOK

IT.A.1. DERIVADOS OXIDADOS DE SEPHADJEX

IT.A.1.1. Obtencidén de diferentes derivados

En base al hecho de que los liposomas pueden transportar
enzimas hasta los lisosomas de las células del hfgado y bazo,
se ha propuesto que podrian emplearse como carriers en el trata
miento de ciertas deficiencias enzimdticas. También se han rea-
1izado estudios relacionados con la posible aplicacidén terapéuti
ca de las enzimas inmovilizadas. Teniendo en cuenta el sitio en
el cual debe actuar el ALA-D y la larga experiencia de nuestro
grupo en el empleo de enzimas y ligandos inmovilizados para dis-
tintos fines, se deci1dié preparar un complejo enzima-soporte que
fuera capaz de sufrir, bajo ciertas condiciones, una Tenta solu-
bilizacion, liberande asi a la enzima activa unida a fragmentos
del soporte.

Se sabe que la oxidacién con periodato de polisacdridos
como el Sephadex, produce polialdehidos con nimero variable de
grupos aldehfdo. Estos derivados pueden solubilizarse lentamente
en solucidn acuosa (Ham, 1967).

En consecuencia, por oxidacidén periédica de Sephadex, se
prepard un soporte con una determinada velocidad de solubiliza-
cién, que contenfa ademds grupos activos apropiados para el aco-
plamiento con la proteina.

Se llevaron a cabo una serie de experiencias preliminares
con el objeto de determinar las mejores condiciones de oxidacidn
del Sephadex G-25, usando distintas concentraciones de NalO, e
intervalos variables de tiempo. Los resultados obtenidos se mues
tran en la Figura 16. Se selecciond entonces una concentracidn
de NalI0, 50 mM y 1 hora como las condiciones standard de oxida-

cion.

IT.A.1.2. Ensayos de so]ubi]izacidn

Se realizaron varias experiencias de solubilizacién del
Sephadex oxidado en distintas condicicnes y tiempos de solubili
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zacion, de acuerdo a 10 detallado e€) Materiales y Métodos.

FIGURA 16: Efecto de la concentracidén de NaiO, y
el tiempo de la reaccidén sobre la oxi
dacidon del Sephadex G-25.
Las condiciones experimentales se dJdcs
criben en Materiales y Métodos. Se¢ u-
tilizaron las siguientes concentracio
nes de NaIO,: 20 mM (O), 50 mM (@)
y 100 mM (A).

Los resultados obtenidos cuando la solubilizacidén se rea
1iz6 en tubos de ensayo se muestran en la Figura 17.

Si bien la diferencia de peso no fue significativa, anali
zando la absorbancia a 240 nm se observa que la solubilizacidn
es ligeramente superior a pH 7,4 que a pH 8,0, y ademds, entre
2 y 3 veces mayor cuando se oxidé con I0,” 0,2 M en relaciédn
alo, 0,1 M,

La solubilizacidon alcanza un mdximo del 6-7% en 48 horas,



lo cual no satisface nuestros requetrimientos.
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FIGURA 17: Solubilizacién del Sephadex-Polialdehido en tubos
de ensayo, determinada en base a la concentracion
de grupos carbonilo (Apgp) en funcidn del tiempo
de solubilizacion, a pH 8,0 (O) v 7,4 (@), oxi-
dando con NalIO, 0,1 M (-—.- ) y 0,2 M (—).

Cuando la solubilizacidon se realizé en erlenmeyers, se
obtuvieron los resultados que se ilustran en la Figura 18.

E1 porcentaje de solubilizacion es mayor que en el caso
anterior, pero de todas formas, adn no es suficiente. También
en este caso la solubilizacidon fue 2 y 3 veces mayor cuando la
oxidacién se realizé con 10, 0,2 M que con 110, 0,1 M.

Se ensayb6 ademds la oxidacién de Sepharosa 4B con [0~

0,2 My su solubilizacién a pH 7,4 en erlenmeyers, obteniéndose
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los mismos resultados que para el Sephadex G-25.

&

| j
0246 12 yZ] 48 horas

FIGURA 18: Solubilizacidn del Sephadex-Polialdehido en erlen

meyers.
Porcentaje de solubilizacidén en base al peso ()

y en base a la concentracidén de grupos carbonilo
(A240) en funcién del tiempo de solubilizacién,
a pH 7,4, oxidando con NalOy 0,1 M (Q) y 9,2 M

(@).

IT.A.1.3. Inmovilizacién del ALA-D

IT.A.1.3.1. Sobre Sephadex oxidado

Debemos recordar aqui que el grupo e-amino de un residuo
lisina, ubicado en el sitio activo del ALA-D,forma una base de
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Schiff con el grupo carbonilo de su sustrato, el ALA. Sabiamos
que en 1a unidn de este soporte a la enzima se encontrarian in
volucrados algunos grupos e-amino; sin embargo, estudios pre-
vios (Stella y col, 1977) habian demostrado que por 1o menos el
50% de los grupos e-amino esenciales del ALA-D bovina parece-
rian encontrarse bastante protegidos cuando se preparaba el com
plejo Sepharosa-enzima. Si bien la naturaleza de los restos in-
volucrados en esta reaccidon de acople no era exactamente Ta mis-
ma, se procedié de todas maneras a determinar las condiciones
6ptimas de acoplamiento.

Usando una cantidad fija de protefnas y diferentes tiem-
pos o cantidades variables de enzima a un tiempo constante, a
2 temperaturas, se encontrd que, en todos los casos, el ALA-D
inmovilizada resultante era inactiva. En consecuencia, se inten
td proteger los grupos e-amino del sitio activo tratando la en-
zima con ALA, antes o durante 1la inmbvi]izacién. Tampoco en es-
tas condiciones se logr6 el objetivo, ya que la enzima inmovili
zada fue siempre totalmente inactiva.

En conclusi6bn, es altamente probable que en esta reaccion
de acoplamiento entre restos aldehido del soporte y grupos e-ami
no de la proteina, todos los restos e-amino del sitio activo
reaccionen preferencialmente con los grupos aldenido del carrier,
produciendo asi una enzima insolubilizada inactiva.

IT.A.1.3.2. Sobre Sephadex-etilendiamina

A1 Sephadex-etilendiamina se le acoplé la enzima median
te el agregado de carbodiimida soluble, segin se describe en Ma-
teriales y Métodos, obteniéndose asi otro derivado insolubiliza-
do del ALA-D, en el cual la proteina estaba unida al soporte a
través de un brazo. Como se puede apreciar de los resultados ob-
tenidos (Tabla IV), el 15% de las proteinas agregadas se unid a
1a matriz, resultando un complejo gel-enzima con sélo un 20% de
actividad con respecto al valor de partida, de manera que el pro
ducto logrado ain no satisfacia nuestros requerimientos.
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TABLA IV: Inmovilizaci6n de: ALA-D sobre Sepha-
dex-etilendiamina

Protefna Unidades enzimdticas Actividad especifica
Sembradas {(Recuperadas 4 Sembradas |Recuperadas % Sembradas !Recuperadas X
|
80,95 11,94 14,8 6.163 336,6 5,5 300 50 20

La metodologia empleada se describe en Materia?
y Métodos.

IT.A.1.3.3. Solubilizacién del ALA-D unido al Sephadex oxidado

Aunque el ALA-D acoplada directamente al Sephadex oxida-
do era inactiva, se llevaron a cabo una serie de exper encias
con el objeto de determinar si tenia lugar alguna liberacién de
la enzima unida a fragmentos del soporte, a partir del complejo
Sephadex-ALA-D, suspendiendo el gel-enzima en un volumen igual
de buffer fosfato 0,05 M pH 6,8. La mezcla se agité muy suavemen
te a 2 temperaturas diferentes: 4 °C y 37 °C. Se tomaron mues-
tras de 1 ml a distintos intervalos, se centrifugaron y se ensa-
y6 la actividad enzimdtica en el sobrenadante y en el gel resus
pendido en un volumen igual al original con buffer; ademds, se
midieron proteinas en el sobrenadante.

La Figura 19 muestra sdlo los datos de proteinas en el
sobrenadante ya que, como se esperaba, l1a actividad fue nula tan
to en el gel como en el sobrenadante, en todos los casos.

Estos resultados estdan indicando que de la enzima insolubili
zada se libera proteina, aunque inactiva, y que su solubiliza-
cién depende de la temperatura y del tiempo. También fue eviden
te que un aumento en el pH y la fuerza i6nica aceleran la veloci
dad de solubilizacioén.
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FIGURA 19: Velocidad de liberaci6n de la proteina enzi
matica a partir del ALA-D inmovilizada sus-
pendida en buffer fosfato de Na 0,05 M pH
6,8.

Las condiciones experimentales se describen
en el texto. Contenido de proteinas en el
sobrenadante a diferentes intervalos, a

4 °C (O) y a3’ °C(@).

IT.A.1.4. Inmovilizacidén de Rodenasa

Para determinar si el procedimiento de inmovilizacidn so
bre Sephadex-oxidado podria de todas maneras ser Gtil para los
fines propuestos, se decidid estudiar comparativamente el compor
tamiento del ALA-D con el de otra enzima que poseyera, en prin-
cipio, grupos e-amino no esenciales, como por ejemplo la Rodena
sa. Se inmovilizaron paralelamente ambas enzimas: ALA-D y Rode-
nasa, y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla V.
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TABLA V: Acoplamiento de 1a Rodenasa y ALA-D al derivado
polialdehidico de Sephadex G-25

Rodenasa ALA-D
Fraccion . Proteina . Proteina
Unidades total Unidades total
(mg) (mg)
Enzima solu
ble 36,7 17,0 18,83 58,8
Gel-enzima 1,8 4,1 0,00 4,5
Sobrenadante 19,0 12,5 1,17 47,4
Lavados 0,6 1,4 0,23 5,8
J

La metodologia empleada se describe en Materiales y Mé-
todos

Podemos observar que para ambas enzimas el rendimiento
de acople fue bajo, recuperdndose la mayor parte de la protefina
en el sobrenadante (75-80%); s6lo el 25% de la Rodenasa y el 7%
del ALA-D se unié al carrier. Esto estd indicando que tanto las
condiciones de oxidacion del soporte, como las de acoplamiento
enzima-soporte, no fueron las Gptimas y por lo tanto debe re-exa
minarse el efecto de las distintas variables involucradas en am-
bos procesos. Es probable que aumentando el grado de oxidacidn
del soporte, se incremente la cantidad de proteina acoplada. De
todas maneras,es interesante observar que la preparacién de Ro-
denasa insolubilizada, resultd cataliticamente activa.

IT.A.1.5, Inmovilizacidn de Deaminasa

II.A.1.5.1. Sobre Sephadex oxidado

La inmovilizacidon de una preparacién de Deaminasa sobre
Sephadex oxidado resulté infructuosa ya que, como podemos obser
var en la Tabla VI, la enzima no se unié al soporte, recuperdndo
se prdcticamente el 100% de la proteina agregada en el sobrena-
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dante. En ccnsecuencia, es 1dgico rue el gel no tuviera «2tivi
dad enzimdtica.

TABLA VI: Inmovilizacién de la Deaminasa
sobre Sephadex-polialdehfdo

Unidades enzimdticas 3
Sembradas 20,43 100
Recuperadas 11,17 54,7

La metodologfa empleada se describe en
Materiales y Mé&todos

Se aprecia ademds que el tratamiento inactivé la enzima,
dado que en el sobrenadante sélo se recuperd el 55% de las uni-
dades iniciales.

Los resultados son en cierto modo similares a los obteni
dos con ALA-D, lo cual era de esperar si recordamos que en la
Deaminasa también hay grupos amino involucrados en el sitio ac-

tivo.

I1.A.1.5.2., Sobre Sephadex-Etilendiamina

Los resultados obtenidos cuando se intentd acoplar la
Deaminasa a Sephadex-etilendiamina se muestran en la Tabla VII .

Se observa que, a pesar de que el gel no tuve actividad
enzimdtica, el 40% de la proteina agregada se unié al gel.

Suponiendo que la inactivacibén podfa deberse al pH y al
prelongado tiempo de acople, y teniendo en cuenta que la reac-
cién de unién gel-enzima tamdbién puveda ocurrir a pR 6 (Affinity
Chromatography, 1979) se decidié repetir la experiencia a este
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Gltimo pH, durante un tiempo menor, de 3 horas.

TABLA VII: Inmovilizacién de la Deaminasa sobre
Sephadex-etilendiamina

| Protefna _ _Unldedes enzimfticas Actividad especifica

Sembrada I Recuperads 1 Sembradas Recuneradas < Seabrada Recuperada _4
a 20,60 12,29 42,3 | 23,495 0,0405 0,17 4,563 0,0144 o,Nn
b 19,02 13,13 31,0 8,794 0,5860 6,69 2,081 0,4540 21,80

a: Experiencia realizada a pH 5, permitiendo un con-
tacto de 5 horas.

b: Experiencia realizada a pH 6, permitiendo un con-
tacto de 3 horas.

Puede observarse que tampoco en este caso el gel presen
té actividad enzimdtica, a pesar de que se unié el 31% de la
proteina, mientras que en el sobrenadante se recuperé el 20% de
la actividad.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se realizd
una experiencia con el objeto de determinar si la carbodiimida,
o la combinacid6n de carbodiimida y pH bajo, inhibian a Ta Deami

nasa.

En la Tabla VIII se muestran l1os resultados obtenidos.
Puede observarse que la carbodiimida por si sola a pH 7 inhibe
a la enzima un 50%, mientras que a pH 4,7 la irhibicién e to-
tal.



TABLA VIII: Efectos de la carbodiilida y el pHcsobre la D~anina

sa
Unidades -
enzimaticas Proteinas Q:t;Z}ggga %
(nmporf/ml enz) P
Control 10,61 3,36 3,156 100,00
Enzima +
Carbodiimida
pH 7 1,01 0,69 1,453 46,00
pH 4,7 0,0: 0,37 0,015 0.50_
pH 5 0,97 3,72 0,263 8,33

Se agregdé carbodiimida (100 mg) a 2 ml de enzima. Se ajustaron
los pH de Tas mezclas resultantes. Todos los sistemas se mantu-
vieron 5 horas en hielo. Las fracciones conteniendo carbodiimi
da se pasaron por una columna de Sephadex G-25, previa medicién
de su actividad. E1 resto de las condiciones experimentales fue
ron las descriptas en Materiales y Métodos.

II.A,1.6. Conclusiones

Del resultado de esta serie de experiencias se ha obser-
vado, por una parte, que el grado de solubilizacién de los dis-
tintos derivados de Sephadex oxidado es bajo; ademds, que el
rendimiento de acople de cualquiera de las enzimas ensayadas des
de el punto de vista de la protefna unida también ha sido pobre,
y s6l1o en el caso de Rodenasa, el gel-enzima producido tiene
cierta pero insuficiente actividad, mientras que las preparacio
nes paralelas de ALA-D o Deaminasa resultaron completamente inac

tivas.

En consecuencia, es evidente que este tipo de transporta-
dor no cumple con ninguno de los requisitos necesarios para nues
tros fines, por lo cual fue preciso iniciar la bisqueda de otro

carrier.
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I1.A.2. FANTASMAS DE ERITROCITOS

Sefialamos ya, Gue entre los posibles sistemas transporta
dores de enzimas, eventualmente Gtiles para su aplicacion en la
terapia enzimdtica, sé encontraban ciertos derivados de enzimas
insolubilizadas y otres constituidos por células artificiales
o naturales. En la segunda categoria de este Gltimo grupo se ubi
can células verdaderas, como son l0s eritrocitos y recientemen-
te se ha propuesto precisamenté el uso de enzimas atrapadas en
erftrocitos, como una forma eficaz de introducir enzimas exfge-
nas total y funcionalmente activas, en tejidos y 6rganos vita-
les, como medio para compensar o subsanar una deficiencia congé
nita o adquirida.

Se investigd entonces la posibilidad de usar los fantas-
mas de eritrocitos como transportadores del ALA-D.

IT.A.2.1. Incorporaci6én del ALA-D en los eritrocitos. Cinética
del proceso

Se estudiaron las condiciones dptimas de encapsulamiento
del ALA-D en los eritrocitos. Estd demostrado que compuestos de
élto peso molecular pueden entrar en los eritrocitos durante la
hemélisis (Ihler y col, 1973). Bajo estas condiciones hipoténi-
cas, la célula se hincha y se forman agujeros en la membrana,per
mitiendo el equilibrio entre las soluciones intra y extracelular.
Luego de Ta hem6lisis 1os poros se e€ierran y 1a membrana nuevamen
te es competente para excluir las macromoléculas.

La incorporacion de ALA-D por los eritrocitos en funcidn
del tiempo (Figura 20) muestra que la entrada de enzima extrace-
lular y la salida de Hb proceden paralelamente. E1 mdximo de in-
corporacién de ALA-D ocurre dentro de los primeros dminutos de
la dilucidén, luego la cantidad de enzima que puede incorporarse
disminuye; en forma paralela sz libera el 60-70% de la Hb intra-
celular dentro del mismo periodo de 5 minutos.

Se ha encontrado que el rendimiento de incorporacidn de
ALA-D no varia significativamente cuando la temperatura de hemd
lisis es 0, 4 y 20 °C, aunque es cerca de un 15% mayor a bajas
temperaturas que a 29 °C. En un rango de pH de 6,8 a 7,4 1a can-
tidad de enzima incorporada es similar.
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FIGURA 20: Cinética del proceso de incorporacidn del
ALA-D en los eritrocitos.
Los fantasmas de GR humanos se prepara-
ron como se describe en Materiales y Méto
dos. Se tomaron alficuotas a los tiempos
indicados durante la lisis y luego se re
sellaron las células. Se determind la libe
racién de Hb ( O ) y la entrada de ALA-D
( @ ) luego del lavado de los eritrocitos
resellados.

11.A.2.2. Encapsulamiento del ALA-D en los fantasmas

Varias experiencias control, han indicado que la enzima
se incorpora dentro del eritrocito y que no estd adsorbida a
las membranas. Se sometid a los eritrocitos de individuos norma
les e intoxicados con Pb al mismo tratamiento ya descripto para
la preparacion de fantasmas,excepto que se mantuvieron las con
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diciones isotdnicas durante todo el proceso. En estos ensayos,

los eritrocitos sujetos a este tratamiento en ausencia de enzi-

ma presentaban una actividad de ALA-D de 497,0 U/ml y de 462,7 U/ml
luego de la exposicién a la solucién conteniendo ALA-D. Esto de-
muestra que la enzima no estd adsorbida a las membranas. Ade-

mds, el contenido de Hb en ambos tipos de células fue el mismo,

es decir no se observdé liberacién de Hb, indicando que el mani-
puleo de las células durante el procedimiento es muy suave.

Ademds, por sucesivos lavados y centrifugaciones de los
eritrocitos cargados, no se detectdé liberaci6n de la enzima; a-
simismo la lisis de células cargadas, por sonicacién (i0 seg),
congelamiento y descongelamiento y/o tratamiento con Tritén, 1i-
bero el ALA-D en forma soluble. Por lo tanto, resulta muy impro-
bable que la proteina se encuentre adsorbida o asociada a la
membrana.

Para obtener una confirmacidon adicional, se lisaron fan-
tasmas cargados y vaciados por congelamiento y descongelamiento,
se centrifugaron y la fraccion soluble secromatografiéo por Se-
pharosa 4B. Como control, por la misma columna secorrid una
fraccion de la enzima altamente purificada con la gue se cargaron
los fantasmas. En la Fiqura 21 podemos ver que los picos de las
tres preparaciones coinciden, demostrando una vez mas que la en-
zima se incorpora al eritrocito, no queda adsorbida a las mem-
branas, y que la enzima incorporada y la endégena se comportan
de igual forma.

I1.A.2.3. Condiciones de resellado

Se examinaron también los efectos del tiempo y temperatu-
ra de resellado (Figura 22). Las muestras se lisaron durante
5 minutos a 4 °C y se resellaron durante distintos tiempos a
4 y 37 °C. La muestra se tomo al tiempo indicado y se lavd con
buffer fosfato salino a 4 °C. Se encontrd que después de 5 minu-
tos la incorporacidn es independiente del tiempo de resellado y
cabe sefialar que un simple lavado con solucidén salina inmediata
mente después de la lisis da por resultado un resellado casi com
pleto de las células, ya que la incorporacién del ALA-D es sélo
ligeramente menor a tiempo O. .
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FIGURA 21: Cromatografia por Sepharosa 4B de la
fraccién soluble de fantasmas carga-
dos y vaciados.

La columna de Sepharosa 4B (50 ml de

volumen) se eluyé con buffer fosfato

0,05 M pH 6,8.

Fantasmas vaciados ( O ); fantasmas

cargados ( @ ); enzima purificada
A .



E1 encapsulamiento dela enzima no se ve muy afectado
cuando la temperatura de resellado es de 4 6 37 °C, aunque es
algo mayor a 37 °C que a bajas temperaturas, de todas maneras
por razones practicas el resellado se lleva a cabo a 4 °C,
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FIGURA 22:
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Tiempo y temperatura de resellado.

E1 ALA-D se incorporé a los fantasmas
de GR humanos como se describe en Mate-
riales y Métodos. E1 resellado se 1le-
v a cabo contra buffer fosfato salino
a37°C (O )y4°C(@ ). Enlos
puntos indicados, las muestras se lava-
ron con buffer fosfato salino y se cen-
trifugaron.
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I1.A.2.4. Efecto de 1a concentracibn de enzima

Se encontr6 que la cantidad de enzima atrapada por los
eritrocitos dependia de la concentracion de enzima en la solu-
ci6bn hipoténica de rellenado (Figura 23). De esta manera, la con
centracién final de ALA-D en las células puede hacerse bastante
alta ya que en el momento del rellenado las concentraciones in
tra y extracelular deben encontrarse aproximadamente equilibra-
das.
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()]
o
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0 R 1 \ | R I . { L
0.1 0.2 0.3 0.4
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FIGURA 23: Velocidad de incorporacién de las pro-
teinas en los fantasmas de GR humanos.
Los GR fueron cargados con concentra-
ciones variables de ALA-D humana purifi
cada,como se describe en Materiales y
Métodos.

Una consideracién importante si se desea que la terapia
por reemplazo enzimdtico sea exitosa es la incorporacibén de sufi
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ciente enzima activa dentro de los fantasmas. Como la cantidad
de proteina atrapada en los eritrocitos aumenta cuando aumenta
la concentracidén de proteina en el medio de hemb6lisis, para un
maximo de efectividad debemos usar tanta proteina como sea posi
ble, ademds de una preparacién de ALA-D del mayor grado de puri
ficacién. Se obtuvo entonces un ALA-D purificada 1.600-1.700 ve
ces, muy estable, a partir de sangre de diferentes fuentes. Se
observ6 que la actividad inicial del ALA-D de sangre de rata e-
ra 4-5 veces menor que la de humanos, conejos y ratones, produ-
ciendo en consecuencia una fraccién de ALA-D purificada, 4-5 ve
ces menos activa.

Por otro lado, el volumen disponible de sangre de ratones
y conejos es mucho menor que el humano. De estas consideraciones
y teniendo en cuenta que en Gltima instancia nuestro objetivo es
aplicar la terapia por reemplazo enzimdtico en casos humanos, se
concluye que, pudiéndose obtener cantidades practicamente ilimi-
tadas de ALA-D muy activa y estable de sanare humana, se ha se-
leccionado a ésta como fuente de ALA-D exd6gena para las experien
cias de terapia enzimatica.

IT.A.2.5, Estabilidad del ALA-D encapsulada en eritrocitos, 4n
vitno

Se estudid la estabilidad de los fantasmas de eoritrocitos
cargados con enzima bajo diferentes condiciones de estabiliza-
cién.

’ En una primera experiencia se tratd de estabilizarlos in-
cubdndolos, luego de resellados, durante 30 minutos a 37 °C, man
teniéndolos en igual volumen de buffer salino (buffer fosfato de
sodio pH 6,8 0,05 M en solucién fisioldgica), o en solucidn de
ACD, que es un conservador comiun de GR, durante 24 horas a 4 °C.

También, para restituir posibles factores estabilizadores,
se utilizé como solucién hemolizante un dializado de eritrocitos
normales, denominada DEN obtenida de la siguiente manera: los GR
se hemolizan por contacto con igual volumen de buffer fosfato de
sodio pH 7,4 1 mM y posterior congelamiento y descongelamiento
3 veces. Se centrifuga 15 minutos a 10.000 rpm y se descarta el
precipitado. E1 sobrenadante se 1leva a 20 ml con el mismo buffer
y se dializa contra ese mismo buffer durante 18 horas. De esta



manera deberfan conservarse 1os factores estabilizantes de al-
to PM.

Con esta solucidn hipoténica se prepararon los fantasmas
procediéndose luego de la manera habitual, estabilizdndolas 30
minutos a 37 °C 6 no.

Los resultados se muestran en la Tabla IX. Puede verse
que la actividad remanente luego de 24 horas estuvo siempre al-
rededor del 50%, mientras que los GR conservan el 80% de la ac-
tividad del ALA-D luego de 24 horas.

TABLA IX: Estabilidad del ALA-D encapsulada en eritrocitos, <n

vitno
- T 5 | Actividad ]
1€mpo --— remanente

FGRn 0,1887 0,0936 49,6

FGRn estabilizados 30° 0,3157 0,1536 48,6

FGRn DEN 0,2725 0,1033 37,9

FGRn DEN

estabilizado 30° 0,3604 0,1640 45,5

FGRn mantenidos en ACD 0,2056 0,0565 27,5

GRn 0,5424 0,4717 J 87,0

Se tratd de estabilizar los fantasmas de eritrocitos normales
cargados con ALA-D (FGRn) utilizando diferentes métodos, como se
describe en el texto, determindndose la actividad 1nmed1atamente
y luedo de 24 horas. DEN: Dializado de eritrocitos normales,

En base a estos resultados, en 1o sucesivo los fantasmas
se utilizaron dentro de las 2 horas de preparados.



II.A.2.6. Niveles de ALA-D de erit ocitos sin tratar v fa trs-
mas cargados con enzima

La Tabla X muestra que el ALA-D puede encapsularse en e-
ritrocitos humanos, de conejos, de ratas y de ratones normales
e intoxicados con Pb.

La actividad de los eritrocitos de un hombre normai era
de 448,6 U/ml GR antes del rellenado. Cuando se 1o somete al pro
ceso de hemdlisis en ausencia de enzima, parte del contenido in
tracelular deenzima se pierde, asi como se pierde parte de la
Hb intracelular, y es de esperar que las células sean parcial-
mente deficientes en sus niveles de ALA-D. Asi, los llamados
fantasmas vaciados tienen una actividad de ALA-D disminufda en
un 25%. Cuando la solucidén hemolizante contenia ALA-D de sangre
humana, el eritrocito cargado tenia una actividad ligeramente
mayor que el control.

TABLA X: Actividad de ALA-D de los eritrocitos sin tratar, car-
gados y vaciados.

Tipo de eritrocito Actividad de ALA-D (U/wl) |

Humano Conejo Rata Raton
GRn 448,6 500,9 143,6 604,1
GRi 236,8 200,0 69,0 77,1
FGRn 342,8 229,0 44,4 177,8
FGRn{ALA-D) 598,2 467,4 113,8 514,2
.FGRi1 245,0 218,1 44,2 46,1
FGRi(ALA-D) 567,0 685,1 60,4 71,8

Los fantasmas de gldbulos rojos vaciados (FGR) o cargados con
ALA-D humana purificada (FGR{ALA-D))se prepararon a partir de
sangre de humanos y animales normales (n) o intoxicados (i) co-
mo se describe en Materiales y Métodos.
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Las células de un paciente intoxicado con Pb tenfan redu
cido en un 50% la actividad de ALA-D comparada con los valores
normales, 1o mismo que los correspondientes fantasmas vacios,
pero cuando estos eritrocitos defectuosos en ALA-D se cargaban
con enzima, la actividad de ALA-D podia alcanzar valores dentro
del rango fisiol6gico normal.

También se muestra en esta Tabla que se obtuvieron resul
tados muy similares usando eritrocitos de conejos normales e in
toxicados.

Cuando se realizaron los mismos experimentos con ratas y
ratones, las células normales cargadas y vaciadas mostraron res
puestas similares a las de humanos y conejos; pero, aunque el
ALA-D podia incorporarse en los eritrocitos de animales intoxica
dos, mientras los niveles de 10s correspondientes fantasmas vacios
estaban dentro del rango esperado, los de las células cargadas
no alcanzaban los valores conirol. De todas maneras, como la in
corporacién de enzima por los glébulos rojos ha demostrado ser
proporcional a su concentracién externa, pueden usarse concen-
traciones de ALA-D mayores que las empleadas en estas experien
cias, de manera de aumentar la eficiencia de rellenado en el
caso de las células de ratas y ratones defectivos y obtener final
mente niveles de ALA-D en FGRi(ALA-D) dentro del rango normal.

I1.A.2.7. Eficiencia de la incorporacidén. Particién del ALA-D
entre las células y el espacio extracelular

' Se ha propuesto que, durante el rellenado, las macromolé-
culas se distribuyen de igual manera en el interior del eritroci-
to y la solucién exterior, sin embargo, se ha encontrado que al-
gunas proteinas responden a este comportamiento en tanto que otras
no (Rechsteiner, 1978) y que el grado de encapsulamiento también
depende del peso molecular de la proteina (Ihler y col, 1973).

Por micrografia electr6nica se ha demostrado (Seeman,
1967) que se forman poros grandes (200-500 R) en la membrana celu
lar durante el transcurso de la lisis hipoténica, los cuales per-
miten el equilibrio de las soluciones intra y extracelular. Ade-
m&s Rechsteiner (1978) ha propuesto que el rellenado con protei
nas neutras o acfdicas de didmetro menor de 100 K es un fenémeno
altamente probable. Otro factor limitante, en 1a obtencién de fan
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tasmas cargados con enzimas activas es la estabilidad misma de
la enzima. En consecuencia, considerando que el ALA-D es una
proteina ligeramente acfdica, que podemos obtener con facilidad
una preparacién muy estable de ALA-D altamente purificada y que
el didmetro aproximado del ALA-D es de 85-90 R(Wu y col.‘1974),
esperdbamos obtener una buena incorporacién del ALA-D en fan-
tasmas de eritrocitos bajo las condiciones experimentales des-
criptas.

TABLA XI: Concentracién del ALA-D intra y extracelular luego del
rellenado de los fantasmas de eritrocitos

Actividad de ALA-D (U/ml)
Humano Conejo Rata Ratén
FGRi(ALA-D) 567,0 685,5 71,8 60,4
Sobrenadante 263,0 737,9 77,1 55,2
Equilibrio (%) 215,0 93,0 93,0 109,0
Unidades recuperadas
(%) 100 100 80 64

Los GR obtenidos de pacientes y animales de experimentacién in-
toxicados con Pb se cargaron con ALA-D purificada de sangre hu

mana como se describe en Materiales y Métodos. E1 % de recupera
cién se calculd sobre la base de las unidades de ALA-D soluble

agreegadas y las recuperadas en los fantasmas cargados.

Se observé (Tabla XI) que trabajando con c&lulas de cone
jos, ratas y ratones, se alcanza practicamente el equilibrio,
con una concentracién de ALA-D casi igual en los eritrocitos y
el, espacio extracelular, y una eficiencia de encapsulamiento su-
perior al 70% usando sangre de rata y ratén, y mayor al 100% u-
sando sangre humana y de conejo, encontrdndose por ello, mayores
concentraciones de ALA-D en los eritrocitos humanos y de conejo
cargados que en las correspondientes soluciones hemolizantes.
Como se ha observado que el resellado ocurre casi instantdneamen
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te por un simple lavado con ¢olucion salina luego de la hembli-
sis, es probable que en estas experiencias en particular, la mem

brana se reselle expontaneamente durante la lisis hipot6énica aidn
antes del agregado de la solucién de cloruro de sodio concentra-
do. También se ha indicado que ocurre un significativo aumento
del volumen del eritrocito durante la hemélisis, de manera que

la mayor concentracion de ALA-D capturada dentro del eritrocito
en relacién a la encontrada 2n el sobrenadante, puede explicar-
se al menos en parte, por este aumento del volumen celular y cie
rre de los poros en la membrana antes de la restauracidén de la
isotonicidad. De todas maneras es probable que haya otras razo-
nes que expliquen este fenfmeno.

II.A.2.7. Conclusiones

En conclusidn se han determinado las condiciones &ptimas
para la preparacidon de fantasmas de eritrocitos de diferentes
fuentes y para el encapsulamiento del ALA-D.

Se ha desarrollado asi un procedimiento que permite atra
par con alto rendimiento enzima altamente purificada y estable
obtenida de sangre humana.

Se ha demostrado que la actividad reducida de ALA-D en
eritrocitos provenientes de pacientes o animales intoxicados por
plomo, puede recuperar 1os niveles fisioldgicos normales cuando

se los carga con enzima exfgena.
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IT.B, USO DE LOS FANTASMAS DE ERITROCITOS EN EL TRATAMIENTO DE
LA INTOXICACION POR PLOMO

IT.B.1. ESTUDIOS IN VITRO

II.B.1.1. Correccibn 4n vitrno de eritrocitos deficientes en
ALA-D en la intoxicacidén por Pb

Hemos visto que los eritrocitos deficientes en ALA-D de
humanos y animales intoxicados por Pb pueden alcanzar los valo-
res fisioldgicos normales cuando se los carga con ALA-D.de san-
gre humana exégena (Tabla X). Como un estudio preliminar para
posibles intentos de reemplazo enzimdtico en animales y luego en
el hombre se disefiaron una serie de experimentos tendientes a
demostrar la capacidad de estas preparaciones de fantasmas carga
dos para corregir, {n vditrno , la deficiencia de ALA-D en la in-
toxicacién por Pbh.

Se mezclaron GR de humanos Yy normales intoxicados por Pb
con eritrocitos cargados con ALA-D de ta misma fuente, a diferen
tes relaciones de volumen (Figuras 24 y 25).

En todos l1os casos se encontré que la adicién de fantasmas
cargados a GR defectuosos de humanos y conejos, en cualquier re-
lacién, aumentaba significativamente la actividad de ALA-D. En
las relaciones 0,5:1 y 1:1 (FGR (ALA-D):GR; v:v) los niveles al-
canzaban los valores normales y eran aun mayores cuando se usaba
la relacién 0,25:1 (Figura 24).

La Figura 25 muestra resultados similares ohtenidos con
ratas y ratones cuando se agregan FGR(ALA-D) a células deficien
tes. Cuando se mezclan eritrocitos normales con fantasmas carga-
dos provenientes de células normales o deficientes, se encontré
un comportamiento similar, excepto que los niveles de actividad
alcanzados eran menores que los obtenidos con eritrocitos de ani
males intoxicados por Pb.

En conclusidn, estos estudios demuestranique pueden alcan
zarse valores fisiol6gicos de actividad incorporando ALA-D alta-
mente purificada de sangre humana en eritrocitos normales y defi
cientes, 1o cual es un resultado muy importante en relacién al
posible uso de la terapia por reemplazo enzimatico Ln vivo.
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FIGURA 24: Correccibn in vitno de la actividad de ALA-D de eri-
trocitos humanos y de conejo.
Se cargaron fantasmas de eritrocitos de pacientes (A)
y conejos (B) normales e intoxicados con ALA-D altamen
te purificada como se describe en Materiales y Méto-
das. Se agregaron diferentes volimenes de fantzsmas
cargados FGR(ALA-D) a células defectivas (GRi) en las
relaciones 0,25:1; 0,5:1; 1:1; 2:1 y 4:1 (FGRi(ALA-D):
GRi; v:v) y se estudié la actividad de las mezclas re
sultantes. ( O ) mezcla de GRi con FGRn{ALA-D);
( @ ) mezcla de GRi con FGRi(ALA-D). Los niveles de
actividad de ALA-D fueron: Humanos GRp= 856 U/ml;
GRi = 728,3 U/ml; conejos: GRn = 500,9 U/ml;

GRi = 200,0 U/ml.

Las experiencias in vitrno también indican que los eritro-
citos cargados con ALA-D son funcioralmenteactivos cuando se si-
mulan condiciones 4{n v{vo. La actividad reducida del ALA-D de
los GR de pacientes y animales intoxicados por Pb puede aumentar
se, ya sea:introduciendo directamente la enzima dentro de ellos
o mezclando las células defectivas con los eritrocitos cargados
con ALA-D en la relacién 6ptima de 0,25 de fantasmas cargados
por unidad de volumen de eritrocitos deficientes. Los datos de
estas experiencias de correccién 4in vitro fueron sumamente alen-
tadores, con respecto a la, inmediata realizacién de los estudios
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in vivo, indicando entonces que el ALA-D incorporada en los eri
trocitos puede superar el defecto enzimdtico asociado a la into

xicacibébn por Pb, reafirmando su utilidad como

potencial carrier

del ALA-D 4in vivo.
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FIGURA 25:

Correccidon 4n vitrno de la actividad de ALA-D de eri-
trocitos de rata y de ratodn.

Las condiciones experimentales son las mismas que las
descriptas en la leyenda de la Figura 24, excepto que
se incluyen datos de la mezcla de GR normales con. FGR
normales e intoxicados cargados con ALA-D.

( O ): GRi + FARNn(ALA-D); ( @ ) GRi + FGRi(ALA-D);
( A ) GRn + FGRn(ALA-D) y ( & ) GRn + FGRi(ALA-D).
Los niveles de actividad de ALA-D fueron: (A) ratas:
GRn 143,6 U/m1; GRi 69,0 U/ml; (B) ratones:

GRn 604,1 U/ml; GRi 77,1 U/ml.



II.B.2. ESTUDIOS IN VIVO

I1.B.2.1. Experiencias con el modelo animal

Recordemos que para poder aplicar con éxito la terapia
por reemplazo enzimdtico, se deben satisfacer varios criterios:
i) es necesario desarrollar un carrier que proteja tanto a la
enzima de su degradacidn e inactivacion, como al huésped de 1los
conocidos e indeseados efectos inmunolégicos y farmacolégicos;
ii) se debe seleccionar cuidadosamente la fuente de enzima; este
aspecto es de suma importancia; en particular cuando se planea
usarla en terapia humana, la enzima debe ser del mismo origen;
iii) la preparacién de la enzima debe ser de 1a mayor pureza po-
sible y muy estable; iv) 1a enzima debe liberarse en el sitio
justo de accién; v) la enzima debe interaccionar con su sustrato
el tiempo suficiente como para producir efectos clinicos satis-
factorios.

Hasta esta altura del trabajo se habfan logrado resolver
los tres primeros aspectos por cuanto se desarroll6é un método pa
ra la obtencidn de una preparaci6én de ALA-D altamente purificada,
y muy estable a partir de sangre humana, que se encapsuld con al
to rendimiento en fantasmas de eritrocitos is6logos o autélogos,
los cuales parecen constituir el carrier ideal.

Por otro lado, los datos obtenidos con los modelos experi
mentales anteriores, simulando condiciones {n vivo, demostraron
que era posible corregir 4in vitrno la actividad reducida del ALA-D
eritrocitaria, proveniente de humanos o animales intoxicados por
plomo, mediante el agregado de los fantasmas de glébulos rojos
conteniendo la enzima purificada.

Ahora bien, la simple administracion de la enzima activa
no tendrd el efecto esperado si no puede alcanzar y actuar en el
lugar preciso. De acuerdo a nuestra hipotesis, el principal si-
tio de accidon del ALA-D atrapada en fantasmas de eritrocitos, en
la intoxicacidén por plomo seria en sangre circulante; y ademds su
efecto tendria que ser suficientemente prolongado como para redu
cir el nimero de transfusiones necesarias cuando se tratara de en
fermedades genéticas, lo cual también se cumplirfa en el caso del
empleo de los fantasmas de eritrocitos, por cuanto se ha demostra
do que éstos mantienen muchas de las propiedades de los gldbulos
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rojos intactos (Beutler y col, 1977b,1980; Ihler, 1979). Segin
el modo de preparacién, pueden mantenerse en circulacién por lo
menos hasta 120 dias, que es la vida media del eritrocito huma-
no. Si ademds se considera que siempre tenemos una poblacidn de
glébulos rojos de edad heterogénea, y que tanto los eritrocitos
mds viejos, como los dafiados se eliminan rdpidamente de 1a circu
Taci6n por el sistema retfculo endotelial, siendo secuestrados
principalmente por el higado y el bazo, seria. posible entonces
controlar la velocidad de liberacidn y accién de la enzima encap
sulada en la circulaciéon dentro de intervalos que podrfan variar
desde minutos a semanas; como también su destino final, modifi-
cando en grado variable, la membrana eritrocftica (Rifkind, 1966).

Fue importante, en consecuencia, determinar si la adminis
tracién de los fantasmas cargados con la enzima respondia a los
criterios restantes establecidos para su aplicacidn en la tera-
pia enzimdtica.

Estos aspectos fundamentales se estudiaron entonces em-
pleando el modelo animal, como etapa previa a su posible extensién
a casos humanos.

I1.B.2.1.1. Tratamiento de animales intoxicados por plomo con
fantasmas cargados con ALA-D

Se emplearon ratas y ratones de distintas cepas intoxica-
dos con dosis de 2-4 mg de acetato de plomo por kg de peso, a los
cuales se les administrd el ALA-D encapsulada en globulos rojos.
Tanto enesta serie deensayos como en los siguientes, se trabajé
siempre paralelamente con un lote de animales controles no in-
toxicados.

En la Figura 26 se ilustran los resultados de una experien
cia, en la cual se emplearon ratones hembras, de un peso aproxi-
mado de 30 g, cepa CF1, que habfan recibido una dosis dnica de
3 mg de acetato de plomo/kg de peso, 20 horas antes de iniciado
el tratamiento con la enzima, el cual consistié en la administra
cion de una sola dosis de 0,5 ml de fantasmas autélogos, conte-
niendo 773 unidades de ALA-D/ml, inyectados por la vena de la
cola. A los tiempos indicados se sacrificaron los animales, deter
mindndose la actividad del ALA-D en eritrocitos, higado, bazo ¥y
rifiobn. La actividad de los controles normales se tomd6 siempre co-

mo 100%.
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Con respecto al perfil del ALA-D eritrocitaria, se ob-
servd, en todos los casos, una rdpida recuperacidon de la activi
dad a 1a hora, con un maximo a las 2 horas, para luego descender,
entre las 3 y las 20 horas hasta niveles menores pero siempre
superiores a los iniciales, que en este ensayo fueron 12% del
control, A las 24 horas, nuevamente se produjo una elevacion del
ALA-D seguida de otro descenso, menor que el anterior; asi se
mantuvo durante la primer semana, al cabo del 7° dia, por terce-
ra vez la actividad comenzd a sufrir.un incremento casi constan
te hasta las tres semanas, con una teéndencia a la estabilizacidn
al cabo de un mes; este Gltimo aumento superf significativamente
los niveles de 1os controles.

En consecuencia, resultd evidente que la administracion
del ALA-D encapsulada a los animales intoxicados, produjo una
significativa recuperacidn de la actividad del ALA-D eritrocita-
ria inhibida en un 90% al inicio del tratamiento, efecto que se
mantuvo por lo menos hasta el mes, indicando, que la enzima atra
pada en los fantasmas circulantes es lo suficientemente estable
como para retener su actividad y seguir actuando mientras que el
eritrocito permanece en circulacion, y ademds que una buena pro-
porcidn de los fantasmas conservan las propiedades de los eritro
citos intactos y no han sido dafiados durante el proceso de lisis
y resellado,

En todos los ensayos y con distintos lotes y tipos de ani
males, el comportamiento fue similar, s6lo es interesante acotar
que la mayor o menor intensidad de la respuesta dependié, de la
dosis de enzima; asf , cuando la preparacién de fantasmas carga-
dos fue mds activa, las sefiales iniciales fueron mds agudas.

Un andlisis del comportamiento de la enzima de higado y ba
z0; nos muestra una reactivacion casi inmediata, recuperando los
niveles normales en pocas horas y manteniéndose adn por encima de
ellos a partir del segundo dia hasta el mes. Estos datos estan
indicando que una cierta proporcion de los fantasmas estaban da-
fiados y fueron capturados rdpidamente por los 6rganos encargados
de eliminarlos de la circulacibn; pero al mismo tiempo también
nos hablan de 1a estabilidad de 1a enzima atrapada en los fantas
mas capturados por las células fagociticas.

Finalmente,el rifndn parece recobrar su actividad lentamen
te. Dado que se trata de un drgano con muy baja capacidad de cap
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tura (Ihler, 1982), con s61¢ estos datos no podemos atribuirlo
a un efecto de 1a enzima de fantasmas, sino mds probablemente
a una recuperacion natural.

I1.B.2.1.2. Tratamiento de @nimales intoxicados por plomo con
ALA-D libre

A pesar de las conocidas complicaciones inmunolégicas, la
administracidon de L-asparaginasa para el tratamiento de la leuce
mia constituye todavia hoy una de las aplicaciones mds exitosas
de la terapfa enzimitica (Ihler, 1982). Se han obtenido también
algunos resultados alentadores inyectando intravenosamente gran-
des cantidades de glucocerebrosidasa libre purificada de placen
ta humana, directamente a pacientes con la enfermedad de Gaucher
(Brady y col, 1974), Sin embargo no hace falta recordar los nume
rosos problemas prdcticos asociados con la introduccidn de una
protefna extrafia en el organismo.

De todas maneras, era importante establecer el comporta-
miento de nuestro modelo animal frente a la administracién de
ALA-D 1libre.

Se emplearon ratones hembras éepa CF1, de 30 g, que reci-
bieron una dosis de 3 mg de acetato de plomo/kg, 20 horas antes
de administrarles una sola dosis de 0,1 ml de ALA-D purificada de
sangre humana, con una actividad de 6.600 nmoles PBG/ml, inyecta
da por la vena de la cola.

Es importante notar que varios animales murieron mientras
se les inyectaba la enzima, algunos reaccionaron normalmente en
tanto que otros presentaron contracciones, acompanadas de mues-
tras de dolor y malestar general durante tiempos variables, lue-
go de 10 cual se fueron recuperando lentamente.

A intoxicados y controles se efectud el mismo tratamiento
que en las experiencias administrando enzima encapsulada.

Los resultados obtenidos se ilustran en la Figura 27. Pue
de observarse que la enzima libre produce inicialmente una reac-
tivacidn del ALA-D eritrocitaria, pero es eliminada de la circu
lacién después de las 2 horas, de manera que en poco tiempo la
actividad circulante estd nuevamente en los niveles iniciales y
no hay posterior recuperacidén. La radpida eliminacién de la enzi-
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ma libre se evidencia también en los perfiles correspondientes
al higado y bazo. La respuesta del rifion no agrega nada en par-
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FIGURA 27: Efecto de la administracién de enzima exdgena

libre sobre los niveles de ALA-D, eritrocita-
ria (Q), hepdtica (@), de bazo (A), de ri
fi6bn (A ) en ratones intoxicados por plomo.
Los animales recibieron una dosis de enzima a
tiempo 0. Los niveles de actividad de los ani
males intoxicados a tiempo 0 fueron los indi-
cados en la leyenda de l1a Figura 26 .

Las actividades de ALA-D en nmPBG/ml en los a
nimales controles no intoxicados fueron:
215,3 en eritrocitos; 145,0 en higado;

79,5 en bazo y 42,0 en rifion,

Los demas detalles experimentales y la metodo
logia empleada se describen en el texto y Ma-
teriales y Métodos respectivamente.

Ain es poco 1o que se sabe sobre el mecanismo de captura
de enzimas libres y acerca del efecto de la enzima sobre su sus-
trato en el tejido que la ha incorporado; sin embargo, en este
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caso en particular podemos concluir que la administracidn del
ALA-D 1ibre no resulta beneficiosa para el tratamiento de la in
toxicacidn por plomo; dado que no tiene accidon alguna sobre la
actividad del ALA-D en la sangre circulante; de manera que no
habrd disminucidon de los niveles incrementados de su sustrato
ALA que continuard produciendo, entre otros, los conocidos efec
tos a nivel neurolégico, asociados con la intoxicacién por plomo.

II.B,2.1.3. Tratamiento de animales intoxicados por plomo con
sangre normal, entera autfloga

En realidad la terapia por reemplazo enzimdtico ha sido
practicada por lo menos por dos generaciones de médicos, que han
transfundido sangre entera fresca a pacientes con problemas de
coagulacién. En estos casos la enzima que estaban reemplazando
era una protefna plasmdtica.

De manera que nos parecid también de interés, establecer
la respuesta de los animales intoxicados por plomo a una transfu
sion de sangre normal entera autbloga.

A un lote de ratones hembra cepa CF1 intoxicados en igual
forma que en las dos experiencias anteriores se les administrd
0,5 ml de sangre de animales normales de la misma familia. Luego
de la aplicacibn se trataron como antes y los resultados se mues

tran en la Figura 28.

Hubo una muy ligera recuperacién del ALA-D eritrocitaria
a la hora de comenzado el tratamiento, pero ya a las 4 horas, el
nivel de la enzima habia caido al valor inicial de la intoxica-

cibn, y no volvid a recuperarse.

La actividad del ALA-D en higado y bazo, asi como en ri-
fién, fue aumentando lentamente hasta los 3 dias acercandose a los
datos normales, correspondiendo estos cambios muy probablemente

a una recuperacidon natural.

En concltusién, una simple transfusidn  sanguinea tampoco
tendria efectos beneficiosos en la intoxicacidén por plomo,
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FIGURA 28: Efecto de la administracion de sangre entera
aut6loga, sobre los niveles de ALA-D, eritro
citaria (QO), hepdtica (@), de bazo (A) vy
de rifibn (A ) en ratones intoxicados, aplica
da a tiempo O,

Las actividades de ALA-D en nmoles PBG/ml en
los animales controles no intoxicados.fueron:
340,8 en eritrocitos; 176,6 en higado; 126,4
en bazo y 38,5 en rin6n. E1 resto de las con
diciones experimentales son similares a las
indicadas en las leyendas de las Figuras 26

y 27.

I1.B.2.1.4. Recuperacidn.natural de los animales intoxicades por
plomo

Es bien conocido el hecho de que una de las primeras medi
das que se adopta en un caso de intoxicacién por plomo, es el ale

jamiento o separacion del paciente de la fuente productora del
dano.



En consecuencia, para la evaluacidén final de la terapia
por reemplazo enzimdtico,empleando fantasmas de eritrocitos car
gados con enzima, deberd tenerse también en cuenta el comporta-
miento de los animales intoxicados, sin tratamiento posterior
alguno, a lo largo del tiempo, luego de haber recibido, como en
las experiencias anteriores una tnica dosis de 3 mg de acetato
de plomo/kg de peso. Se emplearon ratones hembras de iguales ca
racteristicas, tratados asimismo en condiciones andlogas a las
ya descriptas.

En la Figura 29 se muestran los resultados obtenidos.

100 {+

Actividad ALA-D {%)

. Horas
S 0ptas

FIGURA 29: Cambios en la actividad del ALA-D, eritrocita
ria (O), hepdtica (@), de bazo (A) y de ri
iion (A ), en animales intoxicados por plomo,
a lo largo del tiempo luego de haber recibido
una sola dosis de 3 mg de acetato de plomo/kg
de peso.

Las actividades de ALA-D en nmoles PBG/ml en
los animales controles no intoxicados fueron:
340,8 en eritrocitos; 200,4 en hfgado; 66,8
en bazo y 49,0 en rifibn. E1 resto de las con
diciones experimentales son similares a las
indicadas en las leyendas de las Figuras 26

y 27.
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Observamos gue no hay recuperacién del ALA-D eritrocita
ria, en tanto que en higado y rifidn, recién comienza a las 24 ho
ras; es llamativa la respuesta en bazo, que muestra una reaccidn
mids lenta de este drgano frente al Pb, apreci&ndose una mayor
inhibicién a las 24 horas; luego de lo cual, también empieza a
recobrar la actividad. Pero de todas maneras, el proceso es len
to en estos tres Oorganos y nulo en eritrocitos.

I1.B.2.1.5. Tratamiento de animales normales con fantasmas de
eritrocitos autélogos cargados con ALA-D

Existe relativamente poca informacién acerca del efecto
per se de la administracibn 4in vivo de fantasmas de eritrocitos
ya sea como tales o conteniendo protefnas o drogas; sin embargo
los datos existentes (Green y col, 1980; Beutler y col, 1977 b))
parecen indicar que su aplicacion no produce ningin efecto ad-
verso sobre el organismo.

De todas maneras, para completar este cuadro de ensayos,
se estudid el comportamiento de animales normales, no intoxica-
dos, a 1os cuales se le administraron fantasmas de eritrocitos
aut6logos cargados con ALA-D, en la misma forma en que fuerawn
aplicados a los animales intoxicados por plomo.

Se trabajd en idénticas condiciones,con el mismo tipo de
animales que en todas las experiencias anteriores y l1o0s resulta
dos obtenidos se ilustran en la Figura 30.

Observamos que nuestros datos estdn de acuerdo con los
de los autores mencionados antes, en el sentido de que, la admi
nistracidon de los fantasmas cargados no afecta significativamen
te la actividad del ALA-D en ninguno de los tejidos.
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FIGURA 30: Efecto de la administracidon de fantasmas de e-
ritrocitos autélogos cargados con ALA-D sobre
los niveles de ALA-D, eritrocitaria (Q), hepa
tica (@), de bazo (A) y de rinién (A ), en a-
nimales normales (no intoxicados).

Los animales recibieron una sola dosis de ALA-D
encapsulada a tiempo 0. Las actividades de
ALA-D en nmol PBG/ml iniciales fueron: 411,0 en
eritrocitos; 167,7 en higado; 96,0 en bazo y
41,2 en rinon. E1 resto de las condiciones expe
rimentales son similares a las indicadas en la

leyenda de la Figqura 27.

II1.B.2.1.6. Andlisis comparativo de la respuesta de animales in-
toxicados sometidos a los distintos tratamientos y de
animales normales a los cuales se les administraron
fantasmas cargados con enzima

E1 hecho mas saliente que surge, de todo el conjunto de en
sayos realizados con el modelo animal, es que los cambios mds impor
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tantes, desde el punto de vista de la aplicacién de la terapia

enzimitica en la intoxicacién por plomo, se producen a nivel de
la sangre circulante. Recordemos una vez mis que es precisamen-
te el ALA-D de eritrocitos uno de los pardmetros m&s sensibles

para un diagndstico temprano de este tipo de intoxicacién.

La eficacia del tratamiento por reemplazo enzimitico, em
pleando fantasmas de eritrocitos aut6logos cargados con ALA-D,
se ilustra claramente en la Figura 31.

ERITROCITOS |

/#/D‘~O_ ......... _o_. ....... o

1+fE) O—O

1+E O---0O
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I o. ...... ..o
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FIGURA 31:Comparacién entre la respuesta del ALA-D eritro
citaria en los animales intoxicados sometidos a
distintos tratamientos y en animales normales a
los cuales se le administraron fantasmas carga-
dos con enzima.
I: animales intoxicados; N: animales normales;
F(E): fantasmas de eritrocitos cargados con la
enzima ALA-D; E: enzima libre; sne: sangre nor
mal entera.
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Es evidente que ninguno de 1os otros tres tratamientos
puede igualar la respuesta de la administracion de enzima encap
sulada en fantasmas, que de por si no produce ningin efecto ad-
verso sobre los animales normales.

Por otro lado, un rdpido andlisis de lo que sucede en los
otros tres 6rganos, no hace mds que enfatizar el cardcter pro-
tector del higado (Figura 32)y bazo (Figqura 33), que rédpidamen-
te secuestran de la circulaciéon al elemento extraifo, o que natu
ralmente reécobran su actividad, cuando no hay mas ingreso de Pb
al organismo, o simplemente se aplica una transfusidn sangufinea.
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FIGURA 32: Comparacidn entre la respuesta del ALA-D hepdtica
en los animales intoxicados sometidos a dis-
tintos tratamientos y en animales normales a
los cuales se le administraron fantasmas car
gados con enzima.
I: animales intoxicados; N: animales normales:
F(E): fantasmas de eritrocitos cargados con
la enzima ALA-D; E: enzima libre: sne: sangre
normal entera.
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FIGURA 33: Comparacién entre la respuesta del ALA-D de
bazo en los animales intoxicados sometidos a
distintos tratamientos y en animales norma-
fes a los cuales se le administraron fantas
mas cargados con enzima,

I: animales intoxicados; N: animales norma-
les; F(E): fantasmas de eritrocitos carga-

dos; E:

tera.

enzima libre; sne: sangre normal en-

Por G1timo los cambios observados en el rifi6n (Figura 34),

fueron los esperados,

pues se trata de un tejido con muy reduci-

da capacidad de captura de eritrocitos o sus fantasmas (Ihler,

1982),
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PIGURA 34: Comparacidn entre la respuesta del ALA-D de
rifndn en los animales intoxicados sometidos a
distintos tratamientos y en animales norma-
les a los cuales se le administraton fantasmas
cargados con enzima.

I: animales intoxicados; N: animales normales;
F(E):fantasmas de eritrocitos cargados con la
enzima ALA-D; E: enzima libre; sne: sangre
normal entera.

II.B.2.1.7. Conclusiones

Los resultados obtenidos con el modelo animal, nos permi
ten afirmar que la administracidon del ALA-D encapsulada en fan-
tasmas de eritrocitos autélogos o is6logos, es un tratamiento
seguro, sin riesgos, que compensa el defecto enzimdtico en sangre
de los animales intoxicados por plomo y que puede aplicarse tam-
bién con éxito en casos humanos.
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I1.B.2.2. Paciente, Primera aplicacifn de la terapia por reem-
nlazo enzimdtico en un caso humano de intoxicacién

crénica por plomo

[1.8.2.2.1. Preparacifn de los fantasmas autélogos conteniendo
el ALA-D

Mediante ia técnica previamente desarrollada y descripta
antes,a bartir de 500 m1 de sangre del mismo paciente se prepa
raron los fantasmas correspondientes conteniendo el ALA-D, puri
ficada de 3 1 de sangre normal. Se obtuvieron 100 ml de fantas-
mas, que se suspendieron en un volumen igual de solucibén salina
(actividad 2,47 U/mg 6 128,4 U/ml), y se administraron al pacien
te por transfusion endovenosa a lo largo de 2 horas. Todo el pro
cesn, realizado en condiciones estériles, desde la extraccidn de
la sangre hasta su transfusién total llev6é 10 horas.

11.8.2.2.2. Paciente. Observaciones clfnico-biogquimicas

A.A., 43 afios de edad, registro: 182.514., Hospital Gral.
de Agudos J.M. Ramos Mejfa.

Primera internaci6n: Div., B.U. 4 C102; desde el 16/1/82
hasta el 1/2/82. Motivo de internacidn: c6lico abdominal. Antece
dentes personales: no alcoholismo, no drogas,-bebedor de 8 a 12
pocillos de café por dfa, y fumador de 80 cigarrillos diarios,
h§bito que abandoné hace 9 afios. No ha padecido enfermedades in-
fecto contagiosas. Antecedentes laborales: contacto con diferen
tes formas de presentacién del plomo desde los 20 afios de edad.
Antecedentes familiares: hijos con datos de laboratorio compati-
bles ¢on cuadro de presaturnismo (como se discute mds adelante ).
Antecedentes de enfermedad actual: se inicia a los 29 afios de e-
dad después de haher trabajado varios meses en fundicién de plo-
mo, con cambios de carfcter, sindrome depresivo, sfntomas que du
ran 2 meses, sequidos por cuadro brusco de cefaleas, delirios, vd
mitos, ataxfa, hipoacusia, alteraciones visuales y pérdida de la
conciencia; requirié internacidn de urgencia en una clfnica pri-
vada durante 20 dias, perfodo en el cual se efectuaron diversos
estudios complementarios. que incluyen puncién lumbar y arterio-
grafias. Se le aplic6é canalizacién y goteo de soluciones glucosa-
des varios dias; sin tratamiento especifico. Es dado de alta me-
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jorado, sin diagnéstico. A los 35 anos de edad (1974) presenta
dolor precordial intenso, es internado durante 5 dias; déndose

de alta sin aparente compromiso orgdnico, 2 dfas mds tarde pade-
ce intenso dolor abdominal tipo c6lico que motiva una interven-
cidén quirdrgica por aparente v6lvulo intestinal a las 54 horas

de la operacidn sufre nueva precordialgia diagnosticdndose infar
to de miocardio de cara diafragmdtica. Se prescribe reposo 40
dias. Estuvo asintomatico durante 6 afios, cuando reaparece cuadro
de cdlicos abdominales subintrantes, con periodos de calma de 7
dias, se acompafa de impotencia funcional de miembros inferiores
y en agosto de 1981 comienza con impotencia sexual. Dada la per
sistencia de la sintomatologia abdominal fue colesistectomizado

en 1981. A pesar de ello contindan sus sfntomas abdominales, por
cuyo motivo es internado en el servicio del H.R. Mejia, en enero
de 1982. Examen fisico de ingreso: paciente moderadamente enfer
mo, hemodinamicamente compensado, TA 150/100, FC: 68/min, FR:16/min,
afebril, peso: 85,500. Celular subcutdneo regular y universalmen
te aumentado, cicatrices:mediana supraumbilical, paramediana de
recha, y en fosa iliaca derecha (de apendicectomia); eventracidn
mediana supraumbilical; mucosa bucal con "ribete de Burton". Apa
rato Respiratorio y Circulatorio; sin signos semioldégicos pato-
16gicos. Abdomen: dolor difuso a la palpacién superficial, con
disminucién a la palpacidn profunda.El resto del examen abdomi-
nal sin particularidades. Examen neuroldgico: abolicidn del refle
jo patelar y aquileano bilateral. Estudios complementarios: 1) ra
diograffa de t6rax, cardiomegalia a expensas de ventriculo iz-
quierdo, diafragmas aplanados, botén adértico prominente, campos
pulmonares libres. 2) ECG: ritmo sinusal, regular FC: 88; PR: 0,10;
QRS: 0,12; eje de QRS: entre 0 y menos 30 grados; Q profunda en
D2, D3 y AVF (no varia la inspiracién profunda); S profundas en
V6, R altas en V1; alteraciones de la repolarizacidon. Conclusio-
nes: secuela de infarto de miocardio de cara diafragmdtica, hi-
pertrofia ventricular izquierda. 3) EMG; (3.2.82) se explord del
toides, cuadriceps extensores del antebrazo, velocidad de conduc
cion:CPED: 35 m/seg, Med: derecha 40 m/seg revelandose ambas dis
minuidas, se vid compromiso neurdgeno crbénico sin actividad de-
nervatoria actual. DiagnGstico: polineuropatia de tipo axénico
neuronal, de grado moderado con buena compensacidon colateral.
Analisis: Ht. 36%; Hb 12,2 g%; GB 6.800/mm3; glébulos rojos con
punteado bas6filo; ESD 27 mm; uremia 0,38 g%ojuricemia 7 mg%

(N: 7 mg%) excrecidén de dcido drico 620 mg%o(N: 600), creatini-
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na 1,1 mg%; quick 65%; KPTT 38 seg; orina: dens 1.027, pH dcido,
cristales de dcido dGrico. Hepatograma y proteinograma normales.
Prueba de B.S.T. algo lenta pero dentro.de 1fmites normales.

Se sospecha una intoxicacidn plimbica, 1o cual se confir
ma en base: a la excrecifn urinaria aumentada de ALA y porfiri-
nas, principalmente Coproporfirina, a la actividad significati-
vamente reducida de ALA-D eritrocitaria y a los altos niveles
de plomo en sangre (Tabla XII) (Enero 24, 1982).

Efectuando el diagnostico de saturnismo se medica con dex
trosa al 10% (10 a 20 mg/kg) por 2 horas, tratando de conseguir
buena diuresis (350 a 500 m]/m2/24 h) y 1 gr de gluconato de cal
cio, es repetido en 2 oportunidades. E1 paciente fue dado de al
ta, asintomitico, por su propia voluntad, organizando su inter-
nacién para el tratamiento especifico.

Segunda internaci6n: desde el 20/2/82 hasta el 1/3/82. Pa
ciente asintomdtico, sin dolor abdominal; continda con impoten-
cia sexual y polineuritis. Examen ffsico: sin cambios. Los datos
bioquimicos en cuanto a la actividad enzimdtica y plimbica sefia-
tan un ligero empeoramiento (Tabla XII) (15/2/82). Se realiza un
tratamiento con quelantes: BAL: 3 mg/kg/dosis/IM cada € horas du
rante 2 dfas; luego cada 8 horas durante 4 dfas; y luego cada 12
horas durante 2 dias; total 20 dosis. EDTA (c&lcico-sédico):

30 mg/kg/dfa, en 500 m1 de dextrosa al 5% EV, a pasar en 4 horas
(42 gotas/min). Igual dosis durante 8 dfas.

A pesar del tratamiento, realizado sin complicaciones, no
hubo cambios significativos en 1os niveles urinarios de precurso
res, plomo en sangre o en la actividad del ALA-D, como podemos
ver los datos correspondientes al 5 y 26 de abril en la Tabla XII;
inmediatamente de concluida la quelacifén, se di6 de alta al pa-
ciente para su seguimiento por conhsultorio externo.

Aunque sabemos que la intoxicacidn con plomo es claramen-
te un desorden adquirido en el metabolismo del hemo, de todas
formas se realizé un estudio de algunos familiares consanguineos
del pacienté, en el momento de su sequnda internacién (Tabla XIII).
Es interesante observar que, aquellos miembros de su familia, co
mo su esposa Yy sus tres hijos, que vivifan bajo el mismo techo,
si bien no mostraban ningGin signe clinico, tenfan niveles bajos
de ALA-D, en particular los dos hijos varones (casos 3 y 5) que
habian estado ayudando al paciente en sus trabajos de plomeria,
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el hijo mayor también presenta niveles de plomo superiores a
los normales y una excrecidon urinaria de precursores por arriba
del 1imite control. Por otra parte, dos hermanas del paciente
(casos 6 y 7) que viven en otro domicilio, son completamente
normales.

IT.B.2.2.3, Aplicacion de la terapia por reemplazo enzimdtico

En este paciente el tratamiento con quelantes no produjo
ningin beneficio, ni clinico ni bioquimico. A comienzos de di-
ciembre de 1982, por presentar nuevos episodios de célicos, sin
mediar exposicidon al plomo y dado que los datos de laboratorio
eran prdcticamente los mismos que 10s obtenidos en los udltimos
estudios previos, se hizo una tercera internacidn (3.12.82 al
17.12.82) y se decidid aplicar la terapia por reemplazo enzimdti
co, empleando fantasmas de globulos rojos autélogos cargados con
ALA-D.

Como se sefialara, a pesar de varios intentos, hasta el mo
mento, no se habia logrado ningln resultado prdctico con la a-
plicacion de la terapia enzimdtica en alguna enfermedad humana.
Sin embargo, se considerd que en este caso se daban todas las
condiciones para que el tratamiento fuera un éxito. En base a
nuestros exhaustivos estudios previos, tanto <n vitro, como en
los modelos animales £in vivo, se demostr6 que la administracién
del ALA-D encapsulada en fantasmas de eritrocitos, a animales in
toxicados con plomo, era absolutamente segqura, sin riesgos y po-
dfa compensar el defecto bioquimico, restaurando la actividad
del ALA-D, significativamente reducida, a niveles normales.

Se informé cuidadosamente al paciente acerca del nuevo
tratamiento, luego de 1o cual éste dio su total consentimiento.

E1 6 de diciembre, se traté el paciente con 100 ml de fan
tasmas de eritrocitos autdélogos cargados con 25.600 unidades de
ALA-D. Se 1o controlé permanentemente durante las primeras 24
horas; la transfusidn de la enzima no produjo ningin efecto so-
bre la presidon sanguinea, el ritmo de la respiracién, pulso,
temperatura y otros signos vitales, (FC: 70, FR: 16, TA: 150/95,
Tax: 36,8), (diuresis horaria conservada). Tampoco se observaron
anormalidades en las funciones renal o hepatica ni hubo ningin
otro sintoma subjetivo asociado con la administracién de la enzi
ma en esta forma. Se tomaron seis muestras de sangre y orina a
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lo largo de las primeras 24 horas, luego una diariamente hasta

los 11 dfas y a continuacion cada tres o cuatro dfias.

En la Fi

gura 35 se muestran los datos obtenidos. Se aprecid un significa
tivo aumento en la actividad del ALA-D a la hora, con un pico a
las 2 horas seguido de un descenso de 7-10% a las 4 horas y lue

go una recuperacion constante a las 16,

24 horas, alcanzando un

segundo mdximo después de 2 dias de la transfusidon, estos nive-

les se mantuvieron alrededor de una semana,

al dia 10 comenz6 a

disminuir ligeramente hasta el dia 14 para finalmente estabili-
zarse en ese valor. El paciente continda siendo controlado pe-
riédicamente, a fin de seguir su evolucién clifnica y bioquimica

a largo plazo.
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FIGURA 35: Efecto de la terapia por reemplazo enzimdtico, em

pleando fantasmas de eritrocitos autélogos carga-
dos con ALA-D, administrados a un paciente con
intoxicacién plambica crbnica sobre: los niveles

de ALA-D (A ), ALA urinario (Q), PBG urinario (),
porfirinas urinarias () y Pb en sangre (W).

E1 paciente recibié una dnica dosis de enzima al
tiempo 0. Los demds detalles experimentales se

dan en el texto.
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Es importante notar aqui, que la respuesta del paciente
fue bastante semejante a la observada con los animales, es 1la
mativo el primer pico de las 2 horas, y luego de un descenso,
la nueva recuperacidn hasta loarar estabilizarse a un determinado
nivel que sabemos depende de la dosis de enzima suministrada.

Ademds, se encontrd que la excrecidn urinaria de precur-
sores y porfirinas se normalizé rdpidamente en tanto que la con
centracion de plomo en sangre se redujo un 45% (Figura 35).

Aunque a menudo es diffcil valorar los cambios subjeti-
vos, podemos decir que durante el tratamiento se observ6 una ra
pida mejoria en el estado general y animico del paciente. No se
detectd ningin efecto colateral indeseado, asf como tampoco nin
guna anormalidad en el sistema de coagulacién o en la funcidn
hepdtica durante o después de la transfusién. Desaparecieron to
dos los sintomas, en tanto que los parametros clfnicos y bioqui
micos se normalizaron.

Es interesante comentar que ya desde su primera interna-
cién en el Ramos Mejfa, el paciente se habfa quejado de impoten
cia sexual; después del tratamiento con fantasmas cargados con
ALA-D, el paciente confesé haber recuperado totalmente su capa-
cidad sexual. Se sabe que la exposici6én a muy bajas dosis de
plomo (2 ug/kg de peso corporal) produce dahos en la espermato-
génesis y a la altura de la sfntesis de RNA durante la fase de
divisién celular (Erogova y col, 1966), también se han observado
problemas androgénicos asociados a una disfunci6én sexual en hom-
bres expuestos a gasolina conteniendo antidetonantes a base de
plomo (Neshkov, 1971) o a plomo inorgdnico (Lancranjeanycol,
1975). Por otra parte recordemos que la eliminacién de ciertos
metales polivalentes incluyendo el plomo, por medio de la quela
cién, aumenta drdsticamente 1la vida media del espermatozoide
(Bjorksten, 1968).

La recuperacion de la funcién sexual en nuestro paciente,
es otro signo claro y evidente del efecto beneficioso producido
por la terapia empleada. Podriamos todavia especular, suponiendo
que la carga de ALA-D administrada en los fantasmas de eritroci-
tos, no s6lo se empled para metabolizar el exceso de ALA y res-
taurar la actividad del ALA-D a niveles cercanos a los normales,
sino que tamién es posible que parte de la enzima exdgena haya
estado actuando como una especie de quelante, secuestrando una
fracci6n del plomo circulante.
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También pensamos que es muy probable que la adminsitra-
cién de una cantidad mayor de enzima podria haber sido aiin mas
efectiva, de manera que los efectos hubieran sido todavia mas in
tensos que los observados en el caso de este paciente, disminu
yendo por ejemplo bastante mds los niveles de plomo en sangre.
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CONCLUSIONES FINALES




248

IT.C. CONCLUSIONES FINALES

Se habia establecido que la terapia por reemplazo enzimi
tico era un prometedor enfoque terapéutico, sin embargo adn no
se habia logrado ningdn resultado positivo (Beutler, 1981).

Los fantasmas de eritrocitos poseen muchos de los atribu
tos de un carrier ideal para enzimas (Ihler, 1979) y uno de 1los
mds importantes es que se puedeusar la misma sangre del paciente,
Sin embargo hasta este trabajo, el {nico intento anterior de su
aplicacidn en un caso humano habia sido en un ensayo infructuo-
so para tratar la enfermedad de Gaucher mediante la administra-
cién de glucocerebrosidasa encapsulada en glébulos rojos del mis
mo paciente (Beutler y col, 1977a).En ese interesante trabajo,
aunque los resultados obtenidos fueron de dudoso beneficio, el
caso de una paciente con la enfermedad en estado muy avanzado,
que finalmente muridé; los autores demostraron sin embargo, que
la aplicacion de esta terapia no era riesgosa.

Los resultados de nuestros extensos estudios previos en
modelos animales, fueron indudablemente muy estimulantes y nos
impulsaron, con la seguridad de lograr un efecto positivo, a 1
niciar el tratamiento por reemplazo enzimatico en un caso de in-
toxicacién cronica por plomo por cuanto Gnicamente en una prueba
clinica se puede evaluar la eficiencia clfnica de cualquier te-
rapia.

En consecuencia, seqgin nuestros conocimientos, esta es la
primera vez que se aplica con éxito en la clinica humana, el uso
de una enzima encapsulada en fantasmas de eritrocitos para el
tratamiento de una enfermedad.

En el presente estudio se han empleado glébulos rojos
autélogos, pero también podrian utilizarse células de un donor
del mismo grupo sanguineo.

Hasta el momento la intoxicacidon por plomo se trata gene
ralmente con agentes quelantes, tales como el BAL, EDTA o peni-
cilamina que con frecuencia producen efectos colaterales indesea
dos, por 1o cual debe realizarse uncuidadoso control para evi-
tar una posible toxicidad de la medicacién. E1 tratamiento que
hemos desarrollado y estamos proponiendo, estd practicamente 11
bre de efectos colaterales.
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De estos resultados surge ademds, que un gran nimero de
pacientes intoxicados por plomo podrian beneficiarse con esta
nueva forma de terapia.
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