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MIMEfiMfiEE

Todas las células vivas emplean el mismo camino biosintg
tico para formar hemoy clorofila, hasta la etapa de Protoporfi­
rina IX. En base a los estudios de los últimos 40 años, se posee
hoy abundante información acerca de esta secuencia metabólica,
tanto en cuanto a sus metabolitos comoa las enzimas involucra­
das.

Nos interesa, en este caso, la 6-Aminolevülico Dehidrasa
(ALA-D), que cataliza la conversión de dos moléculas del precur
sor ó-Aminolevülico (ALA) en el primer y ünico precursor aromá­
tico, el monopirrol Porfobilinógeno (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 está disminuida, con
siderándoselo como un indice del grado de intoxicación por plomo.
Otros metales también inhiben o aün activan el ALA-D, de manera
que a menudoresulta compleja la interpretación de los efectos
de ciertos iones inorgánicos sobre el ALA-D.De alli que resulta
ra interesante reinvestigar, no sólo la acción del plomo sobre
esta enzima sino también la de otros iones que normalmente están
presentes en la sangre.

Si bien la enzima de sangre se ha purificado parcialmente,
la mayoria de los datos relacionados con los efectos del plomo y
otros metales pesados se han realizado con glóbulos rojos enteros
o hemolizados o aün con sangre total. Por ello se consideró de
interés llevar a cabo un estudio comparativo con preparados cru­
dos y parcial o altamente purificados de la enzima.

Se intentó desarrollar entonces un nuevo método para la
purificación de la enzima de eritrocitos. Una de las mayores dí­
ficultades al trabajar con sangre es precisamente la separación
de las enzimas de la hemoglobina. Se planeó ensayar un tratamien
to distinto, con solventes orgánicos, con el cual se esperaba
desnaturalizar selectiva y totalmente a la hemoglobina. Las eta­
pas siguientes dependerian de los 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 aún hereditarias,se planteó la posibili



dad de compensar esta deficiencia o bloqueo enzimático meoiante
la administración exógena de la enzima.

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

Se planearon entonces estudios tendientes a la búsqueda y
desarrollo de una preparación de ALA-Dde eritrocitos insolubili
zada que tuviera las pr0piedades mencionadas.

En primer lugar se pensó en un tranSportador que permitig
ra una lenta solubilización del mismo, una vez introducido en el
organismo. con liberación simultánea de la enzima activa unida a
fragmentos del soporte, proyeCtándose asi una serie de experien­
cias utilizando derivados oxidados de Sephadex comomatriz, a los
cuales se les uniria el ALA-Dpurificada.

Ademásdel carrier anterior, se planeó ensayar con los mis
mos fines, el uso de eritrocitos. Los eritrocitos poseen muchas
de las caracteristicas de un carrier ideal. Para Su preparación
puede emplearse sangre del mismo animal o paciente. Considerando
que los eritrocitos pueden circular casi tanto tiempo comolos
glóbulos 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 trasladará a los lisosomas de las células fagociticas.

Teniendo en cuenta que en las intoxicaciones por plomo el
ALA-Destá significativamente disminuida, el objetivo final era
la aplicación de la terapia por reemplazo enzimático, para lo
cual se llevarían a cabo estudios ¿n uitno e ¿n Vivo con animales
intoxicados, luego de determinar las condiciones para el encapSu­
lamiento de la enzima purificada en los fantasmas de eritrocitos.



INTRODUCCION



CAPITULO I

TETRAPIRROLES Y COMPUESTOS DERIVADOS

Estructura y Nomenclatura
1.1.1. Porfirinas
1.1 2 Metaioporfirinas
1.1.3 Compïejos de Hemo y Hematina
I 1.4. Cïorofiias
I 1 5 Tetrapirroïes de cadena abierta

Propiedades fisicas de Ios tetrapirroies
1.2.1. Soïubiiidad
1.2.2. ESpectrOS de absorción
1.2.3. FiuoreSCencia

i tribución de] Hemo
1 Generaiidades
2 Hemogiobina
3. Miogiobina
4. Citocromos
5 Peroxidasas
6 Cataiasas
7

D

I

I.
I.
I

I

I

I Triptofano pirroiasa

S

3

3

3.
.3.

3

3

3

Ciorofiia..Distribuci6n
1.4.1. Ciorofiïa de piantas
1.4.2. Cïorofiïa de bacterias fotosintéticas
Porfirinas
1.5.1. Porfirinas en animaies
1.5.2. Acumuiación de porfirinas en organismos no

fotosintéticos
1.5.3. Acumuiaciónde porfirinas por bacterias f9

tosintéticas

Vitamina 812
Referencias

_¡_l_¡_¡_a_¡._a_a._a_¡ NombWNNN

—I—l_l ©6009

NNN OOO

21

24



I. TETRAPIRROLES Y COMPUESTOS DERIVADOS

1.1. Estructura y Nomenciatura

Los tetrapirroies son derivados de 1a porfina (Figura
1.1.) que contiene cuatro aniiios pirróiicos (A, B, C y D) Uni­
dos entre si a través de cuatro puentes metenos (a, B, Y Y 5).

FIGURA1.1.: Porfina

La existencia de dobies eniaces aiternados en ios 16 ¿to
mos de carbono internos de] aniiio da iugar a una estructura re
sonante aitamente resistente a modificaciones químicas. Esta mg
iécuia resonante tiene una estructura piana, con todos los átg
mos en e] mismo piano.

Las estructuras de ios distintos tetrapirroies encontra­
dos en 1a naturaleza derivan de 1a porfina según varias modifi­
caciones:

1) Por sustitución de ios átomos de carbono externos (numerados
dei 1 a1 8) de ios aniiios pirróiicos; e] sustituyente puede
ser un grupo aiquiio, o un átomo de H y un grupo aiquiio co­
moen ias ciorofiias.

2) Por inserción de un meta] para formar un complejo; tales com
piejos metáiicos pueden iuego modificarse por cambios de va­
iencia, por formación de compuestos de coordinación y por com
binación con proteinas especificas.



3) Por sustitución o reemplazo de los carbonos de los puentes
meteno. Los sustituyentes pueden ser átomosde H como en los
porfirinógenos. o un anillo ciclopentanona comoen las clo­
rofilas. El anillo corrina, tipico de los derivados de la
vitamina 812, ha perdido el carbono del puente meteno 6.

Una modificación de la estructura básica de la porfina
de especial importancia involucra la reducción de los carbonos
de los puentes meteno a metileno. Esta adición de hidrógenos
destruye la resonancia del anillo de 16 miembros. Los compues­
tos reducidos, llamados porfirinógenos, no presentan la carac­
teristica de absorción en el visible que tienen las porfirinas.
Los porfirinógenos no son moléculas planas, y son muy inesta­
bles a la oxidación por el aire (Figura 1.2.).

FIGURA1.2.: Representación
esquemática de
la estructura de
un porfirinógeno
tipo I.

I.l.l. Porfirinas

Las porfirinas son tetrapirroles libres de metales que
se diferencian estructuralmente por la naturaleza y el ordena­
miento de las cadenas laterales en posición B de los anillos pi
rrólicos. Por ejemplo, la uroporfirina tiene cuatro restos acá
tico y cuatro restos propiónico (Figura 1.3.). Comoexisten
cuatro ordenamientos posibles de los restos acético y propióni
co en el núcleo tetrapirrólico, existen cuatro isómeros de pg



sición de 1a Uroporfirina (Tipo I, II, III y IV).

quan
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FIGURA1.3:: Estructuras de 1a Uro y C9
proporfirina III.

Para 1a protoporfirina, que posee restos metilo, viniio
y propiónico, existen 15 isómeros posibles, pero 5610 uno, 1a
Protoporfirina IX, es e] isómero natura] (Figura 1.4.).



CH3

Hat / CH=CH2

ch CH3

nz nz
C H2 ÍlïHz
COÜH CÜÜH

FIGURA1.4.: Protoporfirina
IX.

La naturaïeza seïeccionó sóïo una de las series isomérl
cas, 1a III, ya que todos los tetrapirroies fisiológicamente
activos tienen 1a mismaconfiguración que 1a uroporfirina III
y 1a protoporfirina IX.

Los isómeros tipo I de 1a uro y 1a coproporfirina fueron
aislados de fuentes naturaïes, pero no parecen tener ningún rol
fisioiógico y son el resultado de un desorden en e] metabolismo
de Ios tetrapirroies o de reacciones químicas no enzimáticas de
Ios precursores. En cuanto a derivados tipo II y IV, son 501a—
mente productos de sintesis quimica.

Las porfirinas se reducen a porfirinógenos incoloros por
tratamiento con amaigama de sodio; éstos son 10s verdaderos in­
termediarios en 1a biosintesis de ios tetrapirroies. Se oxidan
espontáneamente a porfirinas, y esta reoxidación puede aceierar
se por e] agregado de agentes oxidantes suaves, como e] iodo.

I.1.2. Metaïoporfirinas

Las porfirinas se combinan fáciïmente con varios metales
para formar queiatos, de eïios 5610 ios de hierro, magnesio y
cobaïto tienen roïes bio1ógicos importantes.



Existen en la naturaleza complejos de uro- y copr0porfl
rina con cobre, zinc y magnesio, por ejemplo en la orina; pero
éstos probablemente se formen espontáneamente, ya que las por­
firinas tienden a formar quelatos con muchafacilidad, en espe
cial bajo condiciones alcalinas suaves. Tanto las porfirinas
libres como sus ésteres se combinan con los metales, formando
complejos solubles en solventes orgánicos. Estas propiedades
muestran que los metales forman complejos de coordinación más
que sales.

Los complejos de hierro se conocen con el nombre de he­
mos, especificándose la naturaleza de la porfirina con un pre­
fijo adecuado (por ejemplo: mesohemo). El más conocido es el
protohemo o hierro-protoporfirina, en el cual el hierro puede
estar en estado ferroso o férrico. En la práctica, se utilizan
los términos hemoy hematina para referirse al protohemo ferro
so y férrico, respectivamente.

El hemo, grupo prostático de la hemoglobina, se oxida
rápidamente, 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 la hemoglobina, es el más utiliza
do en estudios bioquímicos.

1.1.3. Complejos de Hemoy Hematina

El hemo (Figura 1.5.) tiene una estructura planar, en la
cual la protoporfirina y el hierro están ubicados en el mismo
plano. El metal puede unirse por coordinación con dos iones, u
bicados arriba y abajo del planodel anillo de porfirina; estos
derivados se conocen como hemocromos o hemocromógenos. Entre las
sustancias que pueden formarlos se encuentran el peróxido de hi
drógeno, monóxido de carbono, oxigeno, iones cianuro y bases
nitrogenadas como la piridina y el amonio.

El 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 llamados
hemicromos. En los hemicromos el hierro está en estado férrico;
en los hemocromos, en estado ferroso.
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FIGURA 1.5.: Hemo

Las proteinas que tienen una hierro-porfirina comogru­
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 coordinación a través de gru­
pos funcionales convenientes, provenientes de residuos aminoá­
cido; además pueden formarse uniones adicionales entre resi­
duos aminoácido y las cadenas laterales del anillo porfirina.

La facilidad con la cual la mitad porfirinica se separa
de la proteina varia entre las hemoproteinas, dependiendo de
la presencia y naturaleza de las uniones covalentes. En ausen­
cia de tales uniones, los solventes orgánicos suelen ser efeg
tivos. Para romper uni0nes covalentes es necesaria la hidróli­
sis con ácidos o álcalis.

I.l.4. Clorofilas

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

l) 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
ciclación de la cadena lateral ácido propiónico en C-6 con
el meteno y.

4) La cadena lateral propiónica en C-7 está esterificada c0n un
alcohol isoprenoide de cadena larga, generalmente fitol.

En la naturaleza existen diferentes tipos de clorofilas,
las más 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 pirrólicos.

Clorofila a R1: CH=CH2

R2.CH3

Clorofila b R1: CH=CH2

Bacterioclorofila R1: C0-CH3

R2: L’:H3 y el anillo B

redUcido como el 0

FIGURA1.6.: 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 cg
rrespondientes derivados de la bacterioclorofila llevan el prg
fijo "bacterio".

Todas las clorofilas ¿n vivo están unidas a complejos li
poproteicos pero aün se desconoce la naturaleza de la unión. Co
mo pueden extraerse fácilmente c0n solventes orgánicos, no se
cree que existan uniones covalentes fuertes.



1.1.5. Tetrapirroles de cadena abierta

Estos compuestos muy coloreados se encuentran 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 hidrogenación de los átomos de C que unen
los anillos pirrólicos. Comolos compuestos de cadena abierta
han perdido la estructura resonante del núcleo porfirina, son
inestables y fácilmente oxidables. El tipo y la distribución de
las cadenas laterales alifáticas 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 oxidación del carbono
del puente metilénico a por acción de una u-metenil oxidasa,
con liberación de monóxido de carbono. El producto de esta 0x1
dación se convierte rápidamente en el tetrapirrbl de cadena a­
bierta conocido comobiliverdina IX a (Figura 1.7.), que luego
sufre una reducción enzimática a bilirrubina IX a. La bilirru­
bina es transportada al higado donde se convierte en un diglu­
curónico soluble en agua, de manera que se excreta en el duodg
no por la bilis.

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

1.2. Propiedades fisicas de los tetrapirroles

I.2.l. Solubilidad

La estructura relativamente grande, planar y aromática
del núcleo tetrapirrólico le confiere propiedades predominante
mente hidrofóbicas. Sin embargo, esta caracteristica está modi
ficada por la presencia de sustituyentes laterales alifáticos,



portadores de grupos hidrofilicos, alcohólicos y carboxílicos.

M v M P P M M v

I I ll II I /I /I ,l
H0 N CH N CH/ N CH N OH

H

Blllverdlna lx at

M v M P P M M V

LL [Ill IIll fl
H0 N CH N CHZ N CH N OH

H H

Blllrrublna IX al

[lGURA1.7.: Estructuras de la Biliver­
dina IX u y de la Bilirru­
bina IX u
M: —Cll"; V: -(IH'-'CII;.

P: -cu,cnycnnu

Los solventes orgánicos más comúnmente empleados para la
extracción de tetrapirroles son éter y dioxano, aunque las clg
rofilas, en virtud de la presencia del resto fitol, también san
solubles en éter de petróleo.

Tanto las porfirinas como sus complejos metálicos son fé
cilmente solubles en solventes orgánicos acidificados, comopor
ejemplo: acetona-HCl; éter-“Cl;acetado de etilo-HCl, etc.

La solubilidad de los tetrapirroles en ácidos y álcalis
diluidos depende del número de ácidos carboxilicos libres; así
vemos que la Uroporfirina, con 8 restos carboxilo, es la más
soluble, en tanto que la Protoporfirina, con 2 restos carboxilo,
es la menos soluble.



"Ül "Ü PU"
H0 N CH2 N CH N CH/ N DH

H H H

Ficocianobihna

M E M P P H ñ
MÏNÍ ‘cnz/ :N: ‘cn/ÏN: ‘CH N \o

H H H

Ficoeritrobnína

FIGURA1.8.: Estructuras probables de 1a Ficocia
nobiiina y de 1a Ficoeritrobiïina
M: -CH3; E: -CH2CH3; P: -CH2CH¿C00H

1.2.2. Espectros de absorción

Las porfirinas presentan fuertes y caracteristicas tan­
das de absorción en ias regiones visibïe y u1travi01eta cercano
de] espectro, debido a 1a presencia deun sistema de dob1es Iiga
duras conjugadas en e] nucleo porfirinico. E1 espectro de absog
ción de 1os tetrapirroies es de fundamenta] importancia para
su identificación y estimación cuantitativa. Todas las porfiri
nas exhiben un máximo de absorción en 1a región entre ios 350
y 450 nm, conocida como banda de Soret, que es 1a que se empïea
generaïmente para 1a cuantificación de estos pigmentos. E1 nümg



ro y patrón de bandas que se puedl observar en la zona del visi
ble, varia con el tipo de tetrapirroles, con el solvente y con
el pH, pero es absolutamente característico para cada uno de
ellos, en un solvente y pH determinados.

En soluciones ácidas, la banda de Soret es mucho más in
tensa.

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

Las porfirinas con sistemas de dihidro y tetrahidro ani
llos, comolas clorofilas, se caracterizan por un espectro de
absorción tipico a mayores longitudes de onda, siendo la más
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 los 770 nmen solventes orgánicos.

Los tetrapirroles de cadena abierta presentan espectros
característicos en la región del visible, con una absorción mí
xima entre 400 y 650 nm, según el compuesto. pero no poseen la
banda de Soret. caracteristica de los ciclotetrapirroles.

1.2.3. Fluorescencia

Una propiedad tipica de las porfirinas libres y sus éste
res es la intensa fluorescencia roja emitida por radiación con
luz ultravioleta de longitud de onda alrededor de 400 nm. Esta
propiedad permite detectar porfirinas presentes en cantidades
del orden de lO’aM.La intensidad de la fluorescencia depende
del solvente y del pH, es minima en el punto isoeléctrico y
máxima en ácidos minerales, como el HCl a pH 1.0.

Las metaloporfirinas, salvo pocas excepciones, no fluorg
cen. o lo hacencon intensidades muchomenores que las porfiri­
nas libres.

Los porfirinógenos son incoloros y no fluorecen.



1.3. Distribución del hemo

1.3.1. Generalidades

El término hemoproteina se usa para denominar aquellas
proteinas que contienen comogrupo prostético un quelato Letra
pirrólico de hierro. El protohemo o derivados muy relacionados
actúan comogrupo prostético de la hemoglobina, mioglobina, c1
tocromos, catalasa. algunas peroxidasas y triptofano pirrolasa.
En muchas hemoproteinas, el protohemo se une a la proteina es­
pecifica por coordinación entre el átomo de hierro y átomos de
nitrógeno de cadenas laterales básicas de la proteina. Estas
uniones se rompen en forma relativamente fácil. por ejemplo,
por tratamiento de la hemoproteina con acetona a pH 2. En otras
hemoproteinas comoel citocromo c, existen uniones covalentes
adicionales entre las cadenas laterales de la porfirina y los
residuos aminoácido. En este caso se requieren tratamientos más
drásticos para separar la mitad hémica de la hemoproteina
(Marks, 1969).

1.3.2. Hemoglobina

La hemoglobina es un componente de los glóbulos rojos,
responsable del transporte de oxigeno desde los pulmones has­
ta los tejidos, a través de las arterias, arteriolas y capila­
res. Participa también en el transporte del C02 desde los tej'
dos hasta los pulmones.

El rol de la hemoglobina como transportadora de oxigeno
es vital, lo cual se evidencia si consideramos que en su pre­
sencia, un litro de sangre arterial puede disolver y transnor­
tar 2l0 ml de oxigeno a temperatura corporal, mientras que en
Su ausencia, esa capacidad se reduce a apenas 3 ml (Marks, 1969).

La hemoglobina de mamíferos tiene un peso molecular de
64.000 y contiene 4 moles de hemo por mol de globina. Cada uno
de los 4 átomos 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 él, el hierro
se encuentra al estado ferroso. Si el átomo de hierro de la hg
moglobina se oxida a la forma férrica, el compuesto resultante,



llamado metahemoglobina, es incapaz de transportar oxigeno.

La globina está constituida por 4 cadenas pollpcptïdl­
cas que consisten en dos pares idénticos a2 82. 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 muchomayor que la globi
na y se han encontrado pesos moleculares tan altos como 3 millg
nes. La hemoglobina ha sido identificada en leguminosas (leghg
moglobina), en las cuales su presencia está confinada a las cg
lulas de los nódulos que contienen la bacteria simbiótica de la
especie Rhizobium, relacionada con la fijación de nitrógeno
(Lascelles, 1964).

1.3.3. Mioglobina

La mioglobina es una hemoproteina semejante a la hemo­
globina en su capacidad para unirse reversiblemente al oxigeno.
Está presente en el músculo de todos los vertebrados e invertg
brados; en el hombre se encuentra predominantemente en el müs­
culo cardiaco, 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. Cuandoel aporte de oxi
geno se hace limitante, la mioglobina le cede oxigeno a la ci­
tocromo oxidasa, que a su vez tiene mayor afinidad por el oxi­
geno que la mioglobina. El alto contenido de mioglobina en el
músculo de los animales que nadan se cree que facilita su inmer
sión por largos periodos.

La estructura de la mioglobina (PM 17.000) es más sim­
ple que la de la hemoglobina. Consiste en una sola cadena poli
peptidica y tiene un grupo protohemo. El átomo de hierro del he
mo está unido a un residuo histidina. El grupo protohemo está
ubicado en una región rica en aminoácidos aromáticos, rodeado
por sus cadenas laterales hidrofóbicas. Los grupos propiónico
polares se encuentran en la parte externa de la cadena, mien­



tras que los grupos vinilo no polares están sumergidos en la
región interna no polar de la molécula (Marks, l969).

1.3.4. Citocromos

Los citocromos se definen como hemoproteinas cuya prin­
cipal función biológica es el transporte de electrones y/o hi­
drógeno en virtud de un cambio reversible de valencia de su hig
rro hémico (Keilin, 1930).

Los citocromos se clasifican en a. b. c y d, de acuerdo
a la naturaleza y modo de unión de sus mitades hémicas a la prg
teína. Los citocromos se identifican individualemnte con subin
dices luego de la letra de clase, por ejemplo "citocromo bz“.

Citocromo a: El grupo prostático hemo contiene una cadg
na lateral formilo.

Citocromo b: Contienen protohemo como grupo prostético.

Citocromo c: Citocromos con uniones covalentes entre las
cadenas laterales del hemoy la proteina. Este grupo incluye tg
dos los citocromos con grupos prostéticos unidos de esta mang
ra.

Citocromo d: Citocromos con hierro-dihidroporfirina (clg
rina) comogrupo prostático.

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

NAD+ FAD+ ubiquinona + citocromo b + citocromo c1 + citocro­
mo c + citocromo a(a3) + 02

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



te activos en algunas bacterias estrictamente anaeróbicas. Asi,
en Deóutáovibnáo dcóuiáunicans, anaeróbica obligada, hay evideg
cias de que los citocromos están involucrados en el transporte
de electrones para la reducción del sulfato (el aceptor termi­
nal de electrones) a sulfuro (Postgate, l959). De igual modo,
se ha demostrado que los citocromos están involucrados en el
transporte de electrones en organismos que usan nitrato como
ceptor terminal de electrones (Newton y Kamen, 196l). Se enco
traron citocromos en cloroplastos de hojas (Lascelles, l964)
y en cromatóforos de bacterias fotosíntéticas (Vernon y Kamen,
1954), donde se cree que están vinculados al transporte de e­
lectrones asociado con la fotosíntesis (Rabinowitch y Govindjee,
1965).

í
E

1.3.5. Peroxidasas

Las peroxidasas son enzimas que catalizan la oxidación
de distintos compuestos orgánicos por peróxido de hidrógeno
(reacción l):

AHZ + “202 + A + 2 “20 reaCCíón 1

donde AHz. el dador de hidrógenos. puede ser un fenol, una
amina primaria, secundaria o terciaria, ácido ascórbico o un ig
dol. Además,ciertos iones inorgánicos, particularmente el ion
ioduro, son oxidados por peroxidasas.

El mecanismo de acción 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 peróxido de hidrógeno (S) aün en ausencia del donor
de hidrógenos (AH2). Además, cuando el complejo se combina con
el H202 cambia el espectro de absorción, de manera que la con­
centración del complejo peroxidasa-peróxido se puede seguir fi
cilmente por espectrofotometria. La reacción total implicaría
dos etapas:

E + H202 * ES reacción 2

ES + AH2 + E + A + 2 H20 reacción 3



Las peroxidasas parecen llevar a cabo funciones biológi
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-flg
voproteinas y las que contienen hierro. Estas últimas pueden
subdividirse en dos grupos: las que contienen protohematina cg
mo grupo prostético y las que contienen un quelato de hierro
de un tetrapirrol aün no identificado (Marks, l969).

1.3.6. Catalasas

Las catalasas son enzimas que catalizan la descomposi­
ción del peróxido de hidrógeno, de acuerdo con la siguiente e­
cuación:

2 H202 + 2 H20 + 02 reacción 4

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

CH3CHZDH + H202É+ CH3CH0 + 2 H20 reacción 5

El mecanismo de acción general de las catalasas es simi
lar al de las peroxidasas. por lo cual podrian considerarse cg
mo peroxidasas de diferente especificidad (Dixon y Webb, 1964).

La función fisiológica de la catalasa está sujeta a con
troversias. Algunos autores consideran que cumple una acción
protectora. destruyendo H202, que es tóxica para los organismos
vivos (Lemberg y Legge, 1949). Otros autores consideran su fun
ción comoperoxidativa (Keilin y Hartree, l945).

La catalasa de Rv. ¿phenoidcó contiene cuatro grupos prg
tohematina por molécula (Nichols y Schonbaum, 1963). En algunas
catalasas sehan encontrado menos de cuatro grupos hematina por
molécula, como resultado de la degradación de hematina a pigmen
tos biliares (Nichols y Schonbaum, l963; Marks, 1969).



1.3.7. Triptofano pirroiasa

La triptofano pirroiasa, enzima que cataiiza 1a oxidación
de triptofano a formiiquinurenina, es una hemoproteina. Usando
extractos de Pbeudomonaa, 1302, se demostró que se incorporan
dos átomos de oxigeno en 1a formiiquinurenina en ias posicio­
nes indicadas con asteriscos (Hayaishi y co], 1957):

U

ll

C-CHZ-CH-COÜH
GHz-[IIH-CÜOH I

| NH2 ———> CC NH2NH-CHo‘

Triptofa no Formilquinurenina

:zz

reacción 6

La enzima cataiiza la oxidación directa de] triptofano
por oxigeno moiecular. Cuando se separa e] grupo prostético de
1a enzima y se 10 convierte en piridina hemocromo, su espectro
difiere de todos 105 descriptos anteriormente. Se vio que ei pg
róxido era necesario para convertir 1a enzima férrica inactiva
en su forma ferrosa activa.

La enzima es una hemoproteina inusua], ya que en céiuias
de'higado de rata, ias dos terceras partes de 1a misma está pre
sente comoapoenzima inactiva, que puede activarse por agregado
de hematina. La mitad hematinica funciona como un cofactor di­
sociado, más que como un grupo prostético firmemente unido co­
mo en otras hemoproteinas . La proto y 1a mesoporfirina pueden
inhibir 1a actividad enzimática, compitiendo Con 1a hematina
por 1a apoenzima (Marks, 1969).

La administración parentera] de triptofano a ratas aumen
ta marcadamente e1 nive] de actividad de esta enzima en e] hi
gado (Knox, 1951). Este aumento se debe a que e] triptofano
influye en 1a partición de 1a hematina entre 1a apo-triptofano
pirroiasa y otras proteinas hémicas en favor de 1a primera
(Feigeison y Greengard, 1962; Schimke y co], 1965).



I.4. Clorofila. Distribución

Las clorofilas comprenden el mayor grupo de pigmentos te
trapirrólicos en organismos fotosíntéticos, comopuede esperar
se dada su importante participación en el proteso fundamental
de captación de energia radiante, que es la base del modo de vi
da fotosintético. Ocupan un lugar similar al de la hemoglobina
en animales superiores, que dependen del oxigeno como oxidante
final.

Teniendo en cuenta las similitudes estructurales del he
moy la clorofila, ya discutidas, muchosinvestigadores predijg
ron que la biosintesis del protohemo y la clorofila debían se­
guir caminos comunes.

Esta convicción fue brfllantemente confirmada por el de;
cubrimiento de Granick (1948, a y b) sobre mutantes de Chlonetia
que no producían clorofila, pero acumulaban protoporfirina IX
o Mg-protoporfirina IX. Además, se demostró que la protoporfiri
na IX se sintetiza en el cloroplasto de la planta por el mismo
camino biosintético que el protohemo en la célula animal (Gra­
nick, 1954).

La protoporfirina IX es el último miembro común a los cg
minos biosintéticos del protohemoy la clorofila a partir del
cual, la inserción de hierro lleva a la formación de protohemo
y la de magnesio a la de Mg-protoporfirina IX, el precursor de
la clorofila.

I.4.l. Clorofila de plantas

La clorofila a es el pigmento más ampliamente distribui
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 mayoria de las algas verdes está acompañada por la cloro
fila b, mientras que en algas marrones y rojas encontramos clg
rofilas e y d, respectivamente, en lugar de clorofila b. Las
algas azul-verdes sólo contienen clorofila a (Bogorad, l962).

La concentración de clorofilas en plantas y algas varia
considerablemente con la especie, la edad y el entorno. Con ng
trientes adecuados, temperaturas moderadas y mediana intensidad
de luz, se obtienen mejores rendimientos. Bajo estas condicio­



nes, el contenido total de clorofila de las hojas es de ¿A del
peso seco, mientras que las algas unicelulares contienen hasta
el 5%de su peso seco en clorofila (Rabinowitch,l945). El con­
tenido de clorofila a es comúnmente dos a tres veces mayor que
el de b, pero esta relación está sujeta a influencias ambienta
les. La concentración total de clorofila es de 50 a lOO veces
mayor que la de hemos.

Las clorofilas se encuentran en los cloroplastos de las
plantas superiores y algas, excepto en las algas azul-verdes,
que no poseen cloroplastos definidos. Por microscopía electró­
nica se ha observado que los cloroplastos contienen subunidades
o granas. de estructura lamelar, en los cuales se ubican estos
pigmentos (Granick, l961).

Las clorofilas están unidas a complejos lipoproteicos,
quepueden ser extraidos con detergentes tales comola digitoni
na (Kupke y French, 1960).

1.4.2. Clorofilas de Bacterias Fotosintéticas

Se creia que las bacterias sulfüreas rojas (ThLonhcda­
ceae) y las bacterias rojas y marrones no sulfüreas (Athtonhu­
daceae) contenían la forma de clorofila llamada bacteriocloro­
fila por Hans Fisher. Sin embargo, este concepto debió modificar
se luego de identificarse la bacterioclorofila b, en una espe­
cie de Rhodopaeudomonaa(Eimhjellen y col, 1963).

Las clorofilas de las bacterias sulfüreas verdes son muy
distintas de la bacterioclorofilay tienen el anillo dihidropog
firina de la clorofila a (Lascelles, l963).

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

La clorofila de las bacterias fotosintéticas está combi
nada con macromoléculas en los cromatóforos. Estos contienen
todo el complementode pigmentos fotosintéticos, asi comocitg
cromos y otros componentes de la cadena de transporte de elec­
trones y son ricos en proteinas y fosfolipidos (Lascelles, 1962).



1.5. Porfirinas

Las porfirinas libres no tienen una función biológica
conocida y se acumulan como productos laterales del camino big
sintético n0rmal que lleva a los tetrapirroles funcionales,
a saber, el hemoy las clorofilas. En circunstancias normales
se encuentran sólo pequeñas cantidades de porfirinas. Esto de
muestra claramente la altísima eficiencia de los mecanismos de
control que operan en esta biosintesis.

1.5.1. Porfirinas en animales

Los eritrocitos de animales normales contienen pequeñas
cantidades de proto y coproporfirina; estas cantidades pueden
aumentar lO veces o más en anemia perniciosa, porfirias e intg
xicación por Pb (Schwarz y Nikoff, 1952).

En orinas normales se encuentra coproporfirina y peque­
ñas cantidades de uroporfirina; se excretan comoporfirinógenos,
que se oxidan espontáneamente a porfirinas (Falk, 1954). La e;
creción de copro y uroporfirina en hombres normales es de lOO
y 20 ug por dia, respectivamente.

En las porfirias, la excreción de porfirinas se encuen
tra muy aumentada. En cada tipo de porfiria se eliminan dife­
rentes porfirinas. dependiendodela enzima quesehalla especi­
ficamente alterada.

1.5.2. Acumulaciónde porfirinas en organismos no fotosintéticos

Ya en 1947. Pappenheimer mostró que en cultivos de Conq
nebactcnium dehtenLae se acumulaban porfirinas, junto con las
toxinas, si el medio contenía bajas concentraciones de hierro.
La producción de porfirinas y toxinas disminuia si la cantidad
de hierro aumentabahasta uncierto nivel critico.

Desde ese momento, resultó evidente que existia una re­
lación entre el hierro y la formación de porfirinas. Además
del hierro, otras condiciones ambientales influyen en la acumu
lación de porfirinas. En particular, la anaerobiosis favorece
su formación en algunos organismos.
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La cantidad de porfirinas en cultivos varia considera­
blemente, siendo predominante la presencia de coproporfirina
III.

El significado de esta acumulación no está totalmente di
lucidado. Su correlación con la deficiencia de hierro sugiere
que las porfirinas se forman en exceso cuando la habilidad pa­
ra formar hemoproteinas está limitada (Pappenheimer y Hendee,
1947).

1.5.3. Acumulaciónde porfirinas por bacterias fotosintéticas

Van Niel (l944) observó que los fluidos de cultivos de
bacterias fotosintéticas del grupo de las Athionhodaceae conte
nian un pigmento rojo. identificado como una mezcla de porfiri
nas conteniendo c0proporfifina III y uroporfirina III (97%y
3%, respectivamente) (Lascelles, 1956).

Estos organismos parecen ser la fuente más rica de por
firinas del mundomicrobiano.y la acumulación de pigmentos está
conectada con la sintesis de bacterioclorofila. Comoen bacte­
rias no fotosintéticas, el hierro influye significativamente
sobre la acumulación de coproporfirina, que alcanza un máximo
en deficiencia del metal. Por otro lado, la concentración de
bacterioclorofila en las células es óptima sólo cuando hay un
nivel adecuado de hierro, existiendo entonces una relación in
versa entre la acumulación de coproporfirina y la formación de
bacterioclorofila, gobernada por la cantidad de hierro.

Muchas Athionhodaceae crecen aeróbicamente en oscuridad,
pero bajo estas condiciones, tanto la sintesis de bacterioclo­
rofila comola acumulación de porfirinas está reprimida, seña­
lando nuevamente la estrecha vinculación entre la formación de
porfirinas y de bacterioclorofila.

1.6. Vitamina 812

El grupo de la vitamina 812 (conocido también como coba
laminas. corfirinas o cobamidas) comprende un gran número de
compuestos con un núcleo semejante al de las porfirinas (corri
nas). coordinado con un átomo de cobalto. Entre ellos, la cia­
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nocobalamina fue 1a primera identificada químicamente (Figura
1.9.).

HZN-OC-H2C—H2C H cu3 CH CHz-CD-NHZ

H

CHZ-CHZ-CD-N H2H3C

CH3

H

i'm

ra
c-cu

H3 \ _ H

o\ ¡o /N\c/C&C,CH3
/P\ H 5 Éo o \n/ \c/ ‘cu3

H

(¡JHc­
H 'í‘c/ú \c

FIGURA1.9.: Cianocobaïamina

La estructura dei núcleo corrina posee 1as caracteristi
cas de una porfirina. Debe notarse 1a ausencia de] puente mete
no entre los anilïos A y D. Los distintos derivados de 1a cia­
nocobaïamina varían en ios siguientes aspectos:
1) e] grupo ciano está reempiazado por otros aniones o por un

residuo adenosi], siendo Ios adenosi] derivados 1a forma
coenzima de esta vitamina;

2) 1a mitad nucieótida está ausente o sustituida;
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3) ios grupos corrina carboxamida pueden estar sustituidos, gg
neraimente por grupos propionamida.

Los anilios pirróiicos de 1a mitad corrina derivan de
los mismos precursores que 1as porfirinas, separándose ios cami
nos a nive] de] uroporfirinógeno III.

Las diferencias entre 1as c0rrinas y 1a uroporfirina III
son 1as siguientes:

1) Está más reducida que las porfirinas, y contiene aniiïos pi
rrolina y pirroiidina, másque anilios pirróïicos.

2) La unión entre los aniiios A y D se hace a través de una
unión covaiente directa y no por un puente meteno, y en es­
te iugar hay un grupo metilo adicional.

3) La cadena laterai de ácido acético en posición 5 de 1a uro­
porfirina III está reemplazada por un grupo metiio y e] res
to de ios grupos acético y propiónico están convertidos
en sustituyentes acetamida y propionamida.

Se demostró que 1a mitad porfirinica se sintetiza, en
cuitivos de Actinomycete. a partir de ios mismos precursores
que las porfirinas, y que ios seis grupos metiio extra derivan
del metilo de 1a metionina, probabïemente por un mecanismo de
C-alquiiación (Bray y Shemin, 1963; Shemin y Bray, 1964).
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II. BIOSINTESIS DE TETRAPIRRÓLES

II.l. Estudios isotópicos

La elucidación de los primeros pasos del camino biosintg
tico de las porfirinas fue el resultado de una serie de brillan
tes estudios con isótopos que constituyeron la base de los tra­
bajos posteriores sobre la bioquímica de porfirinas (Shemin,
1955).

II.l.l. Utilización del Nitrógeno de la glicina

A pesar de la complejidad del núcleo de la porfirina. la
gran mayoría de los organismos vivos puede sintetizarlo a partir
de constituyentes simples de la dietai En un principio se habia
sugerido que la prolina o el anhídrido del ácido glutámico, cu­
ya estructura es cercana a la del pirrol, podian servir comoprg
cursores de las porfirinas. Conla introducción delas técnicas
isotópicas, fue posible evaluar esta hipótesis. Asi Sheminy
Rittenberg (¡946) administraron a ratas. prolina y ácido glutá­
mico marcado con 15N y encontraron que ninguno de estos aminoá­
cidos era utilizado directamente en la biosintesis de protopor­
firina IX. Entonces se ensayaron otros aminoácidos marcados
con 15N, observándose que la glicina se incorporaba en la mitad
hémica de la hemoglobina en ratas y humanos (Shemin y Rittenberg,
1945, 1946). Por degradación del hemo marcado a maleimidas. se
demostró que elátomo de nitrógeno de la glicina era el precur­
sor de los cuatro átomos de nitrógeno del hemo (Nittenberg y
Shemin, 1949; Muir y Neuberger, l949).

II.l.2. Utilización del átomo de carbono a de la glicina

Usando glóbulos rojos de pato y (2-1“C)glicina, Radin y
col (1950) demostraron que el átomo de carbono a de 8 moléculas
de glicina era utilizado en la sintesis de protoporfirina IX;
ésto fue confirmado por Muir y Neuberger (l950) (Figura ILLL).
En cambio, el átomo de carbono carboxilico de la glicina no se
utiliza en la biosintesis de protoporfirina (Radin y col, 1950).



11.1.3. Utiïización del acetato

De gran importancia en 1a eiucidación dei origen de Éos
restantes veintiseis átomos de carbono de 1a protoporfirina IX
fue 1a observación de Bioch y Rittenberg (1945), quienes encon
traron que se producía hemo-deuterado cuando se administraba
acetato marcado con Deuterio a ratas. Sobre 1a base de esta ei
periencia se ensayó e] ácido acético marcado con ll‘C como prg
cursor de] hemo, detectándoseincorporación de ambos átomos de
carbono (Huir y Neuberger, 1950). Paraielamente Shemin y
Wittenberg (1951) demostraron también que los átomos de carbono
de] ácido acético eran 1a fuente de ios veintiseis carbonos de
1a protoporfirina IX (Figura II.1.).

H
OE 2

f
Han-tHÍCDUH

glícina

O 0

l acetatoOCH
|2 'CHZ o o ° '

.CHZ .CHZ HODC-CHz-CHz-CODH

oCOOH °CODH succinato

FIGURAII.1.: Origen de ios átomos de carbono de 1a
Protoporfirina IX.

En reaiidad, e] acetato a través de] cicio de] ácido ci
trico, se convierte en succinato, cuya forma activa, 1a succi­
nii-CoA es e] precursor directo de 1as porfirinas.
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11.2. Enzimas del camino de los tetrapirroles

11.2.]. Generalidades

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

Un esquema de la biosintesis de porfirinas se ilustra en
la Figura II.2.

II.2.2. Succinil CoA-Sintetasa

La Succinil CoA-Sintetasa (Succ.CoA-S) cataliza reversi
blemente la activación del carboxilo del ácido succinico con
CoA, en presencia de un nucleósido trifosfato, de acuerdo con
la siguiente reacción:

COOH coon

(EH-2 + CoASH + NTP .==-S“°C'C°A'S ÉHZ + NDP + P1.
(¿Hz Mg + gHz
COOH COSCoA

reacción l

Esta enzima fue descubierta por Kaufman en 195l. Ha sido
detectada, aislada y purificada a partir de diversas fuentes,
comocorazón de cerdo, riñón, hojas de espinaca, leguminosas,
trigo y tabaco, mitocondrias de alcaucil, callos de soya y E.
coti (Nishimura & Grinnel, 1972; Wider de Xifra & Batlle, 1973).

En la mayoria de los tejidos la Succ.CoA-S es una enzima
particulada, mitocondrial o cloroplástica. Es altamente específi
ca para el succinato y CoA,mientras que con respecto al nucleó­
sido trifosfato, la especificidad varia según el origen de la
proteina; la enzima de mamíferos puede emplear GTP o ITP (Cha &
Park, 1964), mientras que en tejidos vegetales o bacterianos es
especifica para ATP (Nandi & Naygood, l965; Hider de Xifra & Ti
gier, l97l).
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La Succ.CoA-S requiere 1a presencia de un catión divalen
te para un máximo de actividad; en la mayoria de los tejidos es
tudiados,estos cationes son Mgy Mn.

Presenta frecuentemente las caracteristicas de una enzi­
ma suifhidrilica, siendo inhibida por p-cioromercuribenzoato,
iodobenzoato, iodoacetamida,giutatiónoxidado y N-etÍImaIeimi­
da. En aigunos tejidas es necesaria ia presencia de giutatión
reducido (GSH) para 1a activación de 1a enzima. Sin embargo,
otros tioies, comocisteina, tiogiicolato y ditiotreito] produ
cen inactivación (Wider de Xifra y Tigier, 197]).

E1 peso moiecular de 1a Succ.CoA-S varia según la fuente
de obtención, oscilando sus vaiores entre 70.000 y 140.000 dal
tons. Mediante e] empieo de agentes disociantes se encontró que
1a enzima está compuesta por cuatro subunidades, de] tipo 0282;
ios pesos molecuiares de cada una de las subunidades a y B son
29.000 y 41.000 daltons respectivamente.

La participación de 1a enzima fosforiïada, como intermg
diario obligatorio en 1a reacción cataiizada por 1a Suc.CoA-S,
sugerida por Kaufmanen 1955, se demostró en varios tejidos difg
rentes (Kaufmany col. 1950; Kaufmany Alivisatos, 1955; Nishi­
mura. 1967). En fracciones proteicas enriquecidas en Succ.CoA-S
se detectó la presencia de una fosfohistidina. demostrándose que
la unión se realizaba a través del N-3 de un residuo histidini­
co (Shemin y Rittenberg, 1951; Kreil y Boyer, 1964). Empieando
ATP-32Py extractos 1ibres de células, se encontró que 1a mayor
parte de 1a radioactividad quedaba asociada a 1a fracción pro­
teica que contenía Succ.CoA-S (Ra Maiey y co], 1967; Wider de
Xifra y co], 1972). Utiiizando las técnicas más recientes de in
soiubiiización se confirmó 1a existencia de] complejo enzima-P
(Wider de Xifra y co], 1972).

En hojas de espinaca, se midió e] intercambio entre ios
átomos de 32P de] fosfato inorgánico y el fosfato terminal del
ATP. La enzima purificada cataiizaba e] intercambio entre
32ATP 1 32ADP (Gibson y col, 1967; Cha y coi, I967 a; Kaufman
y Aiivisatos, 1955).

En E. coli y en mamíferos se demostró intercambio entre
le0 del fosfato y e] carboxiio de] succinato (Hacer, 1957; Kohn,
1951). También se observó intercambio catalizado por 1a Succ.
CoA-Sde extractos de espinacas (Kaufman y A1ivisatos, 1955),
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corazón de cerdo (Cha y col, 1967 b) y E. coli (Moyer y col,
1967), entre 1|‘C-Succinato y succinil-CoA, estimulado por el
fosfato inorgánico.

En extractos de callos de soya, Nider y Batlle (1976),
demostraron la formación del complejo enzima-CoA, observando
que la Succ.CoA-S se combina fácilmente con la CoA libre o con
la CoA en presencia de ATPy Mg, sugiriéndose como un interme­

diario de la reacción enzimática al complejo ternario E:ÉOA;es
te complejo podria ser relativamente inestable y disociarse con
facilidad, según las condiciones. De acuerdo con los datos ob­
tenidos se propuso quepodria existir más de unsitio de unión pa
ra la CoA, con diferentes propiedades energéticas (Wider de Xi-,
fra y Batlle, 1976).

La fosforilación de la Succ.CoA-S nativa con 32ATPy
32GTP,muestra que la radiactividad se asocia a la subunidad a
(Teherani y Nishimura, l975). El sitio de unión para el succing
to y posiblemente para los restantes sustratos estarian locali­
zados en la Subunidad B o podria abarcar parte de ambas subuni­
dades aB. Para la reacción total son necesarias ambas subunida­
des, de manera que la enzima nativa presentaría dos sitios actl
vos, proponiéndose que el sitio activo podria estar armado en
el punto de contacto de las dos subunidades en el oligómero
a282 (Pearson y Bridger, 1975).

En cuanto al mecanismo de acción de la Suc.CoA-S, se han
llevado a cabo numerosos trabajos, los cuales han conducido a
la postulación 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
ción de Succ.CoA, es la fosforilación de la proteina enzimáti­
ca, por medio del nucleósido trifosfato.

Uno de los esquemas más recientes, que tiene en cuenta
todas las evidencias experimentales acumuladas hasta ese women
to, y que plantea la posibilidad de caminos alternativos, o
aün, eventualmente no enzimáticos, y considera además todos los
otros mecanismos postulados, se ilustra en la Ejgura II.3. En
este diagrama se explican también la formación y detección de
otros complejos, cuya existencia ha sido muydiSCutida, pero
sin embargo no debemos descartar la posibilidad de que podrian
resultar de una alteración de los equilibrios del camino nor­



ma], y consecuentemente, de una desviación por esas vias 1ate­
rales (Nider de Xifra y.Bat11e, 1976).

E
CoA Suc.

ATPADP / \"E#p E-P _
x ,¡E Suc.CoAT-E

x CoA", Suc CoA

FIGURAII.3.: Mecanismo de acción de 1a SucciniI-CoA-Sintetasa

11.2.3. 6-Amin01evü1icoSintetasa

La primera etapa que conduce especificamente a 1a biosin
tesis de tetrapirroies es 1a formación de ALA,a partir de
Succ.CoAy gïicina, por acción de 1a enzima 6-aminolevülico­
Sintetasa (ALA-S). Esta enzima fue detectada en extractos Ii­
bres de céiuias de Rp. ¿phenoidea (Kikuchi y co], 1958 a; Gib­
son y co], 1958; Burnham y Lasce11es, ¡963), Rp. nubnum (Kiku­
chi y col, 1958 b), Rp. patuótnáó (Viale y col, 1980), eritroci
tos de aves (Brown, 1958; Laver y co], 1958), higado de cobayo
(Granick y Urata, 1963), rata (Marver y co], 1966), espinaca
(Miller y Teng, 1967) y extractos de calios de soya (Wider de
Xifra y co], 1971). Sin embargo, no ha podido detectarse en
propiástidos y cloropïastos, comotampoco en 1a fracción mito­
condria] de plantas superiores (Porra y Irving, 1970). La pri­
mera detección en un sistema vegeta] fue reportada por Wider de
Xifra y col (1971).

En 1a mayoria de ios tejidos estudiados, e] ALA-Sse en­
cuentra asociada a 1a fracción particuiada. En higado de rata
se 1a ha locaïizado tanto en mitocondrias como en 1a fracción



soluble (Sano y Granick, l961; Hayashi y col, l969, l970).

El fosfato de piridoxal es Endispensable pa a el funcio­
anmiento de esta enzima (Kikuchi y col. 1958; Laver y col, 1958;
Lascelles, 1957). Respecto a la especificidad del ALA-5por sus
sustratos, se encontró (Kikuchi y col, 1959) que la enzima es
altamente especifica respecto a la Succ.CoA, con una baja capa
cidad para condensar otros acil-CoA con glicocola. El ALA-Spre
senta caracteristicas de enzimasulfhidrilica.

En la mayoria de los tejidos, el ALA-Sse caracteriza
por su gran inestabilidad y vida media corta, lo que ha hecho
dificil su estudio y purificación.

En cuanto al mecanismo de acción del ALA-S se ha propues
to que la glicocola se condensa con el fosfato de piridoxal, par
te constituyente de la proteina enzimática, formando un carba­
nión estable que luego reacciona con el átomo de carbono del
carbonilo electrofilico de la Succ.CoApara producir un inter­
mediario muy inestable, el ácido a-amino B-cetoadípico, que aün
unido a la enzima se decarboxila espontáneamente a ácido ó-ami­
nolevülico (Figura II.4L).

¡1.2.3.1. 391 del ALA-S

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

Uno de los mecanismos por medio de los cuales se regula
la actividad del ALA-Sse conoce como "control por feed-back“
o por producto final. Este es un mecanismo rápido, en el cual
el hemo actúa sobre la primera enzima del camino, el ALA-S.

Además de este mecanismo, se ha demostrado que existe
un control genético de la sintesis de ALA-S, dependiente de
DNA.El gen regulador del operón hemo induciria la sintesis
de un apo-represor proteico, que en presencia de hemo actuaria
comoco-represor y formaria el represor activo de la sintesis
del ALA-S. Los inductores de porfiria desplazarian al hemo de
su combinación con el apo-represor, impidiendo la formación
del represor activo y produciendo, consecuentemente, un aumen­



to de ia sintesis de ALA-S.
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FIGURA 11.4.: Mecanismo propuesto para la formación enzimática
de ALA

De manera que e] hemo controla su propia síntesis, actuan
do rápidamente por un mecanismo feed-back inhibiendo 1a activi­
dad dei ALA-Sy, más lentamente, por un mecanismo de represión,
deteniendo 1a sintesis proteica de] ALA-S.

Además, 1a actividad dei ALA-Sestaria controiada por la



presencia de un compuesto de bajo FM, una cistina tri5ulfuro,
que es capaz de convertir una forma inactiva del ALA-Sen una for
ma de alta actividad, según las necesidades de la célula. La for
mación de este activador está catalizada por una enzima, a Cis
tationasa, mientras que otra enzima, la Rodenasa, cataliza la
degradación 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 ci;
tina trisulfuro.

11.2.4. DOVA-Transaminasa

En 1955, administrando 5-1“C-ALA a ratas, Shemin y col ob
servaron radiactividad en el C02respiratorio, formiato urinario
y el grupo ureidodel ácido úrico. Esto dio origen a una serie de
reacciones que constituyen lo que se conoce comociclo del suc­
cinato-glicina o ciclo de Russell y Shemin (figura 11.5.). Se,su
pone que el ALA, formado por condensación de la glicina con el
succinato, podria deaminarse a y,6-dioxovalerato (DOVA),el cual
al perder el grupo carbonilo terminal regeneraria el succinato,
dando un fragmento de un átomo de carbono (proveniente del C-Z de
la glicina) capaz de participar luego de las reacciones de biosin
tesis de purinas.

Cuando se administró a palomas y patos 5-1“C-ALA, se deteg
tó radiactividad en formiato, el grupo ureido de guanina, y en me
nor grado en hemo (Nemeth y col, 1958). La existencia del ciclo
se confirmó luego exhaustivamente en Rhodo¿p¿n¿iium nubnum (Shi­
gesada, 1972).

En 1961, Gibson y col demostraron que el equilibrio en la
reacción de transaminación está desplazado en favor de la forma­
ción de ALAa partir de DOVA.Efectivamente, incubando un extrac­
to enzimático de Rhodopóeudomonaó sphenoideó con DOVAy L-alanina
o B-alanina, obtuvieron ALAy piruvato. Posteriormente, Neuberger
y Turner, en 1963, aislaron, purificaron y caracterizaron la y,6-di
oxovalerato transaminasa (DOVA-T)de esta misma bacteria fotosin­
tética.

Gassmany col (1968) utilizando una fracción enzimática
de Chlonetta vuigan¿¿ midieron sintesis de ALAa partir de DOVA,
realizando estudios cinéticos de la reacción de transaminación
y determinando especificidad de aminoácidos. En este mismo orga



nismo,Bea1e (1971) observó acumuiación de ALAcuando se 10 ha­
cia crecer a 1a luz en presencia de ácido ievuiinico. El ácido
1evu1inico es un inhibidor competitivo dei ALA-Dehidrasa (Nandi
y Shemin, 1968), que evita 1a conversión de ALAa PBG, inhibien
do 1a sintesis de porfirinas y por ende, 1a formación de cïorg
fiia.
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FIGURA11.5.: Cicio dei succinato-gïicina.

Beale y Casteifranco, trabajando en presencia de ácido
ievuiinico, con cotiiedones de pepino enverdecidos (1973) y ho­
jas de cebada y poroto enverdecidas (I974), midieron radiacti­
vidad en e] ALAformado a partir de glutamato, giutamina, u-ce­
togiutarato, succinato y glicina marcados con lqC. Encontraron
que ios compuestos de cinco átomos de carbono:glutamato,giutami



na y a-cetoglutarato, se incorporab.n intacto: en e? ALAy en
forma más eficiente que el succinat y la glicira. astos resul­
tados confirmaron la existencia en plantas superiores de U"d ru
ta alternativa de sintesis de ALA.

En la Figura II.6L se esquematizan las dos vias de sintg
sis de ALA,que partiendo de ácido glutámico, operarian en bac­
terias y tejidos animales (Kikuchi y col, l958) y en plantas su
periores (Beale y col, l975).

En plantas superiores sehan purificada parcialmente dos
enzimas que catalizan la conversión de a-cetoglutarato a DOVA,
y de DOVAa ALA (Lohr y Friedmann, 1976).

Con respecto al mecanismo de acción, algunos autores le
adjudican un clásico mecanismoping-pong, tipico de las transa­
minasas (Noguchi y Mori, 1981), mientras que otros postulan un
mecanismoping-pong con ciertas caracteristicas particulares
(Varticovski y col,l980). Todos coinciden en que las dos formas
enzimáticas estables. a través de las cuales actuaria la DOVA-T,
corresponden a los complejos enzima-fosfato de piridoxal y enzi
ma-fosfato de piridoxamina. El aminoácido se uniria con la pri
mera de estas formas; mientras que el DOVAlo haria con la se­
gunda de ellas.

La reacción catalizada por la DOVA-Tdifiere de la mayo­
ria de las reacciones de transaminación, por Su irreversibili­
dad.

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

11.2.5. ALA-Dehidrasa

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

11.2.6. PBG-asa

Se denomina PBG-asa al c0mplejo enzimático que cataliza
la ciclación decuatro moléculas de PBGpara dar el Uroporfiring
geno III (UROGENIII), el intermediario fisiológico en la bio­
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sintesis de Hemo,ciorofiias y corr nas.

La PBG-asa es una combinación de, pOr io menos, doa enzl
mas: 1a Uroporfirinógeno I sintetasa o Deaminasa y la Uroporfi­
rinógeno III-Cosintetasa o IsCmerasa.

Actuando soia 1a Deaminasa convierte 4 moiécuïas de PBG
en una de Uroporfirinógeno I (Urogen I), por medio de una con­
densación cabeza-cola con eliminación de amoniaco y cierre fi­
na] del anillo. La Isomerasa, en cambio, no usa a1 PBGcowo sus
trato ni tampoco actúa sobre e] Urogen I; sin embargo, cuando
se encuentra asociada con la Deaminasa, formando el complejo de
ia PBG-asa, transforma 4 moiécuias de PBG en e] UROGENIII, e]
isómero asimétrica, por medio de condensaciones sucesivas con
eiiminación de amoniaco e inversión de uno de ios anilios.

Este sistema enzimática se ha detectado en tejidos de nu
merosas fuentes, taies comobacterias, algas, protozoos, plan­
tas superiores, eritrocitos de conejo, aves y humanose higado
bovino (ver referencias en Batlle y Rossetti, 1977).

En 1a mayoria de 10s tejidos estudiados, 1a PBG-asa es
una enzima citoplasmática. Sin embargo, Bogorad (¡955 a y b),
Faik y Dresel (1960) y Care] y Kahn (1964), encontraron que su
actividad estaba asociada a fracciones particuiadas. Mástarde,
Rossetti (1978) detectó actividad enzimática tanto en fraccio­
nes particuiadas como soiubles de Euglcna gnac¿€¿a.

La PBG-asa, asi como sus componentes, Deaminasa e Isome­
rasa, se han aisiado y purificado a partir deuna ampiia varie­
dad de fuentes, y estudiado SUSpropiedades.

La determinacióncb ios pesos molecuiares de estas enzimas
ha reveiado que sólo para 1a Deaminasa parece haber uniformidad,
siendo e] va10r reportado para iaenzima de distintas fuentes
40.000. Sin embargo, no puede decirse lo mismo para 1a Isomerasa
y PBG-asa, 10 que ha 11evado a postuiar que, según ias condicig
nes, ya sea ¿n vivo o ¿n uitno, se produce un fenómeno de asocia
ción-disociación entre ambos componentes de 1a PBG-asa,asi como
con 1a Isomerasa aislada (Rossetti y co], 1980).

La PBG-asa, Deaminasa e Isomerasa, son enzimas sulfhidri
iicas; ios grupos -SH podrian estar invoiucrados en e] centro
activo de las enzimas, asi como intervenir en 1a asociación de
1a Deaminasa con 1a Isomerasa, para formar e] compiejo activo
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de 1a PBG-asa.

La Deaminasa es una enzima termoestabïe, mientras que 1a
Isomerasa es termoiábii. Esta importante diferencia es a menudo
utiiizada para separar ambos componentes proteicos de 1a PBG-asa.

Los estudios cinéticos indican que, según las fuentes, es
te compiejo puede presentar las caracteristicas deuna proteina a
iostérica. Asi, en aigunos tejidos se observa cooperatividad pg
sitiva (Sancovich y co], 1969; Llambias y co], 1971) y en otros
casos cooperatividad negativa (Llambias y Batlle, 1970 a y b),
ésto demuestra que 1a entrada de 1a primer moiécula de PBGcon­
trola, de algún modo, 1a entrada de las siguientes.

Rossetti (1978) obtuvo una curva hiperbóiica para la for
mación de producto y sigmoidea para e] consumo dePBG, a] estu­
diar la cinética de 1a PBG-asa en E. gnacilia. Esto nos indica
que e] comportamiento cinético de esta enzima varia ampliamente
con el sistema en estudio.

Con respecto a1 mecanismo de acción deicompïejo PBG-asa
en ciertos tejidos se han detectado y aislado, en condiciones
normaïes, intermediarios poiipirrólicos (Liambias y Batiie, 1970
c, 1971, a y b; Rossetti y col, 1977). que según 1a fuente y e]
tipo de reacción varian en longitud y estructura. Estos haiiaz­
gos son de fundamenta] importancia para 1a diïucidación deeste
mecanismo de acción, puesto que permiten 1a identificación de
ias etapas intermedias entre PBGy uroporfirinógeno.

Se ha encontrado que tanto los poïipirroïes de cadena a­
bierta obtenidos en condiciones normaies, comoaquellos conse­
guidos en presencia de inhibidores de las enzimas, se comportan
como intermediarios de la reacción pero no como sustratos.

Paraleiamente, por sintesis quimica, se han obtenido 1a
mayoria de estos biïanos, asi comootros anáïogos con estructu­
ras relacionadas, iiegándose a 1a conciusión de que aquellos que
poseen e] tipo de ia serie III pueden actuar como intermediarios
normaies en 1a sintesis de UROGENIII, en tanto que los de 1a
serie I inhiben 1a formaciónik UROGENIII y sóïo pueden incorpg
rarse en e] UROGENI.

En base a todas estas evidencias experimentaies Batiïe y
Rossetti (1977) postularon el mecanismo de acción de 1a PBG-asa
que se i1ustra en 1a Eigura II.7.
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Podemosdecir que hasta e] presente, hay acuerdo entre
Ios diferentes grupos de trabajo en cuanto a 1a existencia de
10s intermediarios aminometiipirriimetanos; sin embargose difig
re en cuanto a] momentoen elcuai ocurre 1a isomerización.

Battersby ycol (1977. a. b y c) sugieren que e] proceso
de reordenamiento tendria lugar después de 1a formación de un
biiano Iineaï no-isomerizado, mientras que ias propuestas de
nuestro laboratOrio (Rossetti y Batlle, 1977; Rossetti, 1978)
indican que 1a isomerización podria ocurrir en la etapa inicial
de condensación de las dos primeras molécuïas de PBG.

Más tarde. el grupo de Scott encontró que 1a Deaminasa
forma un Preuroporfirinógeno. que seria e] sustrato natural de
la Isomerasa (Burton y c01.1979; Jordan y col. 1979; Jordan y
Sheera, 1979).

Recientemente, Battersby yco] (1980) postuïaron que 1a
Isomerasa actuaria sobre el hidroximetiibiiano produciendo la
isomerización de] aniiïo D seguida de una rápida ciclización.

Comovemos. si bien ios diferentes mecanismos propuestos
para expïicar 1a acción conjunta dela Deaminasa e Isomerasa son
coincidentes en varios aspectos, todavia no existe un tota] acuer
do,quedando aún por esclarecer e] complejo pero fascinante meca
nismo de acción de 1a PBG-asa.

11.2.7. Decarboxilasa

La Uroporfirinógeno Decarboxilasa o Uroporfirinógeno car
bOxiliasa,11amada comúnmente Decarboxilasa, es 1a enzima que cg
taliza la conversión de Uroporfirinógeno III (I) en Coproporfi­
rinógeno III (I), por decarboxiiación de las cuatro cadenas la­
terales de ácido acético de] sustrato a 10s cuatro restos meti­
lo de] producto. Esta enzima ha sido estudiada en Chtoneita uug
gania (Bogorad, 1955 a y b, 1958), Rhodopóeudomonaó ¿phenoédeó
(Hoare y Heath, 1958 a), bazo de ratón (Romeo y Levin, 1971),
eritrocitos de aves (Tomioy co]. 1970; Batlle y Grinstein, 1964;
Hoare y Heath, 1958 b) y humanos (Ehkri¡TMe¡,1q}7 ; Eider, 1982;
Booy y Rimington, 1957), gïánduïa de Harder (Tomio y Grinstein,
1968); higado de rata (Aragonés y co], 1972); higado de cerdo
(Kushner y co], 1975) y reticuiocitos de cenejo (Granick y Mau
zeraïï, 1958a).
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La detección de intermediarios de 7, 6 y 5 carboxilos en
la formación enzimática de Coproporfirinógeno, ha sugerido que
el proceso ocurre en etapas (Batlle y Grinstein, l962; 1964),
aceptándose hasta el presente, que una sola proteina enzimática
estaria involucrada en esta reacción (Batlle, 1973), pese a que
este punto aún no está definitivamente resuelto. Elder (1982)J1?l)
informó acerca de la purificación de la Decarboxilasa de eritrg
citos humanos, la cual, aparentemente, consistiría en una única
proteina formada por dos subunidades; este mismo autor ha suge­
rido, además, que existirian dos clases de sitios cataliticos
por molécula de enzima,con?¡rmendo los resultados de Tomio 760/ (‘90)­

Varios hechos experimentales sustentan la teoria de que
la decarboxilación deUroporfirinógenos es un proceso en etapas.
Se han encontradointermediarios tetrapirrólicos con 7,6 y 5 car
boxilos en materiales biológicos depacientes porfiricos (Grinstein
y col, l945; Canivet y Rimington, l953). Asimismo, en estudios
de biosintesis de porfirinas ¿n uitno a partir de precursores
simples, se detectaron estos mismos intermediarios (Mauzerall y
Granick, 1958; Hoare v Heath, l959; Lascelles, l956; Falk y col.
l956; Batlle y Grinstein, l962).

Estas evidencias llevaron a postular que los porfirinógg
nos de estas porfirinas con 7, 6 y 5 carboxilos debian ser los
intermediarios normales en el camino del Hemo. En l962, Batlle
y Grinstein verificaron la identidad de la porfirina heptacar­
boxilica biosintética, con la aislada de orina, de igual número
de carboxilos; se demostró también, utilizando técnicas de mar­
cación directa con lqc y por dilución isotópica, que el porfiri
nógeno de 7 carboxilos era un intermediario normal en este cami
no biosintético entre el Uroporfirinógeno y el Coproporfirinógg
no. Más tarde, San Martin de Viale y Grinstein (1968) comproba­
ron que los porfirinógenos hexa y pentacarboxílicos eran, asimis
mo, intermediarios normales en la biosintesis del hemo.

La Decarboxilasa actúa muy especificamente sobre los reí
tos acético; sin embargo, no es tan especifica en Cuanto al tipo
isomérico, ya que es capaz de decarboxilar los 4 isómeros posi­
bles del Uroporfirinógeno. De todos modos, existe un grado de
relativa selectividad en este aspecto, pues se ha comprobadoque
la velocidad de decarboxilación varia de acuerdo con el tipo isg
mérico, habiéndose observado el siguiente orden: III > IV > II >

> I, Para «¿sealed-tos de. coneja (Hauaerall 7 Granick' M58).
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En la mayoria de los tejidos, la Decarboxilasa es una
enzima citoplasmática.

En general, el oxigeno suele inhibir significativamente
a esta enzima. Este efecto habia sido atribuido (Mauzerall y
Granick, I958) a la oxidación que sufririan los Sustratos, aun
que no puede descartarse una acción 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, l970; Romeoy Levin, 1971) y es una enzima sulfhidrili­
ca. Asi, el GSH(Mauzerall y Granick, 1958; lomio y col, l970)
y el B-mencaptoetanol (Hoare y Heath, l958 b) poseen un efecto
activador, aunque la CiSH, en iguales condiciones, la inhibe
(Tomio y col, 1970). Comoera de esperar, los metales pesadas,
la iodoacetamida, el PCMBy el DTNBla inactivan (Tomio y col,
l970; Hoare y Heath, 1958 b; Romeoy Levin, 197l). La Decarboxi
lasa proveniente de eritrocitos humanosy de aves también se in
hibe por cationes univalentes (Conford, l964).

Aún no se conoce el mecanismo de acción de esta enzima,
si bien se ha podido establecer cuál es la ruta de decarboxila­
ción del Uroporfirinógeno III a Coproporfirinógeno III. De las
24 posibles secuencias a través de I4 intermediarios que podrian
formarse por las sucesivas decarboxilaciones de las cuatro cadg
nas acetato a los correspondientes restos metilo, llevandoa ca­
bo la sintesis quimica de los l4 derivados posibles, procedién­
dose luego a Su decarboxilación enzimática ¿n vitae y analizan­
do los productos resultantes, Jackson y col (1976) determinaron
cuál era la ruta natural. De acuerdo con sus resultados, el gru
po de Jackson ha propuesto que elproceso de decarboxilación en­
zimática del Urogen III ocurre de modo tal que el sustrato, ubi
cado en el sitio activo de la enzima, se mueve sobre la superfi
cie de la misma siguiendo el sentido de las agujas del reloj,
iniciándose la reacción en el anillo D y continuando luego con
los anillos A, B y C para formar el Coprcporfirinógeno III
(Figura 11.8.).

En contraste con esta ruta ordenada para la serie isomé­
rica III, la Decarboxilasa actúa sobre el Urogen I transformán­
dolo en Coprogen I por cualquiera de las dos rutas posibles
(Jackson y col, 1977).
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FIGURA11.8.: Ruta normal para la decarboxilación enzimática
del Uroporfirinógeno III a CoproporfirinógenoIII

II.2.7.l. Decarboxilasa y Porfiria Cutánea Tardia. Modelosex­
Egrimentales

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

Por otra parte, la intoxicación crónica con policlorados,
como por ejemplo el hexaclorobenceno, provoca en humanos y en a
nimales un tipo de perfiria con sintomatologias clinicas y bio­
químicas similares a las observadas en la PCT.(SanMarHNd; Via/c 7a,.
JQXo).
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Tanto en los casos de PCT como en los modelos experimen­
tales, se postula que el cuadro bioquímico anormal se debe a
una deficiencia enzimática 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-represión, todo lo cual con­

duce al patrón característico de esta porfiria.(E|de(\,CoÍ¡J‘l=P5j
San Maru“ de Viale ,J‘hï ¡ 5":th 7'De_ Maii'cis,4480).

11.2.8. Coprogenasa

La formación de Protoporfirinógeno IX a partir de Coprg
porfirinógeno III está catalizada por la Coproporfirinogenasa
(CPG-asa),Coproporfirinógeno-oxidasa o Coprogenasa. Esta reac­
ción implica la decarboxilación oxidativa de los dos restos de
ácido propiónico ubicados en las posiciones 2 y 4 de los anillos
A y B del Coproporfirinógeno, a dos restos vinilo (Figura 11.9.)
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Coproporfin'nógeno [JH-derivado cisacrfl-derivado Protoporfi rino‘geno

FIGURA11.9.: Mecanismo de dacarboxilación oxidativa del Coprg
' porfirinógeno III a Protoporfirinógeno IX.

La enzima es altamente especifica para el Coproporfiri
nógeno III, razón por la cual en la Naturaleza sólo encontra­
mos la Protoporfirina IX. La Coprogenasa no utiliza los Copro­
porfirinógenos I y II comosustratos, pero ¿n virno puede actuar
sobre el isómero IV, que es un producto de sintesis, dando como
producto final la Protoporfirina XIII (AI-Hazimi y col, 1976).

En base a la determinación de las estructuras de porfiri
nas obtenidas de materiales biológicos y a la sintesis quimica
de posibles intermediarios en esta reacción, se han postulado
varios mecanismos de acción 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 glándula de Harder, por lo cual se la denominó Ha:
deroporfirina (Tomioy Grinstein, 1968); Su estructura fue de­
terminada por sintesis química (Kennedyy col, 1970). Este inter
mediario es un derivado de la Coproporfirina en el cual el res­
to propiónico de la posición É del anillo A está sustituido por
un vinilo; esta estructura es idéntica a la porfirina tricarbo­
xilica aislada de eritrocitos humanos(Eriksen, 1955). Utilizan
do extractos de E. gnacikia (Cavaleiro y col, l973 ; l974) o he
molizados de eritrocitos de ayes (Gamesy col, l976), con Harde­
ro o iso-Harderoporfirinógenos sintéticos (en la iso-Harderc el
vinilo se halla en la posición 4) se observó incorporación de am
bos a la Protoporfirina, aunque con mayor eficiencia para el pri
mero de ellos. Estos resultados han sugerido que la decarboxila
ción oxidativa de los restos propionato ocurre también en eta­
pas, comenzandopor el sustituyente en 2 del anillo A y siguien
do luego por el del anillo B; de esta manera, en analogía con
el esquema propuesto para la Decarboxilasa, la Coprogenasa actua
ría siguiendo el sentido de las agujas del reloj.

Rimington y Tooth (196]) habian postulado que una acrïli
co porfirina podria ser un intermediario dela reacción; sin em­
bargo, se obServó que el trans 2.4-diacrilico porfirinógeno no
actuaba comosustrato (Sano y Granick, l96l; Batlle y Rimington,
l966). Restaba aün la posibilidad de que el verdadero interme­
diario fuera el isómero cis (Batlle y col, l965). Mástarde, se
aisló de materiales biológicos la Porfirina S-4ll (French y col,
l97Q), en cuya estructura se encuentra un sustituyente cis-acri
lato en la posición 2 del anillo, lo cual en cierto modoestaria
apoyando la teoria anterior.

En l965, Batlle y col propusieron que la primera etapa
en este proceso era una oxidación del resto propionato a un hi
droxipropionato (figura 11.9.). Un año después, Sano (1966) sin
tetizó una mezcla de isómeros de este compuesto y , utilizando
extractos mitocondriales de higado bovino como fuente de Copro­
genasa. comprobó que habia un 20%de incorporación en Protopor­
firinógeno.

Estudios posteriores ¿n uitno (Zamany col, l972; Batters
by y col, l972), empleando precursores marcados, revelaron que
la Porfirina S-4ll, aparentemente, no seria un intermediario no:
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mai. Asi io interpretaron Jackson y col (1976), quienes sugirig
ron que el a-OH propionii derivado formado iniciaimente podria
eliminar H20, y decarboxiiarse simultáneamente a vinilo. Sin em
bargo, no puede descartarse 1a posibiiidad de que, bajo contro]
enzimático, 1a ruta esquematizada en la figura II.9. ocurra ¿n
vivo. Otras investigaciones sobre este tema (Battersby y co].
1975; Zamany Akhtar, 1976) han contribuido a aciarar algunos
aspectos del mecanismo y 1a estereoquimica de la formación de
los grupos vinilo en 1a Protoporfirina.

En un trabajo reciente (Jackson y co], 1980), en e] que
se utiiizaron hemolizados de eritrocitos de poilo y enzima pu­
rificada de higado de rata comofuente enzimática. se sugirió,c
en base a los resuïtados obtenidos, que un porfirinógeno hidro­
xipropiónico seria el intermediario anterior a1 Harderoporfiri
nógeno en 1a decarboxilación oxidativa de] ácido propiónico ubi
cado en 1a posición 2 de] Coproporfirinógeno, de acuerdo con e]
esquema deia Figura II.9.

La Coprogenasa es, en 1a mayor parte de Ios casos, una
enzima mitocondria] (Batïle y co], 1965), tiene en genera] un
requerimiento absoïuto por oxigeno molecuiar (Faik y c0], 1953),
que actúa como aceptor fina] dehidrógeno, no pudiendo ser reem
plazado por otros oxidantes.

Sin embargo, enciertosorganismos estrictamente anaeróbi
cos debe existir, necesariamente, aigún mecanismo que iieve a
1a formación de Protogen (Mori y Sano, 1968). Tait (i969, 1972)
trabajando con Rp. apheno¿dea y Poulson y Polglase (¡974 a) C0"
S. cencváaiae detectaron actividad de CPG-asa en aerobiosis y
en anaerobiosis; en este último caso utilizó,como aceptor de
hidrógenos, un sistema constituido por ATP, Mg2+y L-metionina.

Esta enzima se ve afectada en las Copr0porfirias hepáti­
ca y eritropoyética, en ias cuaies se excretan niveies urina­
rios significativamente elevados de Coproporfirina. Tambiénpare
ce estar inhibida en intoxicación con Pb, junto con e] ALA-D,
en cuyo caso se encuentra una eievada eiiminación de ALAy Coprg
porfirina en 0rÍna.(Kreimar-Bimbaom qúrmúcMHur ¡ Batlle ycol.,1124).

La Coprogenasa ha sido estudiada en muy diversas fuentes,
tales como Chionetia uuigan¿a (Granick, 1955), hemolizados de e
ritrocitos de aves (Dresei y Faik, 1956), Eugtena gnac((¿a (6ra
nick y Mauzerali, 1958 b), higado bovino (Sano y Granick, 196I;
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Sano , 1958), higado de buey (Porra y Faik, 1964), higado de ra
ta (Batïïe y co], 1965), Chnomatium D (Mori y Sano, 1968; Tait,
1972); Rp. 4pheno¿dea (Tait, 1969; 1972); hojas de tabaco
(Hsu y Miiler, 1970), diversas bacterias (Jacobs y co], 1970),
Sacchanomyceócenevióiae (Pouison y Poigiase, 1974 a), linfoci
tos humanos (Grandchampsy Nordman, 1977) y bazo de rata (Kar­
dish y Woods, 1980).

11.2.9. Protogen oxidasa

La oxidación de protoporfirinógeno a porfirina, uno de 10s
üitimos pasos en 1a sintesis de hemoy ciorofiia, está cataliza
da por la Protogen oxidasa.

Esta reacción, que involucra la eliminación de seis hi­
drógenos de] anilio de] porfirinógeno, puede ocurrir no enzimá­
ticamente. De todas maneras, estudios recienteshan confirmado
su naturaieza enzimática en mitocondrias de higado y de 1evadu
ras (Pouison.yPoigIase, 1975; Poulson, 1976; Jackson y co],
1974). La Protogen oxidasa mitocondria] fue soïubiiizada, puri­
ficada y parciaimente caracterizada (Pouisony Poiglase, 1975;
Poulson, 1976). Usa oxigeno como único aceptor de hidrógenos y
no pudo demostrarse e] requerimiento de ningün cofactor para es
ta reacción directa con oxigeno (Sano y Granick, 1961; Porra y
Falk, 1964; Pouïson y Poïgiase, 1975; Pouïson, 1976).

En Eachenichia coli, Jacobs y Jacobs (1975) midieron ac­
tividad aeróbica de esta enzima. Estos mismos autores (1976) de
mostraron luego que esta reacción podia ocurrir anaeróbicamente
usando fumarato comoaceptor alternativo de electrones. La oxi­
dación anaeróbica de] protoporfirinógeno está acopiada a 1a re­
ducción de] fumarato a través de intermediarios de 1a 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 acción enzimático que requiera oxigeno
molecular, y que en cambio, 1a cadena de transporte de e1ectro­
nes debe jugar un ro] importante en esta oxidación (Jacobs y
Jacobs, 1979).

La Protogen oxidasa e5una enzima termoiábi], inactiván
dose a Ios 40 °C. E1 Urogen ï o III, o Coprogen I o III, no sir
ven comoSustratos. Tiene todas las caracteristicas de una enzi



masulfhidrilica.

Experiencias realizadas en levaduras, indican que la Prg
togen oxidasa se forma en las mitocondrias y no en el citoplas­
ma, ya que si las células se hacen crecer en presencia de ciclg
heximida, hay actividad enzimática en la fracción mitocondrial,
no asi cuando se hacen crecer con cloranfenicol (Poulson y Pol­
glase, l974 b).

La reacción ocurre en dos etapas. En la primera se forma
el intermediario prototetrahidroporfirina IX, un pigmento con un
máximo de absorción a 503 nm, comúnmente llamado P503. Este deri
va del protoporfirinógeno IX por autooxidación. El segundo paso,
que requiere la remoción de 4 H. está catalizado por la Protogen
oxidasa (Figura II.l0.).

En células reprimidas por glucosa se acumula el pigmento
P503 y protoporfirinógeno IX. Esto sugiere que el sitio de re­
presión por glucosa está a nivel de la Protogen oxidasa (Poulson
y Polglase, l974 b).

La Protogen oxidasa estaria también involucrada en algu­
nas porfirias. Es posible que se encuentre disminuida en la Por
firia Variegata, en cuyo caso la excreción de Protogen acumula­
do estaria facilitada por su asociación a péptidos de longitud
variable, que constituirian la conocida “fracción de porfirina
X", cuya excreción en exceso es una de las caracteristicas bio­
químicas tipicas de esta Porfiria. (Batlle,7601.,"81).

11.2.10. Ferroguelatasa

La enzima ferroquelatasa (protohemo-ferroliasa) cataliza
la inserciónde Fe2+ en una variedad de porfirinas dicarboxilicas
para formar los correspondientes hemos (Labbe y col, I963); Porra
y Jones, 1963, a, b y c).

La presencia de ferroquelatasa ha sido demostrada directa
mente en preparaciones libres de células deuna gran variedad de
fuentes, tales comoeritrocitos de aves (Krueger y col, ¡956),
médula ósea (Kasuga y col, 1954), reticulocitos (Clark y Walsh,
l959), higado, riñón y bazo de mamíferos (Lockhead y Goldberg,
1961). en dos levaduras, Sacchanomyceó ceneuióiae (Porra y Jones,
l963, b y c) y Tonuoiopaua ut¿€¿¿ (Porra y Ross, 1965); en una
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gran variedad de bacterias (Porra y Jones, 1963, b y c) y en dos
bacterias fotosintéticas, Chnomattum(Porra y Jones, 1963, b y
c) y RD. ¿pheno¿de4 (Porra y Lasceïles, 1965).

V M

M v

-6H

M M ND‘ V M

P P
M V

protopprfírínógeno IX

©­
v M M M

M V _4H P P

® protoporfirína IX

M M

P P

P 503

® Y® Protogen oxídasa

® autooxídación

FIGURAII.10;: Esquema de 1a formación de Protoporfirina
ïX a partir de Protoporfirinógeno IX
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Tambiénse ha detectado ferroquelatasa en glóbulos rojos
de sangre humanapatológica: anemias hemoliticas (Grinstein y
col, 1959), anemia perniciosa (Lockhead y Goldberg, ¡96I) y en
varios otros desórdenes metabólicos (Vavra y col, 1964).

Posteriormente, la actividad de ferroquelatasa fue demos­
trada y caracterizada en sangre humana norma] (Langelaan y col,
1969). En l970. estos mismosautores sugirieronque las células
de sangre humana podian contener dos enzimas diferentes con actl
vidad de hemosintetasa: una enzima particulada encontrada en le!
cocitos que era inhibida por éter y una segunda enzima, encontra
da en precursores de glóbulos rojos que era altamente estimulada
por éter. Esta última pareceria ser una lipoproteina, ya que el
agregado de ciertos solventes orgánicos o fracciones Iipoicas
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, l961) y también en células de levaduras
(Reithmüller y Tuppy, l964).

La ferroquelatasa de Células bacterianas es también par
ticulada y está unida posiblemente a membrana (Porra y Jones,
l963, b y c).

En 196l, Schwartz y col demostraron que la incorporación
de Fe2+ en la protoporfirina se ve facilitada por la presencia
de globina, y que el producto final de la reacción, caracteriza­
do por electroforesis y cromatografía, es la hemoglobina.

Esta enzima es absolutamente especifica para el hierro,
lo cual es muy significativo, ya que, ¿n viva, 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 posición 2 y
4 de la protoporfirina, ya que la meso y deuteroporfirina, en las
cuales los vinilos están sustituidos por etilos e hidrógenos, res
pectivamente, también actúan como buenos sustratos. En cambio,
los grupos carboxilo libres del ácido propiónico parecen ser in­
dispensables, ya que cuando están bloqueados, los derivados no
son tan efectivos comosustratos (Heikel y col, l958); tampoco
lo son los porfirinógenos ni las porfirinas parcialmente reduci­
das.



Se ha postulado que la enzima posee dos sitios activos,
uno para el metal y otro para Ia porfirina.(€abbe. 1Hutbar4IJ‘lM).

En la mayoria de los tejidos estudiados, la reacción enzi
mática tiene lugar en anaerobiosis o en presencia de agentes re­
ductores tales como ácido ascórbico. GSHo CiSH (Porra y Jones,
1963, b; Nishida y Labbe, I959; Labbe y Hubbard, 196l). Est0s 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, l973),
y parece requerir fosfato de piridoxal. que estaria fuertemente
unido a la proteina.

Esta enzima se encuentra bloqueada en aquellos casos de
porfiria caracterizados por una acumulación de protoporfirina,
como la Protoporfiria Eritropoyética. (¿SWCYCOIH'MRO'

11.3. Catabolismo del Hemo

Cuando la hemoglobina se destruye en el organismo, su por
ción proteica, la globina, puede volver a ser utilizada ya sea
c0mo tal o bien bajo la forma de los aminoácidos que la constitu
yen; el hierro entra a formar parte de la reserva de hierro tam­
bién para su ulterior utilización.

El hemo, en cambio, se degrada en las células reticuloen
doteliales del higado, del bazo y de la médula ósea. El primer
paso en la degradación del hemo es la ruptura del anillo de la
porTirina entre los núcleos A y B y la eliminación del carbonong;
tilénico a como C0 (Figura 11.112). Es probable que el anillo de
porfirina pueda abrirse y que aún contenga hierro antes de que
se separe la protoporfirina de la globina (Guzelian y Swisher,
1979).

Después de la ruptura del anillo de porfirina del hemoy
de la eliminación del hierro, se forma el primero de los pigmen­
tos biliares, la biliverdina IX a, que se reduce fácilmente a
bilirrubina y constituye el principal pigmento de la bilis huma
na.

El sistema enzimática que cataliza estas reacciones está
compuesto por dos enzimas: la hemo oxigenasa y la biliverdina rg



ductasa (lenhunen y col, l969).
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FIGURAII.ll.: Catabolismo del hemo

La hemooxigenasa está localizada en la fracción microsg
mal del bazo, higado, médula ósea, macrófagos y otros tejidos
involucrados en la degradación de la hemoglobina ¿n vivo (Pims­
tone y col, l97l a). Cataliza la formación de cantidades equimg
leculares de biliverdina IX a y C0, a partir de sustratos que
permiten una fácil disociación de la mitad hémica de la porción
proteica de la molécula (Tenhunen, l976). Aunque la mayor activi
dad enzimática se obtiene con compuestos de protohemina 1X,
otras heminas dela serie IX, asi comootros isómeros (por ejem­
plo: coprohemina I) tienen una cierta actividad comosustrato.
Las porfirinas libres no funcionan comosustrato; de estas expg
riencias y otras llevadas a cabo con Cu, Co, Ni y paladio porfi
rinas, surge que el átomo central del hierro es conjuntamente
con la parte proteica, indispensable para Ia actividad enzimáti
ca (Tenhunen, l976).



De manera entonces que, como anticipamos, el producto ini
cial de la conversión enzimática del hemoa bilirrubina es la bi
liverdina IX a, que se reduce luego a bilirrubina IX a por acción
de la biliverdina reductasa.

La biliverdina reductasa es una enzima soluble, presente
en exceso en un gran número de tejidos de mamíferos. Requiere
NADPHo NADHcomo donor de hidrógenos, siendo el primero mucho
más efectivo que el segundo a pequeñas concentraciones de bili­
verdina, y tiene una gran especificidad para biliverdina IX a
(Tenhunen y col, 1969).

El sistema enzimático de la hemo oxigenasa tiene un requg
rimiento absoluto y estequiométrico de oxigeno molecular y NADPH.
Se consumen 3 moles de 02 por mol de bilirrubina formada.

La actividad de la hemo oxigenasa aumenta en higado, bazo,
macrófagos, células de los tübulos renales y otros tejidos, lug
go de la administración de hemo o hemoglobina, probablemente por
inducción por sustrato (Tenhunen, 1976).

Durante el transcurso de la reacción, el hemo se une a
una proteina insoluble y sustrato inducible, que se comporta cg
mo una oxigenasa estereoespecifica. Esta es una proteina de pe
so molecular mayor de 200.000 y se localiza dentro de la membra
na de reticulo endoplásmico (Yoshida y col, l974).

La relación 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 ap0proteina del citocromo P-450 (Ten
hunen, l976).

La actividad de la hemo oxigenasa es mayor en tejidos Vin
culados con la destrucción de los glóbulos rojos: bazo, higado,
médula ósea y macrófagos (Pimstone y col, 197] a), pero es baja
en riñón, pulmones y otros órganos no involucrados en ese proce
so (Pimstone y col, 197l b).

La hemo oxigenasa es capaz de modificar su actividad, en
organismos intactos, según cambios en la disponibilidad de sus­
trato (Tenhuneny col, 1970). Asi, en estados hemoliticos, la
actividad de la hemo oxigenasa hepática se incrementa de 3 a 5
veces; por el contrario, en anemia par pérdida de sangre, Su ac­
tividad no varia. La hemo oxigenasa hepática puede aumentar su
actividad luego de esplenectomia, indicando la capacidad poten­



cia] del higado para sustituir a1 bazo comoprincipa] sitio de
destrucción de eritrocitos (Tenhuneny co], 1970). Todos estos
hechos señaïan e] importante rol fisiológico que cumple 1a hemo
oxigenasa.
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III. ALA-QEEIDRASA

III.:. Función de] ALA-Dehidrasa en ei camino biosintético de]
fiemo

De las enzimas que participan en 1a sintesis de] hemo
consideraremos ahora en particuiar, ya que es objeto de estudios
en e] presente trabajo,a 1a 6-Aminolevü1ico-Dehidrasa (ALA-D),
también conocida como Porfobiiinógeno Sintetasa. El ALA-Dcataii
za ¡a ciciación de 2 moiécuias de] compuesto aiifático ácido G-a
minoievülico (ALA)para dar un derivado heterociciico, e] porfg
bilinógeno (PBG). En este proceso se pierden dos molécuias de
agua. Esta descripción simplificada de] mecanismode acción jug
tifica e] nombre de 1a enzima.

En 1a Nomenciatura de Enzimas de 1964 de Ia "International
Union of Biochemistry", la enzima se ciasificó como “5-aminolevu
1inato-hidro-1iasa (agregando S-aminoievulinato y ciciando)",
bajo e] número de código E.C. 4.2.1.24. Esto indica que e] ALA-D
pertenece a 1a cuarta ciase principal, las iiasas, que son capa
ces de eiiminar pequeños grupos de] sustrato por una ruta no hi
droïitica, cataiizando 1a formación de un doble eniace. E1 ALA-D
pertenece a 1a segunda subciase, las carbono-oxigeno iiasas, que
son mayormentehidroiiasas, indicando e] prefijo "hidro" e] tipo
de reacción.

E1 ALA-Des una enzima citoplasmática soiubie, o sea que
no está unida a mitocondrias u otras organeias (Granick y Mauzg
rail, 1958). Tiene un peso moiecuiar de 280.000, y ias caracte­
risticas de una enzima sulfhidriiica : su actividad se ve inhibi
da por metaies pesados y otros inhibidores tióiicos (Burnhamy
Lasceiies, 1963; Gibson y co], 1955). E] pH óptimo varia de acuer
do con e] origen de 1a enzima, dentro de ampiios márgenes, entre
6,3 (Granick y Mauzeralï, 1958) y 9,5 (Barreiro, 1967). La maxi
ma actividad enzimática se presenta, ¿n u¿tno, a temperaturas
de 55 °C (Tigier y co], 1968, 1970) a 65 °C (Batiie y co], i967).
Se encontraron diferentes vaiores de 1a constante de Michaeiis­
Menten (Km) entre e] rango de 7,7 x 10'5 y 1,0 x 10-3 moies/li­
tro (Nandi y Naygood, 1967). Ei ácido ó-aminolevui co es ei
co sustrato de] ALA-D.

La bioquímica de] ALA-Dpresenta aspectos interesantes ya



que cataliza una reacción poco comúnen la cual están involucra
das dos moléculas de sustrato idénticas; y además porque lleva
a la formación del primer compuesto cíclico, y único monopirrol
natural de la cadena biosintética del hemo.

111.2. 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 del cua
renta por el grupo de Shemin (l945). Recordemos que utilizando
eritrocitos de ave y sustratos marcados se probó que el primer
paso de la sintesis del hemo involucra la condensación de glici­
na y succinil-CoA para formar ALA, Luego de que Nestall, en l952,
logró aislar PBGde la orina de pacientes con porfiria aguda, lo
cual habia sido descripto por primera vez en l934 por Haldenstróm,
aumentó el interés en cuanto al rol que juega este compuesto en
la biosintesis del hemo.

En los años subsiguientes, se determinó la estructura del
PBGcomo la de un monopirrol (Cookson y Rimington, 1953), y so­
bre la base de numerosos estudios ¿n uttno, fue reconocido como
precursor de las porfirinas (Bogorad y Granick, 1953; Falk y
col, 1953). Permanecia todavia sin aclarar la conversión enzimg
tica del ó-ALA a PBG.

Utilizando hemolizados de eritrocitos de pollo, Dresel y
Falk (1953) y Granick un año después (1954), postularon la exií
tencia de una enzima que catalizaria la conversión de ALAa PBG.

Gibson, Neuberger y Scott, en l955, y Granick y Mauzerall,
en 1958, demostraron la existencia de la enzima y describieron
sus caracteristicas más importantes. Estos trabajos sirvieron de
guia para numerosos estudios posteriores.

El ALA-D, como fuera designada desde entonces, está am­
pliamente distribuida en la naturaleza: en células parenquimales
y sanguíneas de las más diversas especies animales (Barreiro,
1969; Batlle y col, 1967; Coleman, 1966; Onisawa y Labbe, l962;
Shetty y Miller, 1969; Tancioni y col, l964; TOwioy col, l968;
Granick, 1954; Granick y Mauzerall, 1958; Moore y col, l97l) y
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en el hombre (Calissano y col, 1966; Collier,l97l; Nakaoy ccl,
l968); en células de trigo (Nandi y Naygood, 1967); tabaco
(Shetty y Miller, l969) y otras plantas (Carell y Kahn, 1964;
Steer y Gibbs, l969; Stobart y Thomas, 1968; Tigier y col, 1988;
l970); en células de levaduras (Barreiro, l967; E969), en hongos
(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 Rhodopóeudomonaó (Rp)
¿phenoidea juegan unpapel particularmente importante en estas
investigaciones (Burnhamy Lascelles, 1963; Heyningen y Shemin,
l970, 197l a; Nandi, l97l; Nandi y col, 1968; Nandi y Shemin,
1968 a y b);

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

III.3. Estructura y Deso molecular

El peso molecular de la enzima, determinado por varios
métodos, re5ultó ser del orden de 280.000 para la mayoria de las
fuentes.

Por electroforesis en gel de poliacrilamida, de una prepa
ración purificada en presencia de SDSy 2-mercaptoetanol, el
ALA-Dcorrió con una:movilidad correspondiente a la de una pro­
teina de 35.000 de peso molecular. Se ha postulado que ésta se­
ria la subunidad minima que compone el octámero de 280.000 D. Es
ta conclusión es consistente con los estudios combinados de mia
croscopia electrónica y determinaciones de pesos moleculares,
realizados por Nu y col (l974).

Las particulas observadas parecen consistir en cuatro lg
bulos colocados en las cuatro esquinas de un cuadrado. Comoson
ocho las subunidades, estos cuatro lóbulos se agrupan con otros
cuatro dirigiéndose cada uno hacia los vértices de un cubo (El'
gura III.l.).

La estructura funcional minima en el ALA-Dbovina, y posi
blemente en todas las ALA-D,es un dimero, constituido por dos
subunidades que si bien pueden tener similar composición. juegan
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un pape] diferente en ia sintesis de] monopirro] °BGa partir de
dos moiécuias de ALA.

oo
3

FIGURAIII.1.: Hodeio de 1a
estructura cuaternaria de]
ALA-D

En 1968, Nandi y Shemin, estudiando 1a cinética de forma
ción de PBGcatalizada por e] ALA-Den Rp. ¿phenoidea, observa­
ron que e] ALAposeía efectos homotrópicos cooperativos. obte­
niéndose una curva sigmoidea cuando se graficaba actividad enzi
mática versus concentración de sustrato. Los cationes monovaieg
tes como K, Li, Rb o NH“, ejercían efectos heterotrópicos coopg
rativos, produciendo a] mismotiempo curvas de saturación hiper
bóiicas.

E1 K produce cambios conformacionales en 1a enzima y/o
promueve 1a transición de un estado de 1a proteina menos reacti
vo a uno más activo.

III.4. Mecanismo de acción

La enzima, formada por ocho subunidades, forma bases de
Schiff con e] sustrato,y se ha demostrado que sóio cuatro de ias
ocho subunidades reaccionan con e] ALA(Shemin, 1976).

E1 grupo amino invoiucrado en 1a formación de 1a base de
Schiff ha sido identificado comoun residuo especifico de lisina,
que además se encuentra en e] 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 ag
tividad enzimática.

TSukamoto y col (l975) han demostrado que uno o dos resi
duos de histidina serian esenciales en la funcionalidad del
ALA-D.

La enzima se inactiva por foto-oxidación y existen eviden
cias acerca de la destrucción de un residuo de histidina, por
posterior análisis de aminoácidos de la enzima fotoinactivada.

En la composición de aminoácidos (Tsukamoto y col, 1975)
se sabe que hay nueve tirosinas, cuatro triptofanos y seis resi
duos de metionina por subunidad; estos aminoácidos no están en
el centro activo de la enzima. Es posible que el péptido que con
tiene el residuo activo de lisina tenga un entorno hidrofóbico
(Batlle y Stella, l978). Esto está de acuerdo con el hecho de
que en la mayoria de los casos la reactividad de las lisinas que
forman bases de Schiff es debida a su localización en una región
hidrofóbica deJa 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 hidrofóbico puede mediarse por rg
siduos de histidinas situadas en regiones lipofilicas de la enzl
ma.

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

El esquema de la Figura III.g, muestra el mecanismo de
acción propuesto para la enzima.

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

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

En la primera etapa tendriamos el complejo integrado por
las dos moleculas de ALAy las dos subunidades enzimáticas. Cono
propusieron Nandi y Shemin (l968 b). se formaría una base de
Schiff entre el grupo carbonilo de la molécula de ALA(I) y un
residuo de lisina de la subunidad I; esta unión está facilitada
por la proximidad de la histidina que tranSporta un protón desde
el carbono a del sustrato al centro hidrofóbico, estabilizando
asi el carbanión 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 Sustrato
y dos residuos. positivo y negativo. de la enlina. Los grupos
cargados positivamente pueden ser otros restos lisina ya que hay
doce de estos residuos por subunidad; si los -SH están cerca de
los residuos de lisina. sus propiedades basicas se incrementan
fuertemente por migración de protones desde los primeros a los
segundos.

En la segunda etapa. el carbanión estabilizado efectuarïa
un ataque nucleofilico sobreiuigrupo secarbonilo de la molécula
de ALA(II) y el residuo de histidina de le subunidad t de la
enzima transferiria un pretón al oxigeno del sismo grupo. después
se produciria una condensaciónaldolioa. nientras que la histidi
na de la subunidad I sufre un‘reordenaniento electronico adopta!
do su estructura inicial y el residuo de histidina de la suouni­
dad ll transferiria un protón desde el grupo o-anino de la mote­
cula‘de ALA(II) al e-anino del resto de lisina que forma la oa­
se de Sehitf, con la molécula de ALA(El.

En la etapa cuarta tiene lugar otro transporte de un org
ton del mismo e-anino del ALA(II) al e-amino de la lisina de
la subunidad l mientras que la histidina de la suounidad nn re­
cobra su estructura inicial y‘está preparada para captar y oes­
prender protones nuevamentet

En la quinta etapa tiene lugar un tipo de tramsamindeiom
cuyo resultado es la separacion del producto ooo de su mmiomeo
valente con la enzimas

Un reordenamiento final (sexta etaoa» en el Qwal nos dos
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restos histidina de ambas subunidades participarian en un trans
porte de protones, conducirian a la formación de un sistema con
jugado, no polarizado, incapaz de reaccionar conla enzima, lo
cual permite liberar completamente el pirrol del sitio activo
del ALA-D,regenerándose la enzima libre que puede asi entrar en
otro ciclo de reacciones.

El grado de afinidad de la enzima por el ó-ALAy otros
y-cetoácidos relacionados, depende obviamentedela 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
posición B al grupo carbonilo (Nandi y Shemin, l968 b). Para es
ta unión con la enzima, el sustrato requiere un grupo carboxilo
libre, como se confirmó utiliZando ALA-metil éster como sustra­
to, y un grupo carbonilo en posición y a un grupo carboxilo ioni
zado; ésto fue sugerido por Granick y Mauzerall (l958) en base
a estudios de inhibición. La existencia de un grupo cargado
positivamente en una posición determinada de la proteina enzima
tica, probablemente juegue un rol importante en la orientación
del sustrato en la enzima, de manera que se forme sólo PBGy no
otros pirroles (Nandi y Shemin, 1968 b).

Más recientemente. Jordan y Seehra (l980) utilizando tég
nicas de spectroscopia RMNcon 13€, propusieron un mecanismo
de acción en el cual la primera molécula de ALAque se une al
sustrato es la que va a dar lugar al ácido propiónico del PBG,
con una afinidad al menos un orden de magnitud mayor que la de
la molécula que dará lugar al sitio de ácido acético del PBG.

En la Figura III.3. vemos que la molécula de ALAforma 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). El PBGse formaría siguiendo la secuencia indi­
cada.

III.5. Activación e inhibición del ALA-D

III.5.l. Activación

El ALA-Dpuede modificar su actividad por cambios de pH,
temperatura, presencia de ciertos metales o sustancias orgánicas,
concentración delsustrato y producto de la reacción. Se analiza­
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rán entonces aquellos factores que poseen una acción activadora
del ALA-D.

.. 'H
M2

1" ¡­r au

x=o o Enz-NE-lg

FIGURAIII.3.: Mecanismo de acción del ALA-Dehidrasa propuesto
por Jordan y Seehra (1980)

11115.2. Coenzimas

No está 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) ¿n vitno activa la formación
de PBGa partir de ALA(Heilmeyer,l967). Inicialmente se habia
atribuido un rol similar a los iones cobre, que se encontraban
en una-relación de 0,1% en una preparación purificada de la enzi
ma (Iodice y col, 1958); sin embargo, luego se pudo aislar la en
zima activa totalmente libre de cobre (Wilson y col, 1959). Re­
cientemente, se ha demostrado que el ALA-Des en realidad una



Zn-enzima conteniendo un átomo de Zn por subunidad. La apoenzi­
ma libre de Zn es inactiva y sólo recupera su actividad cuando
se reconstituye 1a hoioenzima nativa mediante e] agregado de
Zn (Tsukamoto y co], 1980). En este sentido podriamos afirmar
que e] Zn se comporta como un grupo prostético de] ALA-D.

III.5.3. Metaies aicaiinos

Se conocen comoactivadores aqueiias sustancias cuya pre
sencia es importante para 1a acción de 1a enzima y que probabie
mente sóio están unidos débiimente a 1a proteina.

E1 ALA-Dmodifica su attividad por efecto de distintos
activadores. Burnhamy Lasceiies (1963), y después Nandi y She­
min (1968) observaron que e] ALA-Dparcialmente purificada de
Rn. apheaaidea, requiere K+ para un máximo de actividad, indepen
dientemente de] anión que io acompañara, fosfato o cloruro. Se
determinó que 1a concentración óptima de K+ estaba entre 1 y
3 x 10-2 M. Heyningen y Shemin (1970) confirmaron 1a activa­
ción aiostérica de] ALA-Dde Rp. ¿phenoidea por iones K+. Este
efecto se expresa en una disminución de 1a constante de Michae­
lis-Menten (Km) en presencia de estos iones.

Sin embargo, 1a enzima aisiada de trigo no requiere K+
para su actividad (Nandi y Nayqood, 1967). Tampoco e] ALA-D
de hojas de espinaca y tabaco.(Shetty y Miller, 1969), en tanto
que concentraciones de K+ aproximadamente 0,1 M inhiben 1a enzi
ma de soya (Tigier y co], 1970). Además de 10s iones Zn2+, Ca2+
y Fe2+, ios iones K+ no tenian ningún efecto sobre 1a enzima ai;
1ada’ de smuuum (3) ¿te/LóonuMo y LasceHes, 1971). Otros me­
tales a1ca1inos, como los iones Li y Rb, asi como ios iones NH“,
ejercen un potente efecto activador sobre e] ALA-Dde origen bag
teriano (Nandi y coi, 1968). La influencia de] Na+ y NH“+es ig
ve sobre 1a enzima de origen vegeta] (Schneider, 1970).

111.5.4. Metaies alcaiino térreos

Los cationes divaientes taies como ng+, Ca2+ y Mn2+ac­
tivan e] ALA-Dde hojas de trigo (Nandi y Waygood, 1967). Mien­
tras que ios iones M92+ disminuyen ei Kmde 1 x 10'3 a 3,1 x 10'“
moies/iitro, los iones Mn2+provocan unadisminución mayor de] Km
hasta 3,7 x 10-5 moies/iitro (Nandi y Haygood, 1967).
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A pesar de provenirde fuentts diferentes, las enzimas de
Rp. ¿phenoideó y tabaco (Nandi y col, l968; Shettv y Miller,
1969) se activan por bajas concentraciones de iones Mnï+, mien­
tras que concentraciones mayores de Mn2+ (2,5 x 10'3 M) son inhi
bitorias (Shetty y Miller, 1969). Los iones Hn + también activan
la Dehidrasa aislada de S. ¿ten40n¿¿ por Hoy Lascelles (l9ïl).
Estos autores propusieron que los iones magnesio son absolutamente
necesarios para la máximaactividad enzimática. Estos mismos io­
nes son asimismo activadores relativamente potentes de la enzima
de Rp. ¿phenoideó (Nandi y col, 1968). Aparentemente, modifica­
rian la estructura molecular de la enzima, produciendo una forma
más activa, efecto que se traduce en una disminución 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
tración y el anión empleado, el Mg puede inhibir el ALA-Dde glán
dula de Harder de rata (Tomio y col, l968). Los iones Mgz+, Mn”+
y Ba2+ en concentraciones de lO'2 Mno tienen influencia sobre la
enzima de higado de ratón y buey (Coleman, l966; Gibson y col, l955).

Cuando se purifica el ALA-Dpor métodos tradicionales sue­
le presentar y conservar una baja actividad enzimática, excepto
que se la suplemente con reactivos tiólicos. Se sabe que el ALA-D
de mamíferos es una enzima que contiene Zn (Gurba y col, l972;
Cheh y Neilands, 1973), aunque es una metaloenzima atipica ya que
a menudo lo pierde en el curso de su purificación. Aún no está di
lucidado el rol del Zn en la relación estructura-función de la
enzima.

Si se agregaba Zn y mercaptoetanol en el curso de la puri
ficación del ALA-Dde higado bovino, la enzima conservaba su má­
xima actividad aün en ausencia de activadores tiólicos (TSukamo­
to y col, 1979), y contenía un átomo de Zn por Subunidad, y ocho
grupos SH por subunidad.

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

La modificación de los grupos SH del ALA-Dpor oxidación
con aire, reacción con DTNBo l,3-dibromoacetona o formaCÍón de
meroapturos con metales, producia una disminución de la activi­
dad enzimática con liberación simultánea de Zn. La apoenzima
oxidada necesitaba de un activador tiólico para incorporar Zn. Es
tos resultados sugieren que en el sitio activo de la enzima se
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encuentran involucrados un átomo de Zn y por lo menos dos resi­
duos cisteina. El rol del Zn podria ser el de proteger a los
grupos SH de la autooxidación probablemente coordinándose con
ellos. Esta hipótesis, está apoyada por la observación de que
cuando se elimina el Zn, tiene lugar una rápida formación de una
unión disulfuro.

Los estudios defotooxidación indican que existen por lo
menos dos residuos histidina en el sitio activo, y posiblemente
uno de ellos también participe de la unión con el Zn (Tsukamoto
y col, 1980).

Segün estos autores, el Zn no es absolutamenteesencial pa
ra la función catalitica de la enZima, ya que la enzima totalmen
te libre de Zn conserva casi su máximaactividad si se la mantig
ne en condiciones estrictamente anaeróbicas. Esto sugiere que en
ausencia de Zn, puede ocurrir un leve cambio conformacional que
facilitaria la formación de puentes disulfuro (Tsukamotoy col,
1979).

III.5.5. Buffers

Muchos autores observaron que el ALA-Dse 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, l969). El ALA-Dde higado
de ratón era tan activa en buffer Tris comoen fosfato (Coleman,
l966); mientras que el Tris también aumentaba la actividad de la
enzima de soya (Tiqier y col, l968; 1970). La enzima aislada de
glándula deHarder se inactivaba totalmente en buffer Tris 5 x lO'?M
(Tomio y col, 1968). Gibson y col (1955) encontraron quela enzi
ma aislada era completamente inactiva en buffer Tris pero activa
en mezclas de buffer que contenía fosfato, arseniatoyl3icarbona­
to mientras que en ensayos preliminares, ninguno de estos aniones
habia sido necesario. Esto fue confirmado para la enzima de ta­
baco y se observó un leve aumento de actividad en Tris-HCl has ­
ta pH9.0 (Shetty y Miller, l969); además,los iones fosfato,
arseniatoy bicarbonato, pareten activar la dehidrasa de higado
de buey y de tabaco enpresencia de Tris-HCl (Shetty y Miller,
1969).
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Estudios con eritrocitos humanos demostraron que los fos
fatos en una concentración de 6 x lO'2 H inhiben casi completa­
mente la formación de PBG¿n v¿tno , mientras que una concentra
ción de 3,3 x lO'2 M, la reducen a la mitad (Rubino y col,l960).

III.5.6. Acido ó-Aminolevülico

Conelobjeto de determinar la influencia del mismosustra
to sobre la actividad del ALA-D,se inyectó 6-ALAen ratones,
observándose un aumento de actividad de 2 a 3 veces de la enzi­
ma hepática (Russell y Coleman, 1963), comparada con los contro­
les, probablemente comoresultado de la activación directa de
la enzima por el sustrato, más que de la sintesis de novo de la
proteina enzimática (Onisawa y Labbe, l962).

III.5.7. Sustancias inductoras de porfiria y anemia

Las sustancias porfirinógénicas comoel Sedormid (s-alil­
isopropil-urea), AIA(B-alil-isopropil-acetamída) y DDC(3,5-dl
carbetoxi-dihidro-colidina) poseen grupos ceto que, al menos el
Sedormid, pueden formar enolatos y hemiacetales con los grupos
SH libres (Barreiro, 1969). Sin embargo, no tienen influencia
sobre la actividad del ALA-Dde higado y bazo de ratón (Coleman,
l966), lo cual está en contradicción con el marcado aumento de
actividad de esta enzima en el higado y riñones de conejos y ra
tas tratadas con AIA y Sedormid (Marver y col, 1966; Narisawa y
Kikuchi, l966; Tancioni y col, l964); de todas maneras, la acti
vidad en sangre y bazo en estos casos fue normal (Gibson y col,
1955).

Las respuestas a los 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, l963).

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



79

prevenirse por adición de giucosa. Por otro lado, si se agrega
0,2-2% en e] medio de cu1tivo de tejido de soya, 1a actividad
de] ALA-Daumenta 1uego de un proïongado periodo de crecimiento,
mientras que ta] aumento no ocurre si e] extracto enzimático se
incuba con AIA ¿n u¿tno (Tigier.y co], 1970).

Repetidasinyeccionesdefeniihidrazina. que producen ane­
mia en conejos y ratones, daban Iugar a un aumento sustancia]
de 1a actividad de] ALA-Dde bazo (Coieman, 1966; Gibson y co],
1955; Margoiis y Russeii, 1965), probabiemente como resuïtado
de un incremento en 1a hematopoiesis extrameduïar (Gibson y co],
1955). No se obtuvieron resuïtados simiiares en e] higado (Gib
son y co], 1955).

III.5.8. Activadores tióïicos

Una demostrada caracteristica de] ALA-Des su naturaieza
sulfhidrilica. Las enzimas de higado de ratón (Coleman, 1966),
Neunozpona cnaóóa (Mutukrishnan y co], 1972), Rm. 4phcnoLda4
(Nandi y co], 1968) e higado de buey (Gibson y co], 1955), re­
quieren activadores de grupos tioies y ligandos de suifhidriios
para su máxima actividad ¿n vátnm.

Estos son principalmente glutatión (GSH)y cisteina
(CíSH) que también ejercen acciónactivantesobre e] ALA-Dde
trigo (Nandi y.waygood, 1967), o bien sustancias como e] B-mer
captoetanol y ditiotreito], que son activadores de las enzimas
de S. ¿tenaonái (Ho y Lascelies, 1971), Rp. ¿pheno¿de¿ (Nandi y
co]a 1968) e higado de mamíferos (Coieman, 1966). Es notable que
1a enzima pura y 1a parciaimente purificada de tejido de soya no
dependen de la presencia de GSHo CiSH para su máxima actividad
(Tigier y co], 1968;1970), y ios activadores tióiicos ditiotrei
to] y tioglicoiato de Na 1a inhiben parciaimente (Tigier y co],
1968). Si en 1a mezcia de reacción 1a concentración de GSHexce
de 1a concentración óptima de 3,3 x 10'3 M, e1 ALA-Dde higado
de rata y de sangre humana pierde rápidamente su actividad (Moo­
re y coï, 1971). La observación de Barreiro (1967; 1969), que
concentraciones crecientes deCiSHcausan una disminución de 1a
actividad enzimática de 1evaduras e higado de conejo y asi una
disminución en 1a formación de PBG, también fue demostrada por
Batlle y coï (1967),quienesencontraroncompieta inactivación de]
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ALA-Dde higado bovino por concentraciones relativamente altas
de CiSH (0,l molar).

Comolos grupos sulfhidrilos se combinan con los grupos
carbonilo para dar tiohemiacetales, se supone que la inhibición
se produce por una reacción de los grupos -SH con los grupos cg
to del 6-ALA(Barreiro, l967; l969), y, de hecho, la unión del
6-ALAy la cisteina puede demostrarse espectrofotométricamente.

La disminución en la concentración disponible de sustra­
to por su reacción con el tiol explicaría la menor actividad de
la enzima en estas condiciones (Barreiro, l967). Asi, mientras
que la concentración de CiSH permanece constante, la velocidad
de turnover del ALAaumenta si la concentración de ALAaumenta

en el sistema (Barreiro, l969). De esto se concluye que la rela
ción ALA/CiSHes, probablemente, de particular importancia
tanto ¿n v¿tno como¿n vao.

Los metabolitos simples como CiSH, GSHy 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 reag
ción catalizada por el ALA-D,reaccionando químicamente con el
sustrato (Barreiro, l969).

III.6. Inhibición

Los inactivadores pueden actuar por diferentes mecanismos:
por cambios quimicos de un grupo esencial de la proteina enzimí
tica o por cambios menos espeCificosxde la molécula proteica. C9
mo ya se mencionó, el ALA-Dposee grupos SH que son indispensa­
bles para su actividad y su bloqueo lleva a la pérdida de la ag
tividad enzimática.

III.6.l. Reactivossulfhidrilicos especificos

Los grupos sulfhidrilo pueden bloquearse por reactivos es
pecificos que actúan por alquilación irreversible (iodo acetato,
iodo acetamida). unión con un compuesto órgano-metálico de mercu
rio (p-cloromercuribenzoato, PCMB)o por oxidación a dSSulfuros
(R-S-S-R'). La dehidrasa de origen bacteriano se inhibe completa
mente por PCMB3,3 x lO'“ 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 endontró completa inhibición,
revertida parcialmente por adición de una cantidad equimolar de
GSH(Gibson y col, 1955). Puede obtenerse una marcada inhibición
con estos tioles sobre la enzima de vegetales y levaduras (Nan­
di y Waygood, l967; Tigier y col, 1968, l970; Barreiro, 1969).
El PCMB, iodoacetamida y otros inhibidores como la N-etil-malei
mida, iodobenzoato y 5-51ditio-bis-(2-nitro-benzoico ) son po­
tentes inhibidores del ALA-Dde higado de buey (Batlle y col,
l967). Ademásde los reactivos ya mencionados, el ditionitroben
zoato inactivaba el ALA-Dde glándula de Harder de rata (Tomio
y col, 1968). La enzima de N. cnaaóa (Muthukrishnan y col, 1972)
se inhibia completamente con p-hidroxi—mercuribenzoato. El iodo
acetatotambién actuaba sobre los grupOS»SHde la enzima de Ustí
Lago ¿phenogena (Komai y Neilands, l968). Estos hallazgos seña­
lan la importancia de los grupos -SH para la actividad del ALA-D,
acerca de los cuales hay trabajos recientes que han investigado
su número y función.

La reacción del ALA-Dnativa reducida, con DTNBreveló
la presencia de dos grupos tioles altamente reactivos (grupos
Iy II),un grupo delnediana reactividad (grupo III) y un grupo de
muybaja reactividad (grupo IV) (Figura III.4.) (Seehra y col,
198]).

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

El grupo III parece estar involucrado en el mantenimien­
to de la conformación dela enzima nativa, ya que la modificación
de este grupo resulta en una pérdida irreversible de la activi­
dad.

Tsukamoto y col (1979) encontraron quela enzima conserva
su actividad mientras los dos grupos -SH del sitio activo perma­
nezcan reducidos, aün en ausencia de Zn. La actividad enzimática
se pierde completamente, asi como el Zn unido, luego de la oxida
ción de los grupos -SH a di5ulfuro, de la modificaicón de los
grupos -SH por agentes quimicos o por formación de mercapturos
con metales pesados. Según estos autores, elZn no seria absoluta
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mente esencia] para 1a actividad, pero se requeriría para prevg
nir 1a autooxidación de ios grupos SHesenciaies; sin embargo,
estudios muyrecientes no estarian totalmente de acuerdo con
esta hipótesis, por cuanto 1a apoenzima 1ibre de Zn, aún con
Ios restos SHreducidos,es inactiva y necesitaria de ios iones
metáiicos para su reactivación.

H H QÏTNB SH SH
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I IHs l l I s l HS
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Hs HS HS

s s s s s
’ H SH ' H SH - H H
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FIGURA III.4.: Mecanismo de acción de] ALA-D con DTNB
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III.6.2. Reactivos quelantes de metales

Con el objeto de investigar la posible necesidad de iones
metálicos para la actividad enzimática.se estudió la influencia
de quelantes de metales. Se obtuvieron reSultados muy variados:

El EDTA,un quelante inespecifico de metales, es un poten
te inhibidor de la enzima de fuentes animales. Concentraciones
del orden de 10'“ M inhibían Completamente el ALA-Dde higado de
buey (Gibson y col, l955) y aproximadamente 70%la de reticulo­
citos de conejo (Granick y Mauzerall, l958), y a 10'3 M, se inhl
bia más del 90% la enzima de higado bovino y de rata (Gurba y
col, 1972).

El ALA-Dde eritrocitos de ave sólo se inhibe parcialmen­
te por EDTAlO'SM y este efecto no aumenta con concentraciones
tan altas como lO'? M (Granick y Mauzerall, 1958). La acción del
EDTApuede deberse a un cambio en la configuración de la enzima
o a la captura de un metal esencial para su actividad. Usando con
centraciones crecientes de sustrato se encontró que el mecanismo
de inhibición es no-competitivo (Granick y Mauzerall, 1958).

Aunque el ALA-Dpurificada de glándula de Harder de rata
aparentemente no requiere iones metálicos para su actividad, la
formación de PBGse inhibe completamente por adición de EDTA
lO"3 M (Tomio y col, 1968).

El ALA-Dde origen animal no se inhibe con Ca-EDTA, sino
que presenta un efecto estimulante sobre la actividad de la en­
zima de higado de ratón (Coleman, 1966). El EDTAlO'2 M, asi cg
mo los iones Mgz+, revierten la acción inhibitoria de los iones
Cu2+ (Coleman, 1966). El ALA-Dde En. ¿phenodeó no se inhibia
por EDTA(4 x 10-3 M) (Shemin, 1962; Burnham y Lascelles, l963).
La enzima de Mycobactenium ph¿e¿ perdia su actividad casi comple
tamente ¿n vitae luego de la adición de EDTA(6,7 x 10’6 moles/
muestra) (Yamasaki y Moriyama, l97l), pero se reactivaba por a­
dición de iones Mgz+. Observaciones similares se hicieron con
N, cnaaóa (Muthukrishnan y col, l969); en este caso los iones
Zn2+neutralizaban la pérdidade actividad. Las dehidrasas de ori
gen vegetal se inhiben fuertemente por EDTA(Shetty y Miller,
l969; Tigier y col, 1970); los iones Mn2+ (Nandi y Naygood, 1967)
y M92+(Schneider, 1970) reactivan la enzima.

El ALA-Daislada de higado bovino y de rata es fuertemen
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te inhibida por otros agentes quelantes, comopor ejemplo, la
8-hidroxiquinolina, 2,2'-bipiridina yo-fenantrolina, lo cual
ha sugerido que iones metálicos bivalentes están involucrados en
el sitio activo de la enzima (Gurba y col, 1972). Comose sabe,
el ALA-Dpurificada de higado.de buey es una Zn-enzima.

Ademásdel EDTA.la l,lO-fenantrolina,2,2'-bipiridina y
8-hfihoxiquinolina inhibian el ALA-Dde U¿t¿lago ¿phcnuJena (Ko­
mai y Neilands, l969); la velocidad de inhibición aumentaba con
la concentración de estas sustancias. El hallazgo de agentes co­
mola 8-hidroxiquinolina-S-ácido sulfónico y 8-hidroxi-7-iodoqui
nolina-S-ácido sulfónico que. en concentración l0'5 H causaban
80%de inhibición, sugería que la inhibición se debia a un grupo
ácido sulfónico más que a propiedades quelantes de estos compueí
tos (Gibson y col, 1955). Esto estaba apoyado por el hecho de que
la 8-hidroxiquinolina, 8-hidroxiquinaldina, ácido quinaldínico y
ácido picrolónico, no eran inhibitorios (Gibson y col, 1955).

Komaiy Neilands (l969), investigando la acción de los a­
gentes quelantes de Cu sobre la enzima de Uatiiago, confirmaron
la potente acción inhibitoria del BCS(disulfonato sódico de la
batocuproina) y Neocuproina(2,9-dimetil-l,lO-fenantrolina); pe­
ro el Cuprizone (bis-ciclohexanona oxaldihidrazona), que es es­
pecifico para iones Cu2+, y el dietilditiocarbamato no tenian g
fecto. El acetonitrilperclorato de Cu, una sustancia utilizada
para la regeneración de proteinas cüpricas, mostraban acción in
hibitoria sobre la dehidrasa de u¿t¿iago ¿phenogcna.

111,6.3. Sulfitos

La leve inhibición del ALA-Dde higado de buey por Sulfi
tos enconcentración lO"2 Mdescripta por Batlle y col (1967),
despertó la sospecha de la posible presencia de grupos diSulfuro
en la proteina enzimática. Asi, los autores Sugirieron que la
enzima podria requerir de grupos diSulfuro para Su actividad,
manteniendo estos grupos una estructura proteica especifica, o
que se necesitaria cierto equilibrio entre los grupos tioles y
los grupos disulfuro.
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III.6.4. Inhibidores especificos

III.6.4.l. Aminocetoácidos

Los inhibidores especificos presentan particular interés
ya quecon frecuencia permiten obtener información útil con res­
pecto a la especificidad dela enzima y su mecanismo de acción.

Los aminocetoácidos relacionados con el 6-ALA, tales como
el ácido 6-amino-6-ceto-hexanoico, ácido ó-amino-B-metillevulïni
co, ácido ó-amino-a-metillevulinico y ácido 6-amino-6-metillevu­
linico, inhibían la dehidrasa de RD. ¿pheAOLdeóen forma mpe­
titiva y no actuaban comosustrato de la enzima (Lartillot y
Baron, 1967). Aunque el ácido levulinico y su etil éster forman
una base de Schiff con la enzima (sólo los y-cetOácidos, y no los
u-cetoácidos, reaccionan formando una base de Schiff con la en­
zima) únicamente el ácido libre actüa como inhibidor competitivo
de la enzima bacteriana (Nandi y Shemin, 1968 b; Yamasaki y Mori
yama, l97l; Hoy Lascelles, 1971). La afinidad del etil éster
del ácido levulinico aparentemente no es suficiente comopara in
hibir a la enzima (Nandi y Shemin, l968 b). El ácido levulihico
y el succinato semialdehido se comportan también como inhibido­
res competitivos del ALA-Dde mamíferos (Granick y Mauzerall,
1958).

La dehidrasa de Mycobactenium phlei es inhibida de manera
competitiva pura por el ácido 6-hidroxilevulinico y 6-hidroxi-y­
oxo:l-n0rvalina, un aminoácido antituberculosis (Yamasakiy Mori
yama, 1971). Mientras que el ácido 6-0ximinolevulinico en bajas
concentraciOnes causaba una inhibición competitiva significativa
del ALA-Dde higado de ratón, para lograr una inactivación de
orden similar, se requerían concentraciones relativamente altas
de ácido 6-clorolevulinico, ácido ó-acetamido levulinico, acido
B-cetoadipico y ácido 4-amino-tiazole-4-propiónico. Resultados
análogos se encontraron en'preparaciones de hojas de trigo
(Tschudy y col. 1966).

Estos datos estaban sugiriendo que para la unión enzima:
sustrato eran esenciales un grupo carboxilo libre del Sustrato
y la formación 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 a su estructura y a una serie
de propiedades, se ha sugerido que reacciona con el sitio catali
tico de la enzima inhibiéndola en forma competitiva, y se ha dg
sarrollado un elegante procedimiento que permite titular el nü­
mero de sitios activos del ALA-Dpor unidadde enzima, aün en
preparaciones crudas.

Su acción inhibitoria sobre el ALA-Dtambién se ha demos
trado ¿n uLvo. Inyectando Succinilacetona a ratones se observa
una rápida caida del ALA-Dhepática.

La acumulación de succinilacetona en tirosinemia explica
el aumento de excreción urinaria de ALAy la actividad reducida
del ALA-Dque caracteriza a esta enfermedad (Tschudy y col, l98l;
Brummy Friedmann, l98l; Strife y col, 1977; Ebert y col, l979).

III.6.4.2. Hemoy compuestos hémicos

La observación de Burnham y Lascelles (l963) que el ALA-D
de Rp. ¿phenotdea se inhibia levemente porbajas concentraciones
de hemina (FeIII protoporfirina) fue confirmada en ALA-Dde higa
do de ratón (Coleman, l966), Mgcobactcnium phEcL (Yamasaki y
Meriyama, l97l) y S. ¿tenaanit (Ho y Lascelles, I97l), aunque en
este último, el hemoejerce una acción inhibitoria todavia menor.

La hematina también es capaz de inhibir competitivamente
la enzima de higado de ratón, con una constante de inhibición
Ki de 7,l x lO'6 H (Doyle y Schimke, l969).

Para determinar la influencia de la FeII-protoporfirina
y Sus derivados, se ensayó el efecto del hemo y hemoproteinas ta
les como hemoglobina, citocromo c y catalasa sobre el ALA-Dde
eritrocitos humanos (Calissano y col, 1966). Se encontró que só
lo el hemo libre y el hemo unido a la globina, pero no el hemo
unido a otras proteinas, en concentraciones entre 0,0l v 0,l “M
hemo/ml provocan una inhibición casi total de la enzima, aumenm
tando el Kmde 8,3 x l0_5 M a 3,2 x 10'“ M. La inhibición por
hemo, que es mucho más marcada con enzima purificada que con ei
tractos crudos, es competitiva y tiene un Ki de 3,5 x lO‘“ M.



III.6.4.3. Protoporfirina y Qgprgporfirina

La protoporfirina IX es un inhibidor dei ALA-Dde GR hu­
manos y Rp. ¿phcnoideó (Steiner y c01., 1964; Nandi y co], 1968)
pero mucho más débil para 1a enzima de S. ¿tenóoncá (Ho y Lasce
Iies. 1971). Está en estudio e] mecanismo exacto de esta inhibi
ción. La hematina, protoporfirina IX, hemogiobina y citocromo c
en concentraciones hasta 10'“ Mnotienen efecto sobre 1a enzima
de origen vegeta] (Shetty y Miiier, 1969).

Mientras que 1a inhibición por hemina, protOporfirina y
protoporfirinógeno era baja o insignificante, 1a coproporfirina
III y e] coproporfirinógeno III re5u1tan inhibidores más efecti
vos de] ALA-Dde Neunoapona cnabóa (Muthukrishnan y co], 1972).

Cuando 1a Neunoapona cnaóóa se hace crecer en condiciones
de deficiencia de hierro, la actividad de ALA-Des casi indetec­
tabie, pero aumenta significativamente cuando se agrega hierro;
sin embargo, este aumento puede bioquearse por adición de protg
porfirina. Se estudió entonces si e] hierro actuaba directamente
a nivel genético o simpiemente eliminando 1a protopOrfirina de]
medio mediante su conversión en hemo (Chandrika y co], 1980).
Se encontró que inhibiendo la sintesis de hemo con ácido 1evu11
nico o cianuro, se inducia 1a sintesis de ALA-D,mientras que si
se inhibia un paso posterior a 1a formación de protoporfirina
(por deficiencia de hierro o tratamiento con cobalto), se repri­
mia 1a enzima. Cuando ios niveïes de protoporfirina disminuian
por debajo de su valor óptimo, se inducia e] ALA-Dy cuando au­
mentaban, se reprimia esta enzima. E1 ácido ïevulinico y ei cia
nuró pueden inducir a 1a enzima aún en ausencia de hierro, indi
cando que este meta] sóio actúa convirtiendo 1a protoporfirina
en hemo.

En base a estos datos, se ha sugerido que 1a protOporfiri
na es e] reguiador fisioiógico de] ALA-Ben N. cuasóa.

También se determinó ei efecto de copro, proto y hemina
sobre 1a actividad de] ALA-Dde EugZena gnacLiia ¿n viva e¿n v1­
tno. Estos metaboiitos casi no tienen acción ¿n vLuo aunque (n
uitno e] efecto es mucho mayor, produciendo copro y proto una in
hibición de] 50%. Los porfirinógenos correspondientes se compor
tan en forma anáioga, respondiendo su efecto a un tipo de inhibi
ción por feed-back, comose encontró en otras fuentes (Steiia,
1977).
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III.6.4.4. Urea X Derivados

Mientras que urea y guanidina en altas concentraciones
desnaturalizan proteinas, bajas concentraciones de urea, guanidi
na y metil derivados de la urea inhibían competitivamente una
preparación purificada de ALA-Dde Rp. ¿phenoádea (Nandi, 1971).
Estos compuestos podrian interferir con la formación del complg
jo enzima-sustrato, actuando sobre puentes hidrógeno del sitio
activo. Sin embargo, la inhibición del ALA-Des reversible, lo
cual estaria indicando entonces que la inactivación resulta de
la disociación de la enzima en subunidades, aunque puede prevg
nirse por el sustrato, probablemente por competición con la urea
por el sitio activo de la enzima. Comouna explicación del tipo
de inhibición competitiva de la urea o la guanidina, los aut09
res sugieren la existencia de una acción combinada del sustrato
por un lado y del agente desnaturalizante por el otro, que de
todas maneras influye sobre la conformación de la proteina enzl
mática y en consecuencia, sobre su actividad.

Cuando la enzima soluble se trató con concentraciones
crecientes de urea (Batlle y col, 1978), la inhibición aumentaba
rápidamente con la concentración de urea, alcanzando el 100%de
inhibicióna 2 M, siendo esta inhibición reversible en un 70%.

u

Cuando la enzima proveniente de higado bovino se inmovill
’zó sobre Sepharosa 4B, y se trató a ésta con urea 3 y 6 M, se
detectó actividad en los eluidos. Si se eliminaba la urea del gel,
éste volvia a presentar actividad en todos los casos, aunque el
porcentaje dependia de la concentración de urea utilizada (Batlle
y col, l978).

Comola inactivación por urea se produce por la disocia­
ción de la enzima en subunidades (Nandi, l97l), es lógico suponer
que luego de la eliminación del agente disociante, la enzima,pre
sente en polipéptidos individuales, puede volver a asociarse en
la forma octamérica original.

III.6.4.5. Fosfato de piridoxal, Fosfatos de alta energia_e In­
hibidores endógenos

El fosfato de piridoxal, un cofactor del ALA-Sintetasa,
inhibe alrededor del 30% -el ALA-Dde Rp. ¿pheno¿deó a una con­
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centración de lO'3 M, respondiendo a un tipo de inhibición no
competitivo. El tiempo de incubación no influye sobre el grado
de inhibición (Heyningen y Shemin, 197lb).Los fosfatos de piri­
doxal y piridoxamina tienen elumismo efecto, pero la piridina,
el benzaldehido y la piridina-4-carboxaldehido no modifican la
actividad del ALA-D.De manera que la acción inhibitoria parece
que es propia de la molécula de piridoxal.

Además, es notable que compuestos de alta energia de
origen celular tales como pirofosfatos, ATP, UTP, GTPo ITP a
ciertas concentraciones inhiben casi completamente el ALA-Dde
fuentes vegetales (Nandi y Haygood, 1967; Tigier y col, l970),
excepto la enzima de tabaco que sólo se afecta levemente aún a
concentraciones relativamente altas (Shetty y Miller, l969).

Duranteel proceso de purificación del ALA-Dapartir de
extractos de trigo, resultó aparente la existencia de un inhibi
dor endógeno en este tejido (Nandi y Haygood, 1967). Un inhibi
dor de bajo PMpodria estar presente también en tejidos de so­
ya (Tigier y col, 1970). En extractos de N. cnaóaa se ha descrip
to asimismo la presencia de un inhibidor termolábil de naturalg
za proteica (Muthukrishnan y col, 1969). Sin embargo, en ningu­
no de estos tres casos se ha logrado separar claramente e iden­
tificar ese probable regulador de la actividad del ALA-D.

III.7. Significado Biológico y Bioquímico

III.7.l. Ontogénesis y actividad enzimática

La actividad del ALA-Destá estrechamente relacionada
con la madurez general de un organismo, asi como de la madura­
ción de sus células. Su actividad es máximaen eritroblastos,
que presentan máximasintesis de hemo(Battistini y col, l97l).
El eritrocito humanomaduro no contiene las enzimas de la sintg
sis de hemo que están unidas a mitocondrias (Schmid y Shemin,
1965 ; Rimington y Booij; l957; Granick y Levere, 1964), ya que
no posee mitocondrias, pero contiene ALA-Dy las demás enzimas
citoplasmáticas de la sintesis de porfirinas. Aunquesólo un re
manente del contenido de enzimas celulares permanece,. los eri
trocitos anucleados poseen la misma concentración.deALA-D que
los eritrobiastos 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 la médula ósea, pero, obviamente, esto presenta mu­
chas dificultades (Iwanow, 1968).

La actividad del ALA-Dhepático parece ser mucho mayor
durante el desarrollo embrionario que enel higado de un ratón
adulto; el nivel normal se alcanza en el momemtodel nacimiento
(Freshney y Paul, l97l). El aumento de actividad en el estado em
brionario está probablemente relacionado con la gran proporción
de células eritroides en el higado fetal (Freshnevy Paul, 197l).
Inmediatamente después delnacimiento la actividad decrece, posl
blemente porque la hematopoiesis ocurre ahora en la médula ósea,
y luego aumenta lentamente (Russell y Coleman, 1963). A partir
de análisis inmunológicos se concluyó que el ALA-Dfetal con res
pecto a su efectividad comoantígeno, es cataliticamente dos ve
ces más activa que la enzima adulta (Doyle y Schimke, 1969); el
aumento de actividad especifica de la enzima fetal comparada con
la enzima adulta puede deberse a la presencia de un activador
en el tejido, a una estructura terciaria más efectiva o a una eg
tructura primaria modificada que afecte el aspecto catalitico pg
ro no el antigénico (Doyle y Schimke, 1969). Sin embargo, este
aspecto no ha sido aün dilucidado. Se encontró también que el
ALA-Dfetal es menos lábil al calor y más estable a la tripsina;
esto podria indicar una estructura primaria diferente (üiyle y
Schimke, 1969). No se registraron diferencias importantes para
otros criterios fisicoquimicos.

III.7.2. Aspectos genéticos

En varios tejidos de ratón, el ALA-Destá controlada por
un gen simple que ha sido llamado "locus levulinato" (Lv) (Cole
man, 1966; Russell y Coleman, l963). Este gen parece ser no sólo
un regulador especifico para la sintesis de hemoglobina, ya que
actúa también sobre los niveles de ALA-Den higado, rinón y bazo,
y la actividad de la enzima en los órganos individuales puede
ser diferente (Fowler y col, 1967). Aunquelos ratones adultos
normales examinados pertenecieran a la misma cepa, sus activida
des enzimáticas eran diferentes. Se dividieron asi , en dos gr!
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pos con dos fact0res genéticos; el factor Lva parece tener 2 a
3 veces más actividad que el factor va (Coleman. 1966; Russell
y Coleman, l963). Para explicar la observación de que la activi
dad del ALA-Dhepática en ratones de cepas relacionadas estaba
entre los de Lva y va, se sugirió la existencia de un tercer
gen ch, como causa de este nivel medio de actividad (Hutton y
Coleman, l969). EI ALA-Dde bazo e higadode cada genotipo
(Lva/Lvay va/va) tienen idénticas caractErísticas fisicas, qui
micas y enzimáticas. Esto llevó a la conclusión de que la estrug
tura primaria de los dos genotipos es idéntica y que el gen Lv
gobierna la cantidad de enzima más que su estructura (Coleman,
1966).

Por métodos inmunoquimicos e isotópicos se demostró que
las diferentes actividades enzimáticas se deben a diferentes
cantidades de proteina enzimática y que el gen Lv regula la con
centración del ALA-Dhepática.actuando a nivel de la sintesis de
la enzima. Según esta hipótesis deberia haber una menor sintesis
enzimática en los ratones va (Doyle y Schimke, l969). A pesar
de esto, no mostraban anormalidades en la sangre y la hematopoig
sis, y la sintesis de hemose mantenían en un nivel satisfacto­
rio.

Las dehidrasas de tejidos hematopoiéticos y no hematopoig
ticos sonidénticas (Coleman, 1966), pero la observación de que
la fenilhidrazina no tenia efecto sobre las enzimas hepáticas
de ambosgenotipos parece indicar que existen diferentes mecanis
mos fisiológicos de control para la sintesis de ALA-Den tejidos
hematopoiéticos y no hematopoiéticos (Coleman, 1966).

Se describió otro gen, el f/f (Margolis y Russell, 1965),
que se Supuso controla la actividad del ALA-Dy modifica el gra­
do de actividad durante la hematopoiesis en tejidos c0moel ba­
zo y la médula ósea. Resultados posteriores descartaron esta hi
pótesis (Colemany col, l969).

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



III.7.3. Influencia sobre la sintesis de enzima

Ademásdel control genético, algunos factores externos
parecen jugar un rol muy definido en la sintesis de la enzima.
En cultivos de Uatáiago aphenogena, la sintesis de ALA-Ddepen
de de los iones Zn2+ en la etapa de traslación (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 adición simultánea de p-fluog
fenilhidrazina o actinomicina D durante el desarrollo impide
este aumento de actividad (Komai y Neilands, l968).

En células de Sp¿a¿ZZumLtenaon¿¿ (Ho y Lascelles, l971)
crecidas en deficiencia de Fe, no se detectó actividad, lo cual
llevó a suponer que el Fe podria ser necesario para la sintesis
del ALA-D.En células de plantas verdes, el aumento dela activl
dad del ALA-Dbajo la influencia de la luz se debe probablemen­
te a una sintesis de la enzima regulada por la luz más que a una
activación de la enzima pre-existente (Schneider, 1970; Stobart
y Thomas, l968).

La administración endovenosa de 4-ug de estradiol a ratas
causaba variaciones irregulares de las actividades de ALA-Sintg
tasa y Dehidrasahepáticas por varios dias. Cuandose administra
ba AIA a los animales 5 horas antes de matarlos, ocurrian varia
ciones similares que ampliaban las curvas de actividad enzimáti
ca. Mientras que las variaciones en la sintetasa en respuesta
a los estrógenos se deben a cambios en la cantidad de enZima,
no se ha podido demostrar que ocurra lo mismo con el ALA-D
(Tschudy y col, 1967).

III.7.4. Degradación enzimática

Además de las caracteristicas uniformes del ALA-Dde ra­
tones de ambos fenotipos (Lva 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 bioquímica especifica
deben tener un turnover rápido para adaptarse rápidamente a los
requerimientos celulares. El ALA-Sintetasa,que es aparentemente
la enzima que controla la velocidad del camino del hemo, tiene
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una vida media de l hora en higado de mamíferos, está presente
en muy bajas concentraciones (Granick, l967) 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-Dde eritrocitOs de pollo y reticulocitos de co­
nejo es de l5 minutos y l hora respectivamente (Granick y-Mauze
ral, l958).

III.7.5. Funcioneslimitantes y regulatorias

El ALA-Dno es en general una enzima limitante de la sin
teis del hemo. En el higado normal, podria convertir 80 veces
más ALAa PBGque el producido normalmente por el ALA-Sintetasa
(Tschudy y col, 1965). La razón por la cual la relación ALA-D/ALA-S
es normalmente alta se debe probablemente al hecho de que el
ALAse forma en la mitocondria y difunde al citoplasma soluble
lo cual significa que el ALAse distribuye en un volumen intracg
lular relativamente grande en concentraCiones relativamente ba­
jas antes de que el ALA-Dpueda convertirlo en PBG(Tschudy y
col, l965). Es posible que comoconsecuencia de la baja concen­
tración de ALAcitoplasmática sean necesarios niveles altos de
ALA-Dpara asegurar una máxima conversión del ALAformado. De tg
das maneras debe considerarse que el enorme exceso de ALA-Des
quizás mayor ¿n uitno que ¿n vivo por cuanto es probable que la
enzima esté actuando bajo condiciones que no permiten una activi
dad máxima (Tschudy y col, 1965).

Muchosautores también consideran que la cantidad de enzi
ma presente en citoplasma y la actividad de ALA-Des alta y no
limitante (Granick, l966; 1967; Josephson y col, l972; Margolis,
l97l). Este parece ser el caso particularmente en bacterias fo­
tosintéticas, plantas superiores y animales (Padmanabany Malathi,
1972). En las células de casi todos los organismos la actividad
de ALA-S es considerablemente menor que la del ALA-D. Sin embag
go esta relación es la contraria, por ejemplo, en células de
S. ¿tendonii (Ho y Lascelles, 197]), aün bajo las condiciones de
crecimiento más diversas. Asi, por ejemplo, la actividad, expre
sada en nanomoles de producto formado por hora y por mg de pro­
teina. fue de ll8 para el ALA-Sy l7 para el ALA-D. A pesar de
ello parece que aün en este organismo la dehidrasa estaria pre­
sente en cantidades no limitantes, y no cumpliria un papel regu
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latorio. Comparadoscon otros organismos, ias levaduras y 1a
Neunoapona cnaóaa son los que presentan 1a menor actividad de
ALA-D(Barreiro, 1967; Muthukrishnan y co], 1972). Esto puede
indicar que ¿n vivo, dependiendo de] organismo, 1a enzima puede
ocasionaimente teneruna función reguïatoria.

Si en céiuias de higado de embrión de polio, 1a sintesis
de porfirinas se induce por AIA ¿n u¿tno, compuestos taïes como
3-amino-1,2,4-tiazoi y ácido 6-c10r01evuiinico, que inhiben
e] ALA-D¿n vivo e ¿n vitno; no tienen infiuencia sobre 1a vg
iocidad de sintesis, obviamente 1a inhibición parcia] de 1a enzl
ma no es 1imitante (Granick, 1966). Sóio en dosis muy altas e]
3-amino-1,2,4-tiazo]: causa una inhibkión tan fuerte que e] ALA-D
aSumeunafunción reguiatoria (Baron y Tephiy, 1969). También en
higados porfïricos, por ejempio en PAI, 1a capacidad de] ALA-D
de convertir e] ALAno parece estar inhibida. La inhibición de]
segundo paso, no limitante, de 1a sintesis de] hemo no necesi­
ta voiver a discutirse como mecanismo de contro] de 1a forma­
ción de] hemo (Baron y Tephy, 1969).

En contraste con estas observaciones se vio que, en celu
1as de Neunospona cnaaóa crecidas en condiciones normaies y en
deficiencia de Fe, las concentraciones de ALAdifieren Sustan­
cialmente — ALA-S y ALA-Dparecen depender marcadamente de]
contenido de Fe en e] medio nutriente —mientras que ias concen
traciones de PBGy porfirinas no variano sólo 10 hacen en for­
ma poco significativa, aün bajo distintas condiciones (Muthu­
krishnan y co], 1969). Estos resuitados sugieren que e] ALA-D
de N. cnassa es e] paso iimitante de 1a sintesis de] hemc.

La hipótesis de que e] ALA-Dtiene una función regulatoria
en N. anasaa está apoyada por su vida media reiativamente corta
¿n vávo. En cuitivos de céiuias normaïes es de aproximadamen
te 60 min. La curva de 1a vida media de 1a enzima de cuitivos in
ducidos por Fe muestra un perfi] bifásico; de 1a primera parte
puede determinarse una vida media de4-5 min; mientras que 1a se
gunda parte es comparabie con 1a veiocidad de degradación de 1a
enzima norma] (Muthukrishnam y co], 1969).

También en Eugiena gnacitLa, e] ALA-Dparece tener un roi
regulatorio, ya que tanto Copro III, como Proto IX y hemina 1a
inhiben, siendo su efecto siempre mayor ¡n uátnn que ¿n vivo,
si bien cabe 1a posibiiidad de que en estas üitimas condiciones
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haya probiemas de permeabiiidad QLEimpidan 1a acción efectiva
de] metabolito (Ste11a, 1977). Los porfirinógenos correspondien
tes se comportaron de manera anáioga, respondiendo su efecto a
un tipo de inhibición por feed-back,

III.7.6. Camino metabóiico de] 6-ALA

Es de esperar que ias etapas iniciaies o bien aqueiias
que constituyen puntos de ramificatión de ias cadenas metabólicas
sean centros de reguiación de] camino. Shemin (1954) demostró
que las porfirinas no son 10s únicos productos metabóiicos de]
ALA, de manera que e] ALA-Dse encontraría enun punto importan
te de ramificación de 1a cadena biosintética de] hemo. A par­
tir de] ALAse puede formar también, por deaminación oxidativa,
ei ácido y-ó-dioxovaiérico ( = a-cetoglutárico semiaidehido)
DOVA,e] cua] via a-cetogiutarato y succinato puede entrar a] ci
cio de] ácido citrico y, a traves de 105 C1 contribuir a la
sintesis de purinas. Se suponia que 1a enzima que cataïiza este
paso seria una ALA-transaminasa (Bagdasarian, 1958; Kowalski y
co], 1959). Esto, por otro 1ado, estaria sugiriendo que 1a acti
vidad de] ALA-Dpodria regular e] destino de] ALAen e] metabg
1ismo intermedio para su uso en 1a sintesis de] hemo o de 1as
purinas . Básicamente, e] ciclo propuesto por Shemin, conocido
por su nombre, es un camino de degradación de 1a glicina que prg
pone caminos metabóiicos alternativos para disponer de] exceso
de ALAque no se necesite para 1a sintesis de] hemo o que no
puede Consumirse para esos fines, cuando e] ALA-Destá bioquea­
da, Aproximadamente un 30% de] ALAformado entra en e] ciclo de
Shemin (Figura 11.5.) y un 70%Se empiea para sintesis de porfl
rinas (Berïin y co], 1956). Bajo condiciones normales, en higa­
do de mamíferos, 1a mayor proporción degïicina se convierte en
amino-acetona y se degrada. La dirección de] ALAhacia uno u g
tro de ios dos caminos metabólicos posibies está controiada por
cambios en 1a reiación de actividad de 1as dos enzimas que go­
biernan ambas reacciones, como consecuencia de modificaciones en
ei pH, concentración de cofactores, sintesis o degradación de
ias enzimas, o inhibición de ias mismas. Para que tenga lugar
1a sintesis de porfirinas es necesario, de todos modos, que ias
moiécuias de ALAdifundan de 1a mitocondria. Hasta qué punto e]
ALA-Dtiene una función reguiatoria en e] proceso de sintesis de]
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hemo, es todavia una pregunta. Se ¡a descripto ai ALA-Dde Rp.
¿phenoidea como una enzima aiostér ca (Nandi y co], 1968), asig
nándoie un papel de menor importancia con respecto a 1a reguia­
ción de 1a sintesis de porfirinas, y en cuanto a 1a enzir de
mamíferos, no hay aün evidencias firmes comopara atribuirie
un papei reguiador (Doyie, 1971). Hay sin embargo bastantes evi
dencias que indican que e] ALA-Dposee en cambio una definida
función reguiatoria en Pn0p¿on1bacten¿um ahenmanii y EugEcna
gnac¿¿¿4 (Ebon y Tait, 1969; Menony Shemin, 1967; Steiia, 1977).

III.7.7. Mecanismosde retroinhibición

E1 contro] por retroinhibición, más conocido por "feed
back", tiene particuiar importancia. Ocurre cuando e] producto
fina] de una secuencia metabóiica ejerce acción inhibitoria so
bre un paso inicia]. En este caso, cuaiquier acumuiación de] prg
ducto subsiguiente disminuye e] turnover total y asi gobierna e]
curso tota] de 1a cadena enzimática. Con e] objeto de estudiar
1a posibie función reguiatoria de] ALA-Den 1a cadena biosinté­
tica de] hemo, se anaiizóia probable inhibición de 1a enzima por
productos finaies de este camino metabóiico. tales como hemoy
hemina.

En eritrocitos humanos(Caiissano y co], 1966), células
de Rp. ¿phenoádeó (Burnham y Lascelles, 1963; Nandi y co], 1968),
higado de ratón (Coieman, 1966) y reticuiocitos de conejo (Lon­
don y coi, 1964), se apreció inhibición, pero este efecto
no se registró en céiuias vegetaies (Shetty y Mi11er, 1969).

No sóio e] hemo posee una acción reguiatoria en este cami
no biosintético sino también la protoporfirina IX, que puede in­
hibir significativamente 1a formaciónde PBGa partir de ALA.
Este contro] por hemo y proto de] ALA-D, puede considerarse un
mecanismo de contro] norma] de 1a síntesis de porfirinas. Se en
contró queia enzima de N. cnaaóa se inhibe significativamente por
coproporfirina. III (coprogen III) asi comocon protoporfirina
IX (Muthukrishnan y coi, 1969). Cuando se examinó en este senti
do 1a enzima de higado, bazo y sangre de rata y ratón se obtuvig
ron envidencias de que en muchos casos e] coproporfirinógeno III
era un inhibidor más potente que 1a hemina o 1a protoporfirina
IX, excepto para ei ALA-Dde Baciitua subtiiia (Rao y co], 1970).



97

Comose sabe, las reaccione; que llevan a la formación
de coproporfirinógeno a partir de ¿LA, tienen lugar en elcito­
plasma de la célula; en ese aspecto, el ALA-Dpuede considerarse
como la primera enzima delos componentes enzimáticos del cito­
Masmainvolucrados en la sintesis del hemo. En este caso, la ag
ción del coprogen III sobre el ALA-Dencajaria como un ejemplo
tipico de control por feed back, dado que el coprogen es, a su
vez, el último producto de las porfirinas que se forma en el
citoplasma. Esta inhibición regularia el flujo desde y hacia el
citoplasma de los productos intermediarios de la cadena biosin­
tética, controlando asi la velocidad total dela sintesis de he
mo (Rao y col, 1970).

III.7.8. Potencial redox celular

La importancia de la concentración de grupos SH para la
regulación de la actividad enzimática merece ser mencionada. La
significativa disminución de la actividad de ALA-Dpor etanol
¿n vivo sugiere que la actividad enzimática puede estar influida
por modificaciones en el potencial redox del citoplasma (Moore
y col, l97l). El mecanismo podria explicarse como sigue: en la
degradación del etanol via acetaldehido yacetato a acetil CoAse
liberan equivalentes de reducción (NADH).Estos causan un aumen
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, la concentración de GSHen sangre aumenta,
como se ha demostrado ¿n vivo, y si sobrepasa los niveles de mí
xima activación, puede llegar a inhibir la actividad (Moorey
col, 197l).

III.8. Impertancia clinica

Las hemoproteinas y las hemoenzimas se caracterizan por
el grupo prostético eSpecifico: hemo. Recordemos una vez más,
que la mayoria de las hemoproteinas participan en el transporte
biológico de oxigeno, actuando comotransportadores de oxigeno
molecular, como la hemoglobina y mioglobina, o cumpliendo funcig
nes oxidativas o transporte de electrones, comoenzimas de la



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

III.8.l. Método de ensayo enzimático

Aún cuando ya en 1950 se habian desarrollado métodos
para la determinación del ALA-D,fue después de las publicacig
nes de Bonsignore y col (l965 a y b, l966), que creció el inte­
rés en el ensayo de esta enzima como posible criterio de diag­
nóstico, muyen particular para los casos de intoxicación con
Pb. Este método se basa en los trabajos de Gibson y col (1955)
y Granick y Mauzerall (l958). La determinación enzimática
aplicada por Moore y col (197]) es en principio como sigue:

La actividad del ALA-Dde eritrocitos humanos se determl
na midiendo la formación de PBGa 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 glóbulos
blancos se descartan. Los eritrocitos se lavan con solución de
KCl 0,l5 M, se centrifugan (l000 g, lO min) y sesuSpenden en sg
lución de KCl; las células asi mnpendidas se cuentan. Se centri
fugan nuevamente, se retira el KCl y se agrega agua destilada pa
ra hemolizar los eritrocitos. Luego de 20 min se agrega KCl (05 M)
para restaurar la isotonicidad. Se calientan tubos de Thunberg
a 37 °C, conteniendo GSH, ALA y buffer fosfato pH 6,8. Se agrg
ga una preparación enzimática también calentada y se vacian los
tubos de Thunberg. La reacción se detiene por adición de TCA
(0,3 M) y se mide el PBG endógeno. Para determinar el PBG forma
do por ALA-Da partir de ALA, los otros tubos se incuban a 37 “C
por una hora, luego la reacción se detiene por agregado de TCA.
Luego de centrifugar (lOOOg) se agrega reactiVo de Ehrlich al
sobrenadante y se centrifuga nuevamente. Se lee la densidad óp
tica del sobrenadante a 553 nm entre l5 y 45 minutos. En rela­
ción con el coeficiente de absorción molar del PBG(6,8 x lo“),
la actividad del ALA-Dse define como nmoles de PBG formados

por 101° GR por hora. El margen de error del método está entre
0,55 i 0,25%.
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Recientemente, se ha descripto un método para la determi
nación de la actividad de ALA-Deritrocitaria humanaque utiliza
cromatografía liquida de alta presión (HPLC)(Crowne y col. 198l).
Se usa ALAcomo sustrato, y el PBG formado se determina por crg
matografia en fase reversa con formación de par iónico sobre
Hypersil-SAS (alquil silica de cadena corta ) con metanol-agua
(22:78. v/v) en presencia de Pic B7 (ácido l-heptanosulfónico
0,005 M buffereado a pH 3,5) como fase móvil. El PBGse separa
efectivamente del ALAy del standard interno 2-metil-3-carbome
toxi4-(3-ácido propiónico) pirrol. Utilizando este método se en
contró un valor normal de 17,50 1 3,84 umol/lGR/min.

El valor normal de ALA-Ddeterminado por varios autores
está en el rango de 100 a l80 x lO'3 umol de PBG por ml de GR
por hora de incubación. La actividad difiere significativamente
entre los sexos, siendo mayor en mujeres que en hombres (Haeger­
Arónsen y col, l97l); no hay en cambio, mayores diferencias en
tre niños y adultos (Haeger-Arónsen y col, l97l). La determina­
ción de la actividad enzimática en eritrocitos de una persona
sana permanece constante a lo largo de un periodo de 6 meses
(Burch y Siegel ,l97l).

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

Nikkanen y col (1972) observaron una pérdida de actividad
del ALA-Deritrocitaria del 20%si la sangre entera se guardaba
24 hs. a 5 °C y del 30% luego de 48 h0ras.

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

Cuando la sangre se guardaba hemolizada a 5°C por 24 hq
ras, se perdia el 30%de la actividad inicial y el 40¿ luego
de 48 horas. Esto no sucedía con sangre de trabajadores vprESLOS
al Pb. Esto demuestra que el ALA-Dafectada por el Pb es más es
table comparada con el ALA-Dnormal. El ALA-Deritrocitaria us
más estable cuando el hemolizado se guarda a temperaturas cer­
canas al 0 (5 °C) que en congelador (- 20 °C) (Tomokuni, l976).
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III.8.2. Enfermedadeshepáticas

En diferentes enfermedades hepáticas se observaron cambios
en la actividad de ALA-D.En cirrosis hepática, particularmente
en los casos avanzados (Iwanow, 1968, Rubino y col, 1960), en de
generación hepática lenticular (Iwanow, 1968) y en hepatitis
(Rubino y col, 1960) la actividad enzimática en GRestá marcada­
mente reducida. Sin embargo, Iwanow (l968) encontró que la actl
vidad era normal en lO pacientes con hepatitis crónica. Esta dis
minución de actividad - cuyo mecanismo no es claro-aparentemente
no tiene importancia para diagnóstico.

III.8.3. Tirosinemia

La Tirosinemia hereditaria o tirosinosis es una enferme­
dad metabólica, consecuencia de una falla en el metabolismo de la
tirosina, posiblemente insuficiencia o ausencia de la p-hidroxi­
fenilpirüvico oxidasa hepática. Se caracteriza p0r una concentra
ción 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 excreción de PBGy porfirinas es normal, lo cual sugi
rió un bloqueo a nivel del ALA-D. La determinación del ALA-Den
glóbulos rojos demostró que la actividad de esta enzima en tirosi.
nemia hereditaria está significativamente reducida tanto durante
los periodos de remisión como durante los ataques agudos. La me­
dida del ALA-D,asicomolos niveles de ALAy Succinil acetona,
se encuentran siempre disminuida y aumentados respectivamente en
los pacientes con la enfermedad hereditaria y son elementos que
contribuyen al diagnóstico (Strife y col, 1977; Christensen y col,
1981).

III.8.4. Enfermedadesrenales

En 9 pacientes con nefritis crónica y pyelonefritis, desór
denes que involucran una severa descompensación renal y un avanza
do grado de retención de nitrógeno, se encontró una marcada
disminución de actividad de ALA-Den eritrocitos (Iwanov, 2968).
En cambio, no se encontraron desviaciones en nefropatias cró­
nicas. En lS casos de nefropatias endémicas, el ALA-D mostró



una ligeratendencia a disminuir, puro las diferencias con los va
lores normales no eran significati as. En este caso también, el
mecanismo permanece aün sin explic ción. Tampoco se conocen de
talles acerca del rol que juega el ALA-Den la patogénesis de
la anemia nefrogénica (Iwanov, 1968).

III.8.5. Tumores

Los ensayos de actividad de ALA-Den varios tumores del
tracto digestivo humano(por ejemplo, carcinoma cirrótico gástri
co, carcinoma de colon, adeno-carcinoma de estómago, carcinoma
rectal y otros ) reVelaron unasignificativa disminución de la ag
tividad enzimática Comparadacon tejidos normales (Rasetti y col,
l967); de todas maneras, en dos casos de tumores de pulmón y ca;
cinoma de útero, la sintesis de PBGparece ser mayor que en tg
jidos normales (Rasetti y col, l967).

Los leucocitos patológicos de pacientes con leucemia
mielocitica aguda y crónica presentaban unaactividad de ALA-D
3 a 5 veces menor que los granulocitos y linfocitos maduros nor
males (Takaku y Nada, l968).

En experimentos con animales se describió una disminución
creciente de la actividad de la dehidrasa hepática en presencia
de un tumor o luego de la inoculación de células tumorales
(Cookson y Rimington, 1953; Russell y Coleman, 1963); también
en las células tumorales se encontró un nivel de ALA-Dnotablg
mente bajo. La actividad de citocromos, citocromooxidasa y cata
lasa marcadamente reducida en células tumorales sugieren una
posible conexión (Tschudy y col, l964).

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

La inoculación 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-Den
bazo e higado, probablemente como resultado de un aumento de
los precursoms eritroides, mientras que en la médula ósea, la ag
tividad disminuye gradualmente. En este caso, la enzima parece
ser un parámetro apropiado de la actividad eritropoiética
(Tengerdy, 1966).
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III.8.6. Alcohol

La acción del etanol sobre la actividad del ALA-Den el
cuerpo humano fue investigada por Moore y col (l97l). A medida
que aumenta el nivel sanguineo de alcohol luego de su ingestión,
la actividad enzimática disminuye bruscamente y prácticamente
coincide el momento de la mayor concentración de alcohol con el
menor nivel de actividad. Luego de lO horas se recupera el va­
lor normal.

III.8.7. Porfirias

Pareceria que en las diferentes formas de porfirias huma
nas hereditarias, el ALA-Dno jugaría un rol importante.

En la mayoria de los casos, el defecto enzimático primero
esta localizado a nivel de otras enzimas, y los .cambios en la
actividad de ALA-Dson sólo secundarios.

En la porfiria congénita, se encontró además de una defi
ciencia de isomerasa,unaumento en la concentración de ALA-D
en eritrocitos. Durante los ataque agudos de pacientes con Coprg
porfiria hereditaria, las actividades del ALA-Sy ALA-Dhepáti­
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. Comoen estas
condiciones también aumentaba la excreción urinaria de ALAy PBG,
es probable que el incremento en la actividad de ALA-Dfuera una
consecuencia de una mayor concentración de sustrato, y no tuvig
ra en realidad una relación directa con la patogenia de la en­
fermedad (Mc Intyre y col, 1971).

En PCT, la actividad de ALA-Destá dentro del rango nor­
mal (Kaufman y Marver, l970);

En pacientes con PAI se encontró un aumento de actividad
también acompañado de una elevada excreción urinaria de ALAy
PBG (Nakao y col ,l966; Gibson y Goldberg, 1970).

En la porfiria experimental inducida por Sedormid, AIAo
DDC, similar a la PAI humana, la cantidad de ALAeliminada en
orina mostraba buena correlación con la actividad enzimática
(Tancioni y col, 1964). Sin embargo, estos resultados no consti
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tuyen todavia un elemento útil con fines terapéuticos o de diag
nóstico.

Doss y col (1980) describieron un nuevo tipo de porfiria
hepática aguda, con ALA-Dmuy disminuida, y repetidas manifesta
ciones agudas intermitentes. Los dos pacientes estudiados presen
taban una elevada excreción urinaria de ALA, un leve aumento de
PBGy un gran aumento de porfirinas, principalmente coproporfl
rina.

La actividad del ALA-Den ambos casos era inferior al l%
de los valores normales,sin encontrarse plomo en sangre, orina
ni médula ósea, ni tampoco aminoácidos en orina y plasma.

Además, el ALA-Destaba disminuida en casi todos los
miembros de la familia.

De estos datos puede concluirse que no existe una causa
"tóxiCa" exógena para esta porfiria, sino que se trata de un nug
vo tipo enzimático de porfiria hepática aguda con manifestacig
nes intermitentes, clínicamente análoga a la PAI.

III.8.8. Anemia

Los disturbios en la sintesis del hemoy porfirinas son
de importancia causal para el desarrollo de ciertas anemias
con todos Sus sintomas. Comoenzima esencial de la cadena bio­
sintética, el ALA-Dcontribuye a la patogénesis de la anemia ya
que seencuentra influida por factores asociados a este desorden,
pero no constituye un sitio de acción primario.

Las medidas de actividad de ALA-Den eritrocitos de pacieg
tes con anemia por deficiencia de hierro muestran resultados con
tradictorios. Algunosautores (Battistini y col, l97l; Lichtman
y Feldman, 1963) encontraron actividades normales, otros aumen­
tadas (Steiner y col, l964) y otros disminuidas (Rubino y col,
1960) con excreción aumentada de ALAen orina, disminuida de
PBG,y un aumento de protoporfirina en sangre periférica; se sa
be que la protoporfirina puede reducir la formación de PBGpor
feed backnegativo. En base a estas ideas, se sugirió que la dis
minución de la actividad del ALA-Dreflejaria el funcionamiento
de un mecanismo regulatorio destinado a proteger el organismo
de un exceso de porfirinas (Heilmeyer, 1963). La excreción de
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ALAy PBGen orina de 24 horas, antes y después del tratamiento
con hierro indicaban una reducción de la actividad del ALA-Den
deficiencia de Fe, pero posteriores estudios ¿n vitno no config
maron estos resultados. Es posible que en deficiencia de hierro
¿n v¿vo. la concentración decisteina y otros carriers de grupos
SH, esté disminuida. Al tratamiento con hierro sigue un aumento
rápido y constantede la actividad enzimática, asociado con un au
mento de reticulocitos (Rubino y col, l960).

En sangre de pacientes con anemia hemolitica, en especial
las anemias con células en hoz y talasemia, y anemias inmunohemg
liticas, se encontraron valores aumentados de ALA-D,probable­
mente comoresultado delaumento de reticulocitos por incremento
de la eritropoiesis (Rubino y col, l960). En cambio, en la sintg
sis de hemo a partir de ALA, y especialmente en la formación de
PBG¿n u¿tno . no hubo disminución de la actividad enzimática
(Vavra y col, l964).

En talasemia mayor, Steiner y col (1964) encontraron que
el ALA-Destaba reducida a la cuarta parte de su valor normal;
sin embargo, no pudo establecerse una relación directa entre
los niveles de hemoglobina y la actividad enzimática. Los mis­
mos autores describieron un caso de talasemia mayor en el cual
la terapia por desferrioxamina B durante varios meses llevó a
'una recuperación de los niveles de ALA-D.La inhibición de ALA-D
estaria de acuerdo con los hallazgos de un marcado aumento de
ALAurinario y protoporfirina eritrocitaria (Lyberatos y col,
1972); sin embargo, esta idea no se pudo demostrar. Podria ser
que el turnover del ALAestuviera aumentado hacia el ciclo de
Shemin(Figura 11.5.), para la formación desustancias nucleares,
quizás en reticulocitos.

En el caso de anemias hemoliticas, además de la anormali
dad de la globina, es'notable la disminución en la sintesis de
PBG, pero no pudo. demostrarse la existencia de una definida en
zimopatia (Prato y col, 1970). En las anemias hemoliticas indu
cidas por fenilhidrazina, la actividad de ALA-Destaba siempre
marcadamenter aumentada (Coleman, 1966; Gibson y col, l955).

En pacientes con artritis reumatoidea y anemia se encon­
tró actividad aumentada de ALA-Den eritrocitos y una excreción
excesiva de PBGen orina; no habia diferencias significativas
entre los reticulocitos de adultos sanos y pacientes con artri­
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tis reumatoidea (Johansson y Strandberg, 1972).

Mientras que los valores de ALA-Den 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 vitamina 812 y ácido fólico, pero no se encontró una
correlación entre la actividad de ALA-Dy el grado de anemia o

la concentración sérica de B12 y ácido fólico. Cuando se adminig
traba 812, la actividad enzimática 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 disminución constante del con"
tenido de ALA-Den eritrocitos. La actividad enzimática también
está reducida en anemias sideroblásticas sensibles a la pirido­
xina. Esto lleva a concentraciones relativamente altas de ALAy
bajas de PBGen eritrocitos. En estas anemias, los ensayos ¿n

vttno, basados en el hecho de que la vitamina 86 es un potente
activador, no sólo de la sintesis de ALAsino también de la fo:
mación de PBG, pueden ser un indicador útil de la respuesta a

la terapia con 36 en anemia. Parece que la reactivación del ALA-D
es un factor importante en la evaluación del efecto terapéutico
(Heilmeyer, l963, l967).

Debemencionarse la anemia transitoria siderocitica
severa que se manifiesta en el periodo fetal en los ratones
de genotipo f/f (Margolis y Russell, l965); los animales adul­
tos del mismo genotipo son hematológicamente normales, pero mues
tran una marcada disminución de la actividad de ALA-Den higado,
bazo y riñón, comparable con los ratones va (Coleman, l966). Por
tratamiento con fenilhidrazina, que induce anemia hemolitica
con stress hematopoiético, la actividad de ALA-Daumenta marca­
damente en el bazo de animales normales, pero sólo ligeramen­
te en bazo de ratones f/f (Margolis y Russell, 1965). Se sugirió
que la deficiencia enzimática genética familiar y la incapaci­
dad de responder a la crisis hematopoiética con un aumento adecua
do de la actividad enzimática, son las causas de la severa anemia
fetal con su velocidad extrema de formación de sangre “de novo”
(Margolis y Russell, l965; Coleman y col, l969), además 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-Den tejidos hematopoiéticos, y de esta
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manera juega un ro] en e] contro] de actividad de ALA-D, espe­
ciaimente en bazo y méduia ósea (Coieman, 1966) Luego se demos­
tró que ios genes Lv y f, contrariamente a io que se habia Sugg
rido en un principio, no están iigados uno a otro. Se aceptó que
los niveies de ALA-Dsóio están controiados por e] gen Lv y que
e] gen f probabiemente actúa controiando 1a veiocidad de proii
feración de ias céiuias hematopoiéticas (Colemany co], 1969).

III.9. Factores Ambientaies: Metaies

La informaciónexistenteacerca de 1a inhibición deIALA-D
¿n v¿tno por iones inorgánicos distintos de] piomo, ha sido cog
tradictoria.

Thompson y Co] (1977) reaiizaron aigunas observaciones
interesantes con respecto a 1as determinaciones de ALA-Deritrg
citaria. Dichos autores llegaron a 1a conclusión de que e] ALA-D
de gióbuios rojos es un indicador de 1a c0ncentración tota] de
iones metálicos en 1a sangre. Infiuyen en su actividad elemen­
tos esenciaies como e1 cobre, que 1a inhibe y e] zinc, que 1a ag
tiva. Las proteinas piasmáticas protegen a 1a enzimadeia inhi
bición y de 1a activación. Dicho efecto depende de 1a afinidad
de ios distintos metaies por estas proteinas, pero también de
ias concentraciones reiativas de ios mismos.

III.9.1. Cadmio

Kench y Gubb (1970) observaron que 1a actividad de ALA-D
se estimuia a determinadas concentraciones de cadmio tanto ¿n
vivo como ¿n v4tno.

En cambio, según Nada y co] (1972) e] ALA-Dse inhibe
completamente ¿n u¿tno con 0,1 mMde cadmio.

Wiison y co] (1972) en base a estudios con higado bovino
11egaron a 1a conciusión de que e] cadmio puede activar o inhi­
bir e] ALA-D,dependiendo de 1a concentración de] meta].

Para Abduiia y Haegen-Arónsen (1973) e] cadmio es un inhl
bidor de] ALA-D.

Davis y Avram (1978) encontraron me en hemoiizados de san
gre humana entera, e] cadmio se comporta como un activador o un
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inhibidor del ALA-Dsegünla concentración empleada. Asi, a 4 uM
de cadmio se producia una estimulación máxima de l34% con respeg
to al control y a mayores concentraciones de cadmio se observó
una inhibición progresiva dela actividad del ALA-D.A 8 x lG'5M
la enzimase inhibió un 50%mientras que la concentración de plo
mo necesaria para producir igual grado de inhibición era de só
lo 2 x lO'6 M.

Si bien ¿n vitae el cadmio es un inhibidor del ALA-S, ¿n
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 tóxico.

En higado y riñón, órganos con las más altas concentracig
nes de metalotioneinas. la actividad del ALA-Dse modifica muy
poco a lo largo de las experiencias de intoxicación con cadmio,
a pesar de que en muchas de ellas se alcanzan. en dichos órga­
nos, concentraciones del metal que, ¿n v¿tno , son netamente
inhibitorias.

En bazo y glóbulos rojos, en algunos casos se producen
descensos significativos de la actividad, pero no se observa una
correlación entre dosis administrada y grado de inhibición;
otras veces, el cadmio tampoco inhibe las enzimas de estos tejl
dos.

Se ha tratado de encontrarlas causas del comportamiento
irregular del metal.

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

El zinc es un elemento esencial que entra en la composi
ción de laSJmembranas celulares y también esnecesario 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 administración conjunta cadmio­
zinc apoyarian un efecto activador del metal sobre el ALA-U,
ya que al administrar conjuntamente cadmio en dosis más altas
que las habituales de 0,6 mg/kg peso, y zinc en dosis Suficien
temente elevadas como para inducir la formación de metalotionej
nas, se registraron aumentos significativos de la actividad del
ALA-D, no sólo en bazo y glóbulos rojos, sino también en higado



III.9.2. Mercurio

El mercurio, otro contaminante delmedio ambiente, ha resul
tado ser otro inhibidor del ALA-D,tanto ¿n vivo como ¿n ujtno
(Cartasegna y col, 1968; Gibsón y col, 1955); en este último ca
so, su acción es revertida por GSH(Weissberg y Voytek, 1974).

En cerca de la mitad de los trabajadores que habian esta
do encontacto con vapores de mercurio. la actividad de ALA-D
eritrocitaria estaba marcadamente reducida, aunque en la mayoria
de los casos,los niveles urinarios de ALAy eritrocitarios de
GSHestaban dentro del rango normal (Nada y col, l969). El perig
do de exposición y los nivelesurinarios de Hg mostraban una es­
trecha correlación con el descenso en la actividad de ALA-D.De
esto se concluye que el mercurio tiene algún efecto ¿n vivo so­
bre el metabolismo de las porfirinas, pero los disturbios son de
masiado leves para ocasionar una elevada excreción de ALAy por
firinas en orina (Hada y col, 1969).

In v¿tno , los niveles de la enzima se ven disminuidOs
aün a bajasconcentraciones de mercurio (Roels y col, l975).

III.9.3. Plomo

El CapituloIV está dedicado en especial a la intoxica­
ción por este metal, incluyendo lo referente a Su acción sobre
está enzima.
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IV. INTOXICACION POR PLOMO

IV.l. introducción

La intoxicación crónica por Pb es la enfermedad profesig
nal más frecuente en nuestro pais por la gran utilización de es
te metal en la industria.

El metal no solamente constituye una amenaza para quienes
tienen un contacto directo con el mismo, sino también, en forma
accidental. para los usuarios y aün para los familiares de las
personas expuestas.

Las formas más severas de intoxicación por Pb son relati
vamente menos frecuentes ahora, en comparación con lo que ocu­
rria años atrás. Existe actualmente un mayor control y además.
los médicos industriales han adquirido más experiencia en este
tema.

A pesar de todo, todavia no se ha alcanzado el grado de
control requerido como para evitar que la intoxicación por Pb
sea aün una de las causas de inhabilitación temporaria de un
gran número de trabajadores. en una amplia gama de industrias.
Además, en algunos casos, las personas continúan trabajando,
aunque se hayan presentado sintomas leves de intoxicación con
Pb, que se aceptan como simples malestares generales.

Las causas de la gran incidencia de la intoxicación in­
dustrial por Pb son numerosas; siendo las siguientes las más im
portantes cuando se trata de erradicar esta enfermedad de una
industria o un área industrial.

Primero en importancia entre estas causas está el descg
nocimiento por parte del industrial, de los médicos y técnicos,
de los factores primarios que determinan la frecuencia y severi
dad de la intoxicación con Pb, en una dada ocupación, asi como
de los medios que existen actualmente para reconocer estos fag
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 exposición al Pb.

Un tercer factor lo constituye el incremento en el nüme
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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 manipulación y supervisión de los equipos, como para el con
trol de la higiene personal.

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

IV.2. Vias de intoxicación por Pb

Existen dos vias de entrada de los compuestos de plomo
inorgánicos (los compuestos orgánicos se discutirán más adelan
te) en el cuerpo humano:

a) por el tracto respiratorio, a través de la inhalación de va
por, humo, polvo o niebla:

por el tracto digestivo, por ingestión 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 inorgánicos de Pb,
en forma sólida o en soluciones o dispersiones en diversos
solventes no penetran la piel humana normal o dañada, en
cantidades significativas. Ciertos compuestospueden irritar
Ja piel, pero aün en esas condiciones la absorción cutánea

b
V

no es significativa.
La presencia de vapores, humo o polvo fino de compuestos

inorgánicos de Pb en el aire respirado por los trabajadores es
el factor más importante. De todas maneras, la via oral es tam
bién una ruta importante de ingestión (Calabrese y Astolfi,
l980).

IV.3. Fuentes de intoxicación

a) Profesional: Los oficios en los cuales el Pb es un elemento
muy comúnson: los de la industria metalürgica,con sus múltl
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ples matices laborales: soldadores, laminadores, trafilado­
res, chapistas, mecánicos, peones, etc.; los trabajos con acu
muladores y baterias eléctricas, pintores y obreros de fábri
cas de algunas pinturas, fábricas de plomo, linotipistas y
obreros gráficos, herreros, obreros de fábricas de cables,
de colores y tinturas, de municiones; industria del vidrio,
industria automotriz, mecánicos dentales, esmaltadores, gra
badores, pulidores, joyeros, mineros, fábricas de nitrogli­
cerina, de caños, de curtido de pieles y cueros, de masillas,
de productos plásticos con piroxilina, de azulejos, de pape­
les plateados, plomeros y albañiles, etc. Comose ve, un es
pectro amplisimo dentro del cual el plomo interviene de una
u otra forma.

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 aparición de los sintomas. Ocurren
en los vecindarios de fábricas que expelen tales tóxicos por
sus chimeneas y plantean un problema sanitario a nivel humg

b
V

no, veterinario y vegetal.
Pinturas,cuando contienen plomo como base de colorantes o cg
mo antióxido (cromato de Pb; óxido de Pb o minio; hidrocarbg
nato de Pb). Considerando que las pinturas llegan a contacto
con personas de toda clase social y todo medio, el número
de victimas, especialmente niños, resulta importante.

EI agua solubiliza el plomo de cañerías nuevas. La ioni
zación del metal se ve a menudo favorecida por la costumbre de
emplear las cañerías, comodescarga a tierra para muchos apara
tos domésticoszlavarropas, heladeras, etc. (Calabrese y Astol­
fi, l980).

Otras fuentes pueden ser los cabezales metálicos de sifg
nes, en éstos, el ácido carbónico de la soda ataca al Pb, for
mando carbonato de Pb; o los alimentos enlatados, donde el con
tenido ácido (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 pequeñas cantida
des de Pb; su peligro puede estar cuando el número de ellos es
elevado; heridas de balas (Dillman y col, l979); afrodisiacos
que contienen Pb, comunes en oriente (Brearley y Forsythe,
l978).
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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 inorgánicos, que rg
quieren un tratamiento separado.

Deben diferenciarse las ocupaciones que implican una e¿
posición al tetraetilo de Pb en forma concentrada, de aquellas
en las cuales sólo se manipulea la nafta conteniendo tetraetilo
de Pb comoantidetonante. La dilución del tetraetilo de Pb con
nafta en proporción de 121000 o más, previene la absorción de
cantidades apreciables de tetraetilo de Pb a través de la piel.
La vaporización del tetraetilo de Pb en esas condiciones no es
significativa. Por eso, la manipulación de la nafta con tetrag
tilo de Pb no suele ser peligrosa. Sin embargo, aquellas persg
nas que intervienen en la fabricación y distribución del tetrag
tilo de Pb, asi comoaquellos que deben entrar en los tanques
de almacenamiento de nafta, para repararlos o limpiarlos, pue­
den estar expuestos a cantidades peligrosas de Pb (Kehoe, l963).

IV.4. Criterios clinicos

Se agrupan los sintomas en cuatro grandes síndromes, de
acuerdo con el tropismo del plomo:

a) Sindromeneuropsiquiátrico: irritabilidad, vómitos de origen
central, pica, convulsiones, encefalopatía hipertensiva (en
pediatria),coma, paresias y parálisis, cefaleas persistentes,
psicopatias diversas, impotencia sexual, frigidez, astenia,
insomnio, neuritis óptica, etc.

Sindromegastrointestinal: constipación pertinaz, cólicos ag
dominales, dolores espasmñdicos difusos, ribete gingival y
manchasyugales, disgeusias, dispepsias, inapetencia, sindrg

b
V

me pseudoulceroso.

c Sindrome hematológico: anemia microcitica e hipocrómica, punV

teado basófilo en GR.

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

coproporfirina III.

Estos sintomas no son patognomónicos de saturnismo y pug
den darse de manera permanente o esporádica. Su reconocimiento
tiene el inmenso valor de despertar la sospecha de una intoxica
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ción plümbica, en especial cuando se asocian algunos o varios
signos de los puntos a, b, c y d aleatoriamente (Calabrese y
Astolfi, 1980).

IV.4.l. SindromeneuropSiquiátrico

Los mecanismos por los cuales se presentan los sintomas
en el sistema nervioso no han sido claramente dilucidados. Exií
ten dos hipótesis diferentes. Una trata de explicar las neuropg
tias comouna manifestación de la toxicidad de las porfirinas,
del ALA, o de ambos. Otra postula que la 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 función motora y en la
conducta (Cory-Slechta y Thompson, l979).

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

Aunqueestos resultados parecerian apoyar la teoria de
que el ALAo el PBGpodrian ser la causa de las manifestaciones
nenviosas, hay dos razones que sin embargo no están de acuerdo
con esta hipótesis: primero, que las dosis usadas fueron mucho
mayores que las encontradas en los pacientes, aün durante una
crisis, y segundo, que las convulsiones son atipicas en los ata
ques agudos de intoxicación por Pb.

La otra explicación posible, relativa a un bloqueo parcial
de la sintesis del hemo en el sistema nervioso, no ha sido aún
demostrada o refutada experimentalmente (Pierach y Edwards,
1978).
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IV.4.2. Sindromenrenal

Entre los órganos más afectados por el Pb están los ri
ñones.

En adultos, el Pb puede provocar anormalidades funciona
les y morfológicas en los riñones, con distintos grados de da­
ño , particularmente en los vasos y tübulos, manifestados por
oliguria, proteinuria y cilindruria (Haeger-Arónsen,1960).

En la intoxicación aguda por Pb el cuadro está dominado
por lesiones reversibles en los tübulos. En la intoxicación
crónica, las lesiones vasculares son progresivas y desarrollan
finalmente nefroesclerosis (Haeger-Arónsen, 1960).

Ademásde la proteinuria se produce glucosuria, de origen
renal, comoasi también aminoaciduria e hiperfosfaturia. Esta
combinación de sintomas localiza el ataque del Pb a los riñones
en los tübulos proximales, que son los que normalmente reabsor
ben estas sustancias (Haeger-Aronsen, 1960).

Tanto en niños como en adultos, la hemodinamia renal
y la función glomerular no se ven afectadas. La aminoaciduria,
fosfaturia y glucosuria se presentan sólo ocasionalmente(Suketa
y col,1979).

La excreción urinaria de agua y sodio se eleva en ratas
por la administración de Pb, mientras que la excreción urina­
ria de K aumenta en menor escala. Además, se observa un deseen
so en la concentración sérica de Na en ratas tratadas con Pb.
La reabsorción del Na y K por los tübulos renales parece estar
afectada por el Pb.

La actividad de la (Na+ y K+)ATPasa renal desciende mag
cadamente 6 horas después de la administración del Pb y luego
se reCupera lentamente (Suketa y col, l979).

IV.4.3. Intoxicación por.plomo y cáncer

Se ha postulado que el Pb juega también un papel importan
te en la neoplasia humana, como lo demuestran estudios realiza­
dos ¿n v¿tno con células que sufrieron transformación maligna y
con ensayos de carcinogénesis en animales de experimentación.
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E1 número eievado de muertes por cáncer en ei aparato
digestivo o en e] aparato respiratorio, pueden iiegar a ser sig
nificativas, si bien no hay datos suficientes (Kangy co], !980).

IV.4.4. Efecto dei Pb en ei periodo fetai y en ia infancia

La transferencia de Pb a través de ia piacenta humana y
su potencia] peligro para e] feto ha sido reconocido desde ias
primeras décadas de este sigio. Los efectos de] Pb dependen de
1a dosis. En nuestros dias, ias cantidades de Pb tienden a ser
menores que antiguamente, los cuales estaban ciaramente asocia
dos con daño fetai Severo. E1 Pb puede transferirse desde 1a
placenta a] feto en diferentes etapas de 1a gestación, comenzan
do en ias primeras 12 a 14 semanas, y se ha encontrado en e] co;
dón umbilicai de algunos recién nacidos en concentraciones que
variaban de 10 a 30 ug/di (Singh y co]. 1978).

Los diagnósticos presuntivos de intoxicación feta] se
hacen sobre la base de una conocida exposicón de 1a madre ai Pb.

La mayor concentración se encuentra en ios huesos.

Los niños expuestos a1 Pb presentan dificultades en e]
aprendizaje dei nombredelos objetos, en ia memoria viSuai y en
1a conceptuaiización. La demora en ei lenguaje, partiCularmente
1a dificuitad para repetir sonidos nuevos puede deberse a 1a de
presión de ios centros cognocitivos.

Es interesante observar que ovejas expuestas prenataimen
te a altos niveies de piomo en 1a sangre materna tienen proble­
mas de discriminación visual hasta que aicanzan de iO a 15 meses
de edad (Singh y co], i978).

Los animaies aduitos sóio necesitan mantener una concen
tración estacionaria de hemogiobina y citocromos para Su norma]
funcionamiento. Pero, durante el desarroiio postnatai del cerg
bro, ei contenido de citocromos aumenta hasta adquirir ias ca­
racteristicas metabóiicas de] anima] aduito. Este periodo de
sintesis neta de citocromos es muy sensibie a Ia inhibición de
1a sintesis de] hemo (Buii y co], 1979).

En experiencias en ias cuaies se expusieron animaies a
aitas concentraciones de Pb, se observó una demora en e] desa­
rroiio de 1a compartimentaiización metabóiica en ei cerebro.
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Consecuentemente, en animales jóvenes expuestos al Pb, el incrg
mento normal de la concentración cerebral de citocromos puede
verse afectada de dos maneras: por inhibición especifica de la
sintesis del hemoo afectando el desarrollo del cerebro por un
proceso más general, por ejemplo, por inhibición de la sintesis
proteica (Bull y col, l979).

La intoxicación con Pb tiene un pico de incidencia en ni
ños de l a 3 años de edad. La deficiencia de Fe, por otro lado,
es una de las insuficiencias¡nutricionales más comunesentre
los niños y comúnmente acompaña a la intoxicación por Pb infan­
til (Six y Goyer, l972), constituyendo además un poderoso agra­
vante.

La deficiencia de Fe aumenta la retención del Pb, tanto
en tejidos blandos como en huesos, y también la absorción de g
tros metales, como manganeso, cobalto y Zn.

Una dieta pobre en Ca incrementa los efectos tóxicos de
la misma dosis de Pb (Six y Goyer, l972).

Se demostró que trazas de elementos como zinc y cobre son
capaces de proteger a las ratas de los efectos tóxicos del Pb.
Esta puede ser una de las causas por las cuales las ratas son
más resistentes a la intoxicación por Pb y enfatiza la importan
cia de una alimentación balanceada en la prevención de la conta
minación por Pb (Johnson y Kleinman, l979).

IV.5. criterios de laboratorio

La presunción de intoxicación plümbica se corrobora por:

ALA-Dehidrasaeritrocitaria disminuida.
V

a

b) ALAaumentada en orina (normal hasta 2 mg en 24 horas).

c) Coproporfirina III aumentada en orina (más de 3C ug en 24 ng
ras).

d Investigación de la plumbemia: normal hasta 40 ug por lOO g
de sangre; de 40 a 80 : presaturnismo o contaminación; más

V

de 80 ug: saturnismo.
Estos valores no pueden emplearse en casos de exposición a
tetraetilo de Pb. La absorción del tetraetilo de Pb no produ
ce un aumento del contenido de Pb en sangre, propercional a
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la cantidad de Pb absorbido. Un análisis del metal en sangre
en estas circunstancias llevaria a resultados erróneos
(Kehoe, 1963).

e) Investigación de la plomburia: más de 80 ug de plomo en 24
horas en pacientes sin tratamiento, indican saturnismo.
La plumburia es más fidedigna que la plumbemia para la vigi
lancia del enfermo y la valoración de los resultados del tra
tamiento. La concentración de Pb en orina provee un criterio
analítico para la estimación de la exposición y la absorción
del tetraetilo de Pb (Kehoe, l963).

f) Glóbulos rojos con punteado basófilo, en proporción 0,l por
mil ó-más.

g) Radiografias de huesos largos - en jóvenes - con incremento
en la densidad de las metástasis y diáfisis (donde es más ag
tivo el depósito cálcico, reemplazado por Pb en el intoxica­
do).

IV.6. Metabolismo del Pb en el-hombre

fV.6.l. Metabolismo normal

El Pb ingresa generalmente por via digestiva. Sólo una
pequeña porción (8 a l0%) 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 porción absorbida
se distribuye principalmente en el esqueleto, donde se deposi­
ta comotrifosfato plümbico (en lugar de trifosfato cálcico), y
también en otros tejidos, incluido el higado, donde pone en jug
go la función antitóxica de este órgano que lo elimina parcial
mente con la bilis. Cuandoel aporte supera las posibilidades
de excreción de la glándula hepática, pasa al torrente circula
torio, quedando todavia comovias de egreso la saliva, el su­
dor, la leche y principalmente la orina. La concentración del
Pb en la sangre depende de dos factores: la velocidad de absor
ción desde los intestinos y los pulmones y la magnitud de la
corriente de Pb que entra en la circulación desde los tejidos
del cuerpo. Sólo se encuentran trazas de Pb en el plasma, más
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 c0moel fémur, cog
tienen mayores cantidades que los huesos planos. Esta relación
se invierte luego de un periodo de absorción anormal.

Las cantidades promedio de Pb presentes en el cuerpo de
un adulto normal no son menores de lOO 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 acumulación lenta
ni progresiva del Pb en el organismo en las condiciones descrip
tas (Kehoe, l963; Calabrese y Astolfi, 1980).

IV.6 2. Metabolismo anormal

Cuando aumenta la exposición de unindividuo p0r encima
de las cantidades normales, ya sea por una elevación en el con
tenido de Pb en su comida o bebida o en el aire que respira,
pueden encontrarse rápidamente signos de este aumento, aunque
haya sido de poca magnitud.

Cuando se ha ingerido una cantidad inUSual de Pb por bg
ca en una sola ocasión. aumentará el contenido de Pb en heces,
de uno a tres dias después (hasta que el tracto digestivo se
haya evacuado totalmente). Si la ingestión de cantidades ano;
males se repite más veces, a intervalos, la excreción.fecalde
Pb aumentará en intervalos correspondientes, y si la ingestión
es continua, el nivel aumentará regularmente. El contenido de
Pb en heces de los trabajadores de industrias relacionadas con
el Pb aumentará también si trabajan sin protección respiratoria
en una atmósfera que contenga polvo de Pb, si su diámetro es
mayor de l um.

El Pb ubicado en la boca se combina con los sulfuros prg
ducidos por la putrefacción habitual de los alimentos, dando
por resultado sulfuro de Pb gue se deposita debajo del epitelio
de la mucosa gingival y Vugal, en forma de manchas caracteristi
cas, próximas 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 Bug
ton“). El signo no es especifico del Pb; otros metales pueden
producirlo, con tonalidades apenas diferentes. Este proceso ei
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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El metal se va depositando en órganos ricos en sistema
reticuloendotelial:médula ósea, bazo, higado, en el sistema
nervioso central y periférico, y sobre todo en los huesos, en
forma de trifosfato plümbico 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 jóvenes de hematies, junto con anemia hipocró
mica y microcitica pigmentaria; algunos GR. en proporción 0,]
por mil, tienen punteado basófilo en número de 8 a 15 por glóbu
lo, formada cada inclusión por ácido pentosanucleico que les
confiere la reacción tintórea caracteristica (Calabrese y Astol
fi, 1980).

Luego de una exposición aguda, el Pb se encuentra inicial
mente en los eritrocitos, higado y riñones; la concentración en
estos tejidos disminuye con el tiempo. y paralelamente el Pb se
deposita en los huesos. Los efectos tóxicos del metal no están
directamente relacionados con su afinidad por un tejido en par­
ticular; asi, la encefalopatía en la fase final de la intoxica
ción con Pb está en contradicción con la baja afinidad del me­
tal por los tejidos cerebrales (Barltrop y col, l97l).

En la rata, los tejidos blandos. tales comola sangre,
corazón, pulmones, higado, riñones, bazo y tracto gastrointesti
nal, formarian parte de un "pool de rápido recambio“, cuando se
inyecta Pb por via intravenosa. Este pool contiene el l00% de
la dosis inyectada a tiempo O, 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 aún 70 dias después de la administración, lo que indi
caria un lento recambio de la última porción 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 rápido aumento en
la velocidad de absorción dePb, evidenciado por el aumento de
la concentración del metal en orina. Esto es seguido un poco más
tarde (si el aumento de absorción es suficiente) por un aumento
menor en la concentración de Pb en sangre. Aumenta también la
distribución de Pb en los tejidos corporales, y durante un tiem
po aumenta la retención y acumulación dePb en el cuerpo. Si el
aumento en la toma y absorción se mantiene constante por meses
y años, la concentración de Pb en sangre, orina y tejidos au­
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menta proporcionalmente. En cambio, si la absorción elevada es
intermitente. los niveles de Pb en sangre y orina alcanzan un
plateau luego de algunos meses, después de lo cual permanecen
esencialmente constantes. Cuandose alcanzó este plateau y,
mientras se mantenga, la acumulación en los tejidos aumenta
muy poco.

Cuando se interrumpe la exposición. el Pb retenido en
el cuerpo mantiene la concentración de Pb en sangre, orina y te
jidos por encima de lo normal por un tiempo que depende de la
cantidad de Pb retenido y del tiempo durante el cual se habia
acumulado. Asi. la concentración en sangre y orina decrece pro­
gresivamente, alcanzando valores normales en un periodo que va­
ria desde pocas semanas a más de unaño. El tracto digestivo,
por el contrario, cuando todas las particulas de la porción na­
sofaringea han sido tragadas, se vacia en pocos dias.

Las concentraciones normales en los tejidos se alcanzan
entre los 12 y 18 meses luego de interrumpida una exposición
prolongada, siendo el esqueleto el último en volver a los valg
res normales (Kehoe, l963).

IV.7. El cólico saturnino

Es un cuadro agudo en una intoxicación crónica. Se atri
buye a una acción del Pb sobre el plexo solar, o bien a un excg
so de Coproporfirina y ALA,o bien a la acción directa del me­
tal sobre plexos mientéricos.

Se presenta con un dolor muy agudo en el abdomen que se
calma al administrar una sal cálcica por via intravenosa. En el
sistema nervioso periférico aparece una parálisis característi­
ca de los extensores de la mano, por acción del nervio radial;
se dice queel enfermo hace el “signo de los cuernos". Posterior
mente, toda la mano queda péndula. El mismo síntoma se observa
a nivel de los miembros inferiores, con parálisis y atrofia de
los extensores del pie.

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



IV.8. Procedimientos médicos especificos

Ciertos procedimientos especificos merecen una discusión
detallada ya que no siempre son aplicados en forma satisfacto­
ria. Se relacionan con la detección de niveles peligrosos de
absorción del Pb antes de la aparición de manifestaciones tóxi­
cas. Las evidencias que distinguen la contaminación por Pb de
la intoxicación (contaminación significa tener Pb; intoxicación
o saturnismo, tener los sintomas causados por el Pb), son:

a) Algunos cambios en la sangre, de los cuales los más importan
tes, aparentemente. son el resultado de cierto grado de esti
mulación de los tejidos-hematopoyéticos, con relación al gran
númerode formas juveniles. de eritrocitos (reticulocitos y
eritrocitos con punteado basófilo).

b) El desarrollo de depósitos 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
minación con Pb, ya que muchos estímulos afectan el tejido hemg
topoyético, y muchosmetales dan lineas azuladas en los dientes
o depósitos negros en la mucosa anal. El tercero, por el contra
rio, es enteramente especifico y ütil para indicar el grado de
absorción del metal.

a) El significado del punteado basófilo de los eritroci
tos: Existen normalmente en la sangre humana, en cantidades pg
queñas. El número varia muy poco con pequeñas cantidades de Pb,
pero a altos niveles de exposición y absorción, su número 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
exposición 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 ng
mero de resultados caen dentro del valor normal.

Ciertos factores adicionales demuestran el valor de los
exámenes en sangre de este tipo, a pesar de estos inconvenien­
tes. cuando están bien empleados e interpretados. Bajo condicio
nes de exposición peligrosa al Pb, se produce un aumento progre
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sivo del númerode eritrocitos con punteado basófilo, sugirien
do un aumento en la velocidad de absorción del metal. Este fe­
nómeno no puede tomarse como una evidencia definitiva de una
intoxicación por Pb, pero debe tenerse en cuenta en relación
con la magnitud y velocidaddel incremento. En cambio, la ausen
cia de eritrocitos con punteado basófilo, es indicativo de que
no se trata de una intoxicación por Pb. Las únicas excepciones
son los casos de intoxicación con tetraetilo de Pb, ya que la
absorción de este compuesto no provoca anormalidades hematológi
cas (Kehoe, 1963).

b) El significado de la "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 invasión bacteriana, o sea cuando se produce sulfuro de
hidrógeno localmente.Pueden observarse depósitos de Sulfuro de
pl0mo en encías de personas que no presentan sintomas ni signos
de intoxicación, y su acentuación advierte de un posible peli­
gro. La linea de Pb debe diferenciarse de depósitos similares
que resultan de la precipitación de otros sulfuros metálicos,
especialmente bismuto.

c) El significado de los resultados del análisis 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 cg
mo de la absorción y eliminación del Pb por diversos tejidos.

IV.9. Disturbios en el metabolismo del hemg

A nivel de metabolismo celular, el Pb actúa inhibiendo
las enzimas sulfhidrilicas o que dependen de la presencia de
grupos -SH para su actividad. Y la manifestación más 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 das etapas sobre las cuales cl
Pb ejerce mayor acción inhibitoria son las que llevan a la fo:
mación del PBGy,la conversión de Coproporfirinógeno III (CPG

III) a Protoporfirina IXy la gueluco‘nde, ¿‘13Con.¿l Fe. ((reíncr-B'rnbamw

1 Grinsiu'w, ¡“65).



Ya en 1880, Binniendijk señalaba 1a presencia de porfiri
nas en 1a orina de un intoxicado con Pb. Ta] vez sea éste e]
primer antecedente clinico definido comota] dei efecto tó­
xico de] meta] sobre 1a sintesis de] hemo.

En 1895, Stokvis reproduce esta porfirinuria en forma ex
perimenta] en conejos. administrandoles acetato de Pb.

En 1957. Haeger-Aronsen encontró aumento en 1a excreción
urinaria de ALAen trabajadores que estaban en contacto con Pb.
La excreción de ALAse encuentra marcadamente incrementada en
individuos intoxicados con Pb y moderadamente aumentada en per
sonas contaminadas con Pb. o con una historia de intoxicación.
Esto se registró en 1a mayoria de ios trabajadores examinados,
aún cuando 1a excreción de coproporfirinógeno no estuviera por
encima de] valor norma]. Estos haliazgos están indicando que
1a determinación de ALAen orina es un método de diagnóstico
más sensibie que 1a determinación de cooroporfirina urinaria.
En Ios individuos estudiados por Haeger-Aronsen (1957) 1a ex­
creción de PBGera norma] o sólo estaba ligeramente aumentada.
En conejos intoxicados con Pb se observa un incremento en 1a
excreción urinaria de PBG(Haeger-Arünsen.1960; Sano. 1958) y
UROaumentada en méduia ósea (Schmid y co]. 1950; Schwartz y
co], 1952). También se encontró UROI en pacientes con saturnií
mo (Bashour. 1954).

Los niveïes elevados de ALA se deben a una inhibi
ción de] ALA-D. ya que en casos de intoxicación con Pb en huma
nos. esta enzima se encuentra inhibida entre un 80-100% (Nada,
1976).

E1 Pb interfiere también en laültima etapa de la biosin
tesis dei hemo. cataiizada por 1a ferroquelatasa, de manera tal
que interfiere con 1a queiación de la protoporfirina (PP) por
e] hierro (Barnes y Jones. 1973). y en consecuencia, tiene Ïugar
una acumuiación de PP. Los GRconstituyen un eiemento indicati
vo de esta inhibición, ya que puede demostrarse 1a presencia y
exceso de PP por fiuorescencia. Se ha estabiecido que en GR de
individuos intoxicados con Pb 1a PP se encuentra queiada c0n
Zn (Zn-PP) (Lamoia y Yamane, 1974).

El mecanismo exacto por e] cual e] Pb interfiere en esta
etapa de 1a biosintesis de] hemo aún no se ha dilucidado. Ei
Pb puede actuar como un veneno mitocondriai, interfiriendo c0n
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el transporte activo del Fe a través de la membranamitocondrial
(Bovora y col, 1973) o puede inhibir directamente a la ferroqug
latasa. Teniendo en cuenta que la Zn-PP se encuentra elevada tan
to en intoxicación con Pb como en la deficiencia de Fe, debe e­
xistir alguna similitud entre ambos procesos (Lamolay col,
1975).

En humanos, los niveles de PP en GR tienen una relación
logaritmica con los niveles de Pb (Piomelliy col, l973). En
conejos de india o cobayoslos niveles de PP no se ven afectados
por la administración subcutánea de Pb. Existe una gran varia­
ción biológica entre las especies, y aün dentro de la misma es­
pecie la respuesta a la intoxicación 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 intoxicación con Pb como los huma­
nos (Hart y col, l980).

"Iv.9.1.. Inhibición del ALA-Dpor el Pb

La correlación entre la concentración de Pb en sangre y
la actividad de ALA-Dse ha utilizado con mucha frecuencia y
es un indice valioso de exposición al Pb, por cuanto se trata
de un parámetro muy sensible de la intoxicación plümbica, tanto
aguda comocrónica, a diferencia de los niveles de protoporfiri
na, que refleja los efectos del Pb en la médula ósea. Además,
la Proto no sólo está elevada en la intoxicación por Pb, sino
también en la anemia por deficiencia de Fe; en este último caso,
la actividad del ALA-Dno se encuentra afectada significativa­
mente (Granick y col, 1973).

El Pb se uniria a la enzima a través de los grupos -SH
proteicos. Este metal inhibe al ALA-D¿n viinu y este bloqueo
puede revertirse, al menos parcialmente, protegiendo los grupos
-SH mediante el agregado de tioles como el glutatión (Hapke y
Pryge, 1973).

Se encontró una correlación lineal entre elcontenido de
Pb en sangre, el logaritmo de la actividad del ALA-Dtambién
en sangre y el contenido de ALAen orina (Nada, l976).

Existe un valor umbral de Pb en sangre (aproximadamente
15 mg/lOO ml) por debajo del cual la actividad del ALA-Dno es
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tá directamente relacionada con el nivel de Pb. La actividad
enzimática se halla influida por factores genéticos y por lo
tanto, los valores de actividad del ALA-Dson útiles para eva­
luar el nivel de la exposición al Pb sólo cuando éste es mayor
que dicho umbral (Nada, l976).

La recuperación de la actividad del ALA-Des más rápida
en aquellas personas expuestas poco tiempo al Pb y que presen­
tan una menor concentración de Pb en sangre (Haeger-Arónsen y
col, l974).

Diferentes mecanismos de inhibición delALA-Doperan api
rentemente en eritrocitos lisados de animales tratados con Pb
y en hemolizados de animales no tratados. a los cuales se les
ha agregado Pb, ¿n uitno (Vergnano y col. 1969).

Se propuso que ambos mecanismos involucraban la interag
ción de los iones metálicos con grupos sulfhidrilos esenciales
para la actividad enzimática, sin embargo. esta hipótesis no e¿
plicaria satisfactoriamente el hecho de que metales con mayor
afinidad que el Pb por estos ligandos, tales comomercurio,
plata y cadmio son inhibidores menos potentes del ALA-D. En gg
neral, se ha intentado explicar el mecanismode inhibición por
Pb en base a posibles interacciones del metal con la enzima. Sin
embargo, utilizando RMN-Carbonol3 del ALA,se han obtenido evi
dencias de que las sales de plomo divalente interactúan con el
sustrato ALApara formar un complejo que puede contener un máxi
mo de dos moléculas de ALApor átomo de Pb (Baxter y col, 1979).

Utilizando acetato de cadmio. calcio, plata, sodio o zinc,
o el sólo anión acetato, no se produjeron cambios similares en
el espectro RMNde carbono l3 del ALA. sugiriendo que el Pb
debe tener una afinidad especial para interaccionar con el ALA.
De las magnitudes relativas de los efectos sobre la resonancia
de distintos átomos de carbono, pudo inferirse que el principal
sitio de interacción del Pb con el ALAes en el carbono a y en
el carboxilo, y quizás el carbono y sea un sitio de menor impor
tancia.

La capacidad del Pb de interactuar con el ALApuede ser
significativa en cuanto a los efectos del Pb sobre la enzima
ALA-D.La inhibición del ALA-Dpuede, entonces, concebirse por
lo menos en parte, como el resultado de la formación de un com
plejo Pb-ALA,dando lugar a un sustrato inutilizable, o por la
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formación de un complejo ternario abortivo enzima-Pb-ALA (Bax­
ter y co], 1979).

Dado que otros metales. conocidos como inhibidores de]
ALA-D, aunque en menor grado que e] Pb, poseen muy poca o ningu
na afinidad por e] ALA,ias interacciones especificas de] Pb
con e] sustrato. justificarian 1a gran potencia inhibitoria de
este metaï. Por otro lado, 1a mayor afinidad de 1a plata y e]
cadmio por los suïfhidriïos (Vaïlee yUIImer. 1972) asociada a
un efecto inhibitorio menor en comparación con e] Pb, sugeriria
que e] mecanismode inhibición de] ALA-Dpor metaies pesados no
invoiucra soiamente reacciOnes entre este tipo de residuos prg
teicos y ios iones metálicos. Las concentraciones de Zn requerl
das para revertir 1a inhibición por Pb son varios órdenes de mag
nitud mayores que las de Pb presentes. Parece ser que e] Zn se
ria necesario para un máximo de actividad de] ALA-S¿n vivo (Fi
nelli y co], 1975) indicando que este meta] interactuaria con
1a enzima, más que con e] sustrato. E1 Pb y e] Zn. asi como tam
bién e] Ni, actúan sobre un sitio alostérico de la enzima, e]
cua1,sóio en parte, seria compartido por e] Zn y e] Pb (Trevi­
san y co]. 1980). Este postulado estaria de acuerdo, por ejem
p10,con un mecanismo que expiicara 1a reversión de 1a inhibi­
ción de] ALA-Dpor Pb, por efectos de Zn, según undesplazamien
to de] ALA, de su complejo con e] PD, por medio de una enzima
con actividad óptima conteniendo Zn (Baxter y co], 1979).

IV.10. Tratamiento-ge 1a intoxicación por Pb

El Pb es un tóxico acumuïativo. E1 Pb incorporado se ii
bera muy ientamente y sóio cuando ha cesado ia exposición. Por
eso, ios sintomas ciinicos y bioquímicos disminuyen espontánea
mente sólo en forma muy ienta.

E1 método de detoxificación más efectivo es 1a terapia
con sustancias queïantes. Los queiantes compiten con los gru­
pos afines a1 meta] en ei organiSmo; los compiejos metal-queia
to son solubles en agua y se excretan rápidamente por via renal.
Por e] momento, sóio e] CaNaz-EDTAy 1a penicilamina han proba
do ser efectivos (Doss, 1978; Perdersen, 1978). Ademásde] Pb,
muchos otros iones metáiicos pueden formar queiatos. Durante
e] tratamiento con queiantes se presentan una serie de efectos
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coïaterales, a causadela interferencia con sustancias fisiolg
gicas esenciaies presentes en trazas en e] organismo. Estos g
fectos Iateraies pueden evitarse. compensando1a disminución
de Ios biometaïes por administración exógena de los mismos.

La D-peniciiamina también interfiere con la vitamina 86,
que debe, por lo tanto administrarse diariamenteen dosis de 40
mg/dia, duranteel tratamiento con e] antibiótico.

Se considera que e] CaNaz-EDTAes más efectivo que la
D-peniciiamina. Se debe administrar parenteralmente y no puede
utilizarse cuando hay daño renal. De manera que antes de comen
zar 1a terapia, debe asegurarse la ausencia de nefropatias
(Calabrese yAstolfi, 1980).

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

En niños se recomienda 1a administración de BAL(Dimercaptg
propanoi) cuya estructura quimica tiene dos grupos sulfhidrilos
que se unen a1 metal, previo a 1a administración de EDTA.
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V. FANTASMAS DE ERITROCITOS

V.l. generalidades

En los últimos años, ha despertado gran interés la npll­
cación de la terapia por reemplazo enzimático en varias enfermg
dades metabólicas caracterizadas por una deficiencia o bl0queo
enzimático especifico y primario. Para la administración exóge­
na de la enzima o modificación de su actividad se han ensayado
distintos procedimientos entre los cuales se incluyen: inyección
directa de la enzima; modificación de la enzima por drogas, pa­
ra aumentar o alterar su actividad catalitica, enzimas inmovili
zadas sobre matrices insolubles o geles. y enzimas encapSuladas
en algún tipo de transportador semipermeable.

Entre los posibles transportadores enzimáticos están los
de naturaleza celular o vesicular. Estos están 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, los movimientos de los iones y moléculas a través de la
pared. En esta categoria se incluyen microcápsulas, cuya membra
na está compuesta por sustancias no lipidicas, tal comoel ny­
lon (Chang, l972); liposomas, que tienen una membranasintéti­
ca similar a las naturales (Gregoriadis, 1976), vesículas forma
das por membranasnaturales (Steck, 1974) y verdaderas células,
tales comolos eritrocitos (Ihler y col, l973).

El interés en este tipo de transportadores se debe, en
parte a la necesidad de proteger a la enzima de una degradación
o inactivación prematura y al huésped de los conocidos efectos
inmunológicos o farmacológicos indeseados, tales comoreacciones
de hipersensibilidad o producción de antiCuerpos, y además al
hecho de que es posible desarrollar transportadores tales que
nos permitan dirigir la enzima, especificamente, a su sitio de
acción.

Los eritrocitos poseen muchasde 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 los efectos adversos causados por proteinas extrañas.
Además, el eritrocito no sólo es biodegradable, sino que su de
gradación se realiza por las mismas células y de la misma mane­
ra que los eritrocitos normales.
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Otra ventaja importante acerca del uso de eritrocitos.
es el amplio conocimiento cientifico y médico que de ellos se
tiene. Los hematólogos han acumulado una notable experiencia
práctica acerca de estas células en áreas tales comoestaciona
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 comolos liposomas.

V.2. Propiedades

V.2.l. Propiedades de los eritrocitos maduros

Los eritrocitos madurosson células altamente especiali
zadas cuya función es servir comotransportadores del oxigeno
unido a hemoglobina. El contenido de hemoglobina es de cerca de
29 pg por eritrocito o 335 g/l de eritrocitos. Cuantitativamen
te. casi toda la proteina del eritrocito es hemoglobina, aunque
también hay numerosas enzimas y otras proteinas estructurales.

Los eritrocitos carecen de nücleo y ribosomas, por lo
tanto han perdido la capacidad de sintetizar nuevas proteinas.
Tampocopueden sintetizar lipidos "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 producción de energia proviene de la via de la glicólisis,
y no de la fosforilación oxidativa.

La vida media de los eritrocitos es de 120 dias. La des­
trucción de las células no ocurre al azar sino comoresultado
de un proceso de envejecimiento poco conocido. Dado que estas
células carecen de capacidad biosintética, lo sorprendente, no
es que envejezcan, sino que sobrevivan tanto tiempo.

La forma normal de los eritrocitos es un disco bicóncavo,
que es elipsoide con depresiones centrales en ambos lados. Toda
via no existe una buena explicación para justificar la forma de
disco bicóncavo, pero se cree que debajo de la membrana del eri
trocito hay una capa de proteinas responsables del mantenimieg
to de la forma celular. El diámetro prOmediodelos eritrocitos
es de 8.6 pm. Tienen uneSpesor de l,9 um, un volumen medio de
86 um3 y una Superficie de 145 umz.



139

Existen numerosas formas anormales de eritrocitos. La más
simple es el esferocito, en la cual han desaparecido las depre­
siones, por lo cual la célula toma forma esférica. El equinoci
to es una esfera con numerosas proyecciones o espinas; esta for
ma es potencialmente reversible. Los estomatocitos tienen forma
de copa. son cóncavcs de un solo lado; estas células pueden de
generar en esferocitos. Se conocen muchas otras formas de eri­
trocitos, asociadas con enfermedades o producidas en el labora­
torio por diversos agentes (Bessis. 1973).

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

V.2.2.. Propiedades de la membranaeritrocitaria

La membranaeritrocitaria contiene un peso aproximadamen
te igual de proteinas y lipidos. En su composición entran ade­
más 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 ng
ta negativa (el potencial zeta) debida principalemnte a los grg
pos carboxilo del ácido siálico. El punto isoeléctrico está en
el orden del pH 2 y aumenta hasta pH 4-5 luego de la eliminación
cuantitativa del ácido siálico 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 aglutinación con Inmunoglobulina IgG.
¡Enconsecuencia, se pueden tratar a los eritrocitos con IgG
para activarlos y ser tomados por las células fagociticas, sin
aglutinación. Por el contrario, los anticuerpos IgMpueden a­
cortar la distancia entre eritrocitos.

El contenido de fosfoglicéridos de la membrana es del
50%del contenido total lipidico e incluye fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina comoespecies predo­
minantes. Otros constituyentes lipidicos importantes de la mem
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brana son la esfingomielina y el colesterol. Los glicolipidos
son constituyentes minoritarios. entre ellos, el principal es
el globósido (GL-4).

Los eritrocitos no tienen capacidad de sintetizar lipi­
dos “de novo", pero pueden reemplazarlos utilizando los lípidos
plasmáticos; de manera que tiene lugar un intercambio del coles
terol y otros lipidOS eritrocitarios con sus análogos en plasma.
El colesterol eritrocitario está en equilibrio con el colesterol
plasmático (Murphy,l965). La lecitina-colesterol acil transfe­
rasa (LCAT)es importante en este aspecto porque es uno de los
factores que determina el nivel de colesterol plasmática libre.
También parte de la fosfatidilcolina de la membranay otros li­
pidos y ácidos grasos están enequilibrio con los del plasma,
aunque el intercambio no es tan rápido como el observado para
el colesterol.

Las lisofosfatidilcolinas de membranay plasmática están
en equilibrio y pueden ser aciladas en la membranacon ácidos
grasos libres para formar fosfatidilcolina. Las fosfolipasas y
la acil transferasa pueden alterar la composición celular cuan
do la célula envejece o también con relación a la dieta.

La estructura lipidica de la membrana,está constituida
por una doble capa. en la cual el extremo polar se enfrenta, e
bien hacia el fluido extracelular (capa externa)70-bien hacia
el interior de la célula (capa interna). La fracción de carbohi
dratos es adyacente a la lipidica y está ubicada en el medio de
las dos capas. Existen evidencias que sugieren que los lipidos

ase distribuyen asimétricamente entre las dos capas, los amino
fosfátidos principalmente en la membranainterna y los colina
fosfátidos en la membranaexterna (Bretscher. 1973). El coles­
terol se ubicaria en ambas capas, aunque en mayor proporción en
la exterior (Fisher, l976).

La membranaeritrocitaria contiene proteinas intrínsecas
que han sido aisladas y estudiadas extensamente. Entre ellas se
encuentran las proteinas responsables del transporte activo o
pasivo dentro del eritrocito.



V.2.3. Transporte en eritrocitos

Los eritrocitos humanoscontienen una concentración in­
terna de potasio alta y una concentración de sodio baja. inveg
samente a lo que ocurre en el plasma. Esta simetria se mantiene.
paralelamente a una difusión 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. El 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 membranapara equilibrar la difusión pasiva. La bombade ig
nes es importante para controlar el volumen celular; de manera
que si el bombeose interrumpe. el eritrocito comienza a hin­
charse. Este transporte es ATP-dependientey utiliza cerca del
l5% del ATPgenerado en la glicólisis del eritrocito (Nhittam
y Ayer, 1965).

El calcio y el magnesio también se transportan en forma
activa. Prácticamente, todo el calcio está asociado a la membra
na. Los principales sitios de unión son los residuos de ácido
siálico. La entrada de Ca2+en los eritrocitos está vinculada
con la rigidez de la membrana (Bodemann y Passow, l972).

Los principales aniones eritrocitarios son cloruro y bl
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 función eritrocitaria. El
C02'producido metabólicamente pasa a través de la membranay se
convierte en ácido carbónico por la enzima carbónico anhidrasa
eritrocitaria. Luego de la disociación en HC03' y H+, el H+ se
combina con la hemoglobina y el bicarbonato difunde hacia afug
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 orgánicos tales comoel
piruvato (Rice y Steck, 1976). La permeabilidad a los aniones
está mediada por una proteina de membrana de PM95.000 daltons.

El transporte pasivo de agua en los eritrocitos es muy
rápido. La velocidad de ingreso de la glucosa es mucho mayor que
la de su metabolismo, al punto que su entrada no limita la velg
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cidad de glucólisis. Otros azúcares transportados son manosa,
galactosa, xilosa, arabinosa, sorbosa y fructosa. Los aminoáci­
dos entran a velocidades variables, los más rápidos son: leuci
na. fenilalanina. valina, metionina y triptofano (Winter y
Christiansen. 1964).

Las purinas pueden ser transportadas dentro de los eri­
trocitos comobases libres ocomo nucleósidos. El sistema de
tranSporte para bases libres permite la entrada de ácido úrico,
hipoxantina, guanina. adenina. xantina, 6-mercaptopurina y otros
derivados de la purina (Lassen, 1967). Existe un sistema de trans
porte de nucleósidos de amplia especificidad.

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

V.3. Preparación de los fantasmas de eritrocitos

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

El agua entra en la célula más rápidamente de lo que los
iones dejan la misma, en consecuencia su forma cambia de un dis
co bicóncavo a un esferocito. Este cambio en la forma permite
que el volumen que puede acomodarse bajo la superficie sea máxi
mo. Este volumen alcanza rápidamente un valor critico, la pred
sión interna aumenta, la membrana se rompe y aparecen agujeros
en la misma. Si el aumento en la presión es rápido, como ocurre
cuando los eritrocitos se diluyen en medio hipotónico, la mem­
brana tiendea abrirseen 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 presión osmótica es
gradual. comoocurre cuando los eritrocitos se dializan contra
medio hipotónico, la hemoglobina se libera uniformemente alredg
dor de toda la membrana, aparentemente a través de un gran nümg
ro de poros (Danon, l961).
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Luego de la liberación de hemoglobina, la solución se
hace más transparente, ya que el indice de refracción de las
células es el del fluido circundante. Las células deben centri­
fugarse a velocidades mayores. Si se examina el sistema al mi­
croscopio electrónico, pueden verse en la membranaagujeros de
aproximadamente 200-500 Á de diámetro. Estos agujeros son sufi
cientemente grandes para permitir la salida de macromoléculas
como la hemoglobina (Baker, l967).

Si se añade sal hasta restaurar la isotonicidad, la sol!
ción se pone turbia, indicando que los agujeros de la membrana
se cerraron. En estas condiciones ya no es más posible la entra
da o salida de macromoléculas, pero los fantasmas no son necesa
riamente impermeables al pasaje de pequeñas moléculas o iones
(Dale y coL, 1977).

La hemólisis producida por agentes lipoliticos tales cg
mo saponina conduce a una ruptura permanente de las membranas
eritrocitarias. En contraste, la hemólisis hipotónica es rever
sible. A pesar dela ruptura del góbulo rojo (GR) y la liberación
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 espontáneo bajo condiciones hipotónicas.
Si la hemólisis selleva a cabo a O °C, la formación de este ti
po de fantasmas es minima. El Tipo III se resella luego de la
adición de sal, permaneciendo permeable a los iones, pero no a
las macromoléculas. El Tipo II es un fantasma totalmente resella
do; probablemente derivado del Tipo III. El Tipo III puede con
vertirse eficientemente en Tipo II por incubación a 3] °C du­
rante una hora. Ademásde la temperatura, el pH, los cationes
divalentes y agentes complejantes afectan el resellado de mang
ra compleja. Los tres tipos de célulasse pueden separar por cen
trifugación en un gradiente de sacarosa. Una población de fan­
tasmas resellados es heterogénea con respecto a la permeabili­
dad a los iones y probablemente también lo sea con respecto a
otros parámetros.

Algunos fantasmas recuperan la misma permeabilidad a los
cationes que los eritrocitos de los cuales provenían, otros no.
La reconstitución de la membrana luego de la hemólisis parece
ser predominantemente del tipo "todo o nada", aunque sólo pocos
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fantasmas dejan de clasificarse como "reconstituidos" o "permea
bles". La relación entre los fantasmas reconstituidos y permea­
bles depende de las condiciones de hemólisis y del tratamiento
posterior de la membrana. El efecto del pH durante la hemólisis
es importante. Existe un máximo a pH 6 y un hombro ancho en el
rango de 7 a 9. Estos datos sugieren que durante la hemólisis
se exponen al medio grupos ionizables escondidos. La capacidad
de estos grupos de retornar a sus sitios originales dentro del
interior hidrofóbico de la membrana, parece depender de la car
ga que toman durante su exposición al entorno acuoso. De todas
maneras, caben también explicaciones alternativas (Lepke y
Passow, l972).

Para algunos propósitos es deseable preparar fantasmas
que estén tan libres de hemoglobina y otras sustancias cito­
plasmáticas como sea posible. Esto se consigue diluyendo y la­
vando las células en grandes volúmenes de medio hipotónico o
agua destilada. Estos fantasmas, que pueden estar libres de he­
moglobina hasta un 99,95%, aün contienen la cantidad original
de colesterol y fosfolipidos de membrana, poseen también activi
dad de ATPasa y son bicóncavos (Need y col. 1963). La mayoria
de las enzimas glicoliticas están reducidas a niveles muybajos,
comopuede esperarse para enzimas citoplasmáticas, pero retie­
nen parcialmente alguna actividad enzimática, indicando cierta
interacción con la membrana(Schrier, l963).

Para otros propósitos, por ejemplo para maximizar la su
pervivencia celular. es deseable preparar células cargadas que
sean lo más 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 hipotónico. Aunque las
moléculas pequeñas se pierden , la concentración de macromolécu
las no se altera.

Conalgunas modificaciones, es posible reconstituir la
composición de los iones y moléculas pequeñas de la célula. Los
eritrocitos se sonican y dializan. Las sustancias de bajo peso
molecular que pasan a través de la membranade diálisis se rec!
peran eliminando el agua con un evaporador rotatorio. Si se a­
grega agua destilada hasta obtener las concentraciones intracg
lulares originales, la solución reSultante es osmóticamentee­
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quivalente a NaCl 0,9% y puede usarse para resellar la membrana
a una concentración tal que la concentración final sea equiva­
lente a NaCl 0,9%.

V.4. Incorporación de macromoléculas en fantasmas de eritroci­
tos

Cuando se desea incorporar macromoléculas en fantasmas
de eritrocitos, se pUedenutilizar tres procedimientos generales,
que se identifican comoprocesos de: i) prehinchado, ii) esta­
llido y iii) diálisis. Aparentementeel grado de hemólisis fi­
nal es el mismo en estos tres métodos, pero difieren con res­
pecto al volumen de solución hipotónica usada y a la velocidad
de lisis.

i) En el proceso de prehinchado, los GRse su5penden en sol!
ción fisiológica diluida con 0,7-0,9 volúmenes de agua; en
estas condiciones se hinchan pero no se lisan. Los GRhin­
chados se centrifugan y se elimina el sobrenadante. La mg
cromolécula a ser incorporada se agrega en un volumen de
buffer diluido igual al volumen de GRhinchados. Dos minu
tos después de mezclar con vortex, la hemólisisse revierte
por adición de una solución diez veces más concentrada de
la misma sal. Los GR resellados se incuban a 37 °C por 60
minutos antes de lavarse con solución salina para estabi­
lizar las células cargadas.

ii) En el proceso de estallido, los GRse diluyen en un gran
volumen de solución hipotónica conteniendo las moléculas
que se desean incorporar. La hemólisis,que es evidente en
los primeros segundos, puede revertirse, por adición de sg
lución salina concentrada,algunos minutos después.

V Finalmente, el proceso de diálisis consiste en colocar los
GRy las macromoléculas en un tubo de diálisis. La mezcla
se dializa contra solución salina diluida y la hemólisis
se revierte comosiempre, por adición de solución salina

iii

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 incubación las células
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reselladas recuperan la impermeabilidad a los iónes, lo cual
probablemente es importante para la estabilidad del fantasma
cargado.

Luego de la incubación a 37 °C, los GR cargados se lavan
varias veces con solución fisiológica para eliminar la hemoglo­
bina liberada, las macromoléculas no incorporadas, etc. El exí
men al microsc0pio de los GR cargados muestra que son de color
gris oscuro, en contraste con la apariencia refráctil de los
GRnormales y la virtual transparencia de los fantasmas vacia­
dos. Los fantasmas cargados presentan una variedad de formas
que incluyen esferas, óvalos, copas y los discos bicóncavos pro
piOS de los GR normales. Cuando existe máxima incoporación de
macromoléculas parecen predominar las esferas (Rechsteiner,
l978).

Durante el proceso de carga. se produce una partición
Ide macromoléculas entre el interior del GRy la solución exteg
na. Existen las siguientes evidencias de que la mayoria de las
macromoléculas están dentro del eritrocito y no adsorbidas a las
membranas: l) la lisis de los GRresellados por distintos pro­
cedimientos produce la liberación de las macromoléculas a la sg
lución; 2) la partición se aproxima a la esperada; 3) por micros
copia electrónica de secciones de GRcargados 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, l978).

Dentro de los eritrocitos pueden atraparse proteinas,
enzimas, hemoglobina, ferritina, oro coloidal, dextrano, etc.
(Dale y col, l977).

Gardos (l954) fue el primero en usar la hemólisis hipg
tónica especificamente para atrapar moléculas (ATP) dentro de
GRresellados. Hoffman en l958 demostró que la (59Fe)hemoglob1
na y la (1311) albúmina también podian entrar en los eritroci­
tos durante la hemólisis. Casi lO años después, Seeman (l967)
observó que los fantasmas de GReran capaces de atrapar ferrl
tina y oro colofidal durante la hemólisishipotónica. Más recien
temente, Ihler (l973) probó que los GRhumanos podian incorpo­
rar B-galactosidasa de E. cofii durante el proceso de hemólisis.

El tamaño 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 (353)proteinas de i.
coit y mediante la cromatografía por columna de geles, compara
ron la distribución por tamaños. de las proteinas que entraban
en los GRcon la distribución en el extracto crudo. Encontraron
que se incorporaban preferencialmente las proteinas de menores
pesos moleculares con un máximo para aquellas cuyo tamaño esta
ba en la zona de los 90.000 daltons.

Algunas proteinas básicas, comolas histonas presentan
el problema adicional de su carga. Los GRposeen carga negativa
en su superficie y se aglutinan en presencia de altas concen­
traciones de proteinas básicas. Aúna bajas concentraciones de
histona, es necesario tripsinar las células para eliminar la his
tona adsorbida (Rechsteiner, l978).

Suele haber dificultades con las proteinas básicas que
ademástienencoeficientes de difusión 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 oxidación pueden desna
turalizarse debido a la alta concentración de 02 en estas célg
las, y también es incoveniente usar proteinas que se desnatura
lizan ante bajas fuerzas iónicas (Rechsteiner. l978).

Finalmente. las proteinas neutras o acidicas, de diámg
tro menor de lOO Á, 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
centración intracelular de glucosa es igual que la del plasma:
5 mM.A esta concentración. la hexoquinasa, primer enzima del
camino glicolitico, está saturada con respecto a glucosa ya que
su Kmes 0.05 mM(Jacobasch y col. 1974).

La concentración de glucosa-ó-fosfato, el primer intermg
diario. es de 40 uMy como ésta, también disminuye la concentra
ción de todos los otros intermediarios, indicando que la fosfo­
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rilación de la glucosa por ATP, cazalizada por la hexoquinasa,
es el paso limitante de la glicólisis.

La velocidad de fosforilación de glucosa es muysensi­
ble a la concentración de ATP, de manera que si ésta disminuye,
lo mismosucede con la velocidad total de glicólisis. Por esta
razón, es importante restaurar los niveles deATP 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 glicoli
tico son mucho mayores quela de hexoquinasa. De manera que aün
cuando ocurra una considerable pérdida de actiVidad enzimática
durante la hemólisis hipotónica. la reserva eritrocitaria en es
tas enzimas, seria suficiente comopara compensarla. La única
que podria ser necesaria reponer seria entonces la hexoquinasa.

Ihler y col (1975) examinaron la capacidad de los fantaí
mas de producir lactato y encontraron que usando glucosa como
sustrato, los fantasmas sintetizaban sólo el 42%de lo que prg
ducian las células normales. Esta deficiencia no parecia deber­
se a una falta de enzima, por cuanto nose incrementaba por agrg
gado de hexoquinasa; sinembargo se podia estimular hasta un 70%
del nivel observado en células normales por adición de adenina.

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

Puede usarse adenosina en lugar de inosina ya que los g
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. l967). Los eritrocitos
humanos no pueden convertir IMP en AMPporque no tienen adenilg
succinato sintetasa (Lowyy Dorfman, 1970). Sólo la adenina o
adenosina pueden servir como precursores del ATP.

Lionetti y Fortier (l963) han estudiado el metabolismo
de inosina en fantasmas de eritrocitos. Estos fantasmas retenian
sólo el l3% del nivel normal de proteinas intracelulares y bajos
niveles de intermediarios glicoliticos, de manera que comola
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interconversión 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 combinación de adenina e ino­
sina era la más efectiva para regenerar los niveles normales de
ATP. Otros nucleósidos como guanosina, adenosina y deoxiadenina,
eran tan efectivos como la inosina en combinación con adenina.

Los fantasmas de eritrocitos transportan sodio y potasio
por medio de un sistema de transporte sensible a ovabaina, que
requiere ATP, usando inosina para la glicólisis y regeneración
del ATP (Hoffman, 1962). Con el objeto de establecer si los fan
tasmas podian generar ATPa partir de glucosa para el transpo;
te de iones, se comparó la habilidad de la glucosa y de la ing
sina para transportar 22Na introducido externamente en la celu
la durante la hemólisis. Se observó que en ausencia de glucosa
o inosina no habia transporte, en tanto que éste se estimulaba
en su presencia. En consecuencia, la producción de ATPen fan
tasmas, usando glucosa comofuente de energia, es Suficiente pa
ra mantener el transporte de iones (Ihler y col, T975).

Otro camino metabólico de cierta importancia en los eri
trocitos esel de las pentosas, por el cual normalmente se meta
boliza cerca del l0% de la glucosa (Murphy, l960). Este camino
da lactato como producto final y genera ATP, pero su función
principal es la generación defosforribosilpirofosfato (PRPP)
y NADPH.

V;'- Caracteristicas de la supervivencia de los eritrocitos
cargados

Los eritrocitos pueden destruirse de varias maneras. Los
eritrocitos envejecidos normalmentese degradan por fagocitosis
en la médula ósea o el bazo. El mecanismo para la destrucción
selectiva en el bazo se puede relacionar con su capacidad para
atrapar eritrocitos duranteperiodos prolongados a pHy concen­
tración de glucosa bajos. Estas condiciones descubren las liml
tadas reservas metabólicas de los eritrocitos envejecidos que
conducen a su daño con la consiguiente captura por los macrófa
gos.
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Si los eritrocitos están só'o ligeramente alterados, por
modificaciones suaves, son tomados principalmente por el iazo,
ya que este órgano detecta en particular los eritrocitos daña­
dos o que funcionan mal. Si, en cambio, los eritrocitos están
seriamente alterados, los captura el sistema reticuloendotelial.
Cuantitativamente, el higado elimina la mayor parte de los glg
bulos rojos dañados, por cuanto el flujo sanguíneo a través s!
yo, es muy grande y las células hepáticas de Küpffer son muy
activas (Wagnery col, l962).

Tambiénpueden sufrir hemólisis intravascular y quizás
la destrucciónde algunos eritrocitos normales ocurre con libera
ción de hemoglobina (Ganzoni y col, l97l). Esto puede suceder
por una desintegración causada por fuerzas fisicas sobre los
eritrocitos mientras circulan, por debilidad de la membranao
por incapacidad de bombear los iones efectivamente. La hemóli­
sis intravascular es nociva, pues la hemoglobina es tóxica para
el riñón. Si los niveles de hemoglobina son bajos puede unirse
a la haptoglobina, que porténer un peso molecular alto se ex­
cluye de la filtración. Cuandola haptoglobina se satura por
concentraciones mayores de l00-400 mg de hemoglobina por lOO ml
de plasma, la hemoglobina libre pasa al riñón donde puede reab
sorberse. o excretarse por orina. El 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 transfusión. Cuandolos eritrocitos se
ven privados de ATP, como ocurre luego de la adición de fluoru
ro o arsenito de sodio, o luego deun almacenamiento prolongado,
pierden su forma bicóncava y se hacen esféricos (Nakao y col,
1960 a y b, l961). Comoconsecuencia, las células se hacen rigl
das y no pueden deformarse fácilmente (Need y col, l969). Estas
células son eliminadas dela circulación por el bazo. La viabili
dad post-transfusional está estrechamente relacionada con el con
tenido de ATP. La adición de adenina al medio de estacionamiento
asi como de glucosa, aumentan la viabilidad (Akerblom y col,
l967). Esto sugiere que la supervivencia de los eritrocitos car
gados dependerá, 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 circulación , se
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gün distintas variables. Se encont ó quelas célslas lisad-s hi
potónicamentey las normales tiene: cinéticas de supervinncia
similares en mamíferos (De Loach ycol, l977) c :n aves, cie
poseen eritrocitos nucleados (Angy col, l977). Si los er troci
tos son tratados con glutaraldehido, se eliminan eficientemente
de la circulación en pocos minutos o en horas. A bajas dosis de
glutaraldehido (0,05%), más 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 pequeños, pero significativos
se encuentran en otros órganos como higado y pulmón. Aún usando
un agente no especifico comoel glutaraldehido puede obtenerse
un alto grado selectividad por el órgano.

Thorpe y col (1975) encontraron que la mitad de eritrg
citos cargados con B-glucuronidasa se eliminaban de la sangre
en lO minutos y la enzima atrapada desaparecia totalmente en dos
horas. Cerca del75% de la actividad se encontraba en el higado.
Esto ocurría aunque no se hubiera intentado dañar de alguna for
ma los eritrocitos. Por otro lado, la asparaginasa atraprda en
eritrocitos de mono continuaba circulando por lo menos por 20
dias y la enzima atrapada tenia la misma vida media que en los
eritrocitos control. Beutler y col (l977) trabajando con eritrg
citos humanos encontraron una vida media de cinco a diez dias
para los fantasmas. Cuandose recubria a los eritrocitos con ag
ticuerpos anti-Rh, las células se eliminaban con una vida media
de 22 minutos.

V17. Aplicaciones de enzimas atrapadas en eritrocitos

V.7.l. Sustrato en la sangre

Se conocen muchas enfermedades causadas por o
asociadas con elevados niveles en plasma, de una molécula peque
ñas o sustrato. Potencialmente, los eritrocitos cargados conen
zima serian capaces de diluir los niveles plasmáticos de dicha
molécula, convirtiéndola en otra menos tóxica o más fácilmente
degradable.

La concentración de enzima que puede atraparse en un fan
tasma de eritrocito está limitada esencialmente por la solubili
dad de la enzima. Si se consigue atrapar cantidades altas de en
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zima, de manera que la misma esté .n exceso, la concentra ión
intracelular de sustrato será esen:ialmente cero y la vel ci­
dad máxima de reacción estará dete"minada por la velocida de
entrada del sustrato.

En cambio, a concentraciones de enzima muy bajas. la
concentración de sustrato dentro del eritrocito será casi la
mismaque la extracelular. Enestascondiciones. la velocíiad de
reacción seráesencialmente la misma para la enzima libre en so­
lución o encapsulada en el eritrocito. Ihher y col (1975) demos
traron que abajas concentraciones de enzimas, se observan cing
ticas similares para eritrocitos cargados y para eritrocitos car
gados sonicados. Sin embargo, la hipoxantina inhibia la reac­
ción en eritrocitos intactosy no la inhibia en los sonicados,
indicando que, en el primer caso, la reacción tenia lugar real
mente dentro del eritrocito. Cuandola concentración intracelg
lar de enzima es alta, la velocidad máxima es igual a la velo­
cidad de transporte del sustrato y es muchomenor 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, será im­
posible degradar altas concentraciones de sustrato aunque haya
una gran cantidad de enzima encapsulada. En estos casos, la al
ternativa es aumentar el nümerode eritrocitos.

V.7.2. Sustrato en tejidos

Existen varios desórdenes lisosomales hereditarios carag
terizados por la ausencia de alguna enzima liscsomal y la consi
guiente incapacidad de degradar su sustrato.

La mucopolisacaridosis esuna anomalía caracterizada por
la incapacidad de hidrolizar dermatan sulfato o heparan sulfato.
Empleandofibroblastos, se observó que ciertos factores corre;
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,
l975). Estos hallazgos han demostrado que, al menos a nivel cg
lular, el reemplazo enzimático puede ser efectivo para reparar
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caminos degradativos lisosomales.

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

V.7.3. Desórdenes metabólicos de los eritrocitos

Existen defectos intrinsecos del metabolismo de los eri
trocitos. En principio estos defectos pueden tratarse cargando
eritrocitos del mismopaciente con la enzima deficiente. De tg
das maneras, es obvio que una transfusión de sangre compatible
llevaria a los mismos resultados y de una manera mucho más sim
ple. El uso de eritrocitos cargados con enzima tiene sentido cuan
do el paciente ha sido transfundido tantas veces que tiene pro­
blemas. antigénicos con antígenos eritrocitarios menores o es­
tá desarrollando hemocromatosis, o para evitar que se produzcan
estos inconvenientes.

V.8. Terapia por reemplazo enzimático

El primer estudio acerca de la utilización de enzimas ig
movilizadas, en el campo de la terapia por reemplazo enzimático,
en el caso de deficiencias enzimáticas fue el uso de catalasa
microencapsulada (Chang y Poznansky, l968). Más tarde se usaron
liposomas cargados cOn enzima en ciertas enfermedades conocidas
como de almacenamiento (Gregoriadis y Ryman, l972) y más recien
temente se ha propuesto el uso de enzimas atrapadas en eritroci
tos comootra forma de introducir enzimas defectuosas o ausen­
tes, en tejidos y órganos vitales (Ihler y col, l973).

La primera enfermedad tratada por fantasmas de eritroci
tos fue la enfermedad de Gaucher, que se caracteriza por una a
cumulación de B-glucocerebrósido en células del sistema reticg
loendotelial, a causa de una deficiencia hereditaria de la enzi
ma B-glucocerebrosidasa. Los órganos más involucrados son aque­
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llos con una gran actividad eritrofagocitica, comobazo, higado,
y médula ósea. Utilizando primero animales de experimentación
se investigó si habia una incorporación real de los eritrocitos
cargados. De Loach y col (1977) encontrarontme la mayor incorpg
ración tenia lugar en higado y bazo, dependiendo de las condi­
ciones, hallando cantidades menores en otros órganos. Ihler y
Glew (l977) observaron que ocurria una incorporación significa
tiva en un hepatoma transplantable. Thorpe y col (l975) demos­
traron que las células cargadas eran rápidamente captadas por
el higado, donde la actividad enzimática se mantenia por 24 ho­
ras aproximadamente. detectándosetodavía 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 anomalía en la cual se podria aplicar la terapia
por reemplazo enzimático es la 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 incorporó
arginasa de higado humanoen eritrocitos de pacientes genética­
mente deficientes en arginasay simulando condiciones de estudio
¿n vivo se observó que la enzima se mantenía 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 enzimática sigue siendo signifi­
cativa por diez dias.

Ihler y col (l975) utilizaron comosistema modelo, eri­
trocitos cargados con uricasa. El ácido ürico entra en los eri
trocitos normales por un sistema de transporte pasivo. Estudian
do el transporte de ácido ürico se demostró que los eritroci­
tos normales y los fantasmas tenian las mismas constantes cing
ticas de entrada y salida, indicando que la hemólisisno habia
inactivado la proteina transportadora ni creado poros en la mem
brana a través de los cuales pudiera pasar libremente el ácido
úrico. Ademáslas propiedades delsistema de transporte relacio­
nadas con la velocidad, temperatura y concentración deácido üri
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co son las mismas para eritrocitos normales y fantasmas.

Otra enfemedad metabólica hereditaria en la que podria
aplicarse el reemplazo enzimático es la hipoxaluria tipo I,
que se caracteriza por una acumulación de ácido glioxilico y
sus productos de oxidación y reducción, ácido oxálico y ácido
glicólico, respectivamente. La terapia con fantasmas de eritrg
citos podria conducir a la disminución de la concentración de
ácido oxálico o su precursor, el ácido glioxilico en sangre,
por encapsulamiento de oxalato dicarboxilasa o glioxilato re­
ductasa.

Hubbard y col (1980) han demostrado que el transporte
de ácidos Orgánicos a través de las Membranas de fantasmas y
eritrocitos normales se realiza de manera similar.

Mulder y col (l973) prepararon fantasmas de eritrocitos
conteniendo globulina unida a corticosteroides y pudieron atra­
par esteroides dentro de los eritrocitos. Comoera de esperar,
la velocidad de entrada era rápida para esteroides no conjuga
dos (no-cargados) y mucho menor para esteroides conjugados.
Mulder y col (l972) incorporaron l7-B-hidroxiesteroide deshidrg
genasa en eritrocitos y observaron que era capaz de llevar a
cabo su función enzimática usando sustrato extracelular. De ma
nera que los eritrocitos asi cargados podrian utilizarse tera­
péuticamente en desórdenes endócrinos.

Se administró desferroxamina, una droga quelante de hig
rro, incorporada en fantasmas de eritrocitos en forma iv, a pg
cientes con un exceso de hierro depositado a diferentes niveles
y con distintos diagnósticos. La terapia con fantasmas de eri­
trocitos mejoró la eficiencia de la quelación, especialmente en
pacientes que presentaban sólo ligeros aumentos de depósito de
hierro. En todos los pacientes, la desferroxamina incorporada
en fantasmas incrementóla excreción urinaria de Fe con respec­
to a la acción de la desferroxamina suministrada por via subcu
tánea (Green y col, 1980).

Es bien conocido que las porfirias se caracterizan por
una acumulación de precursores y/o porfirinas en tejidos, san
gre, orina y heces. Una anormalidad bioquímica importante en
la intoxicación por plomo es una elevada concentración de áci­
do 6-aminolevülico (ALA), fácilmente detectable en orina, como
consecuencia de la inhibición del ALA-Dehidrasa (ALA-D)por el
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metal. Por eso es que proponemos el uso de 1a enzima encapsuïg
da en eritrocitos comouna posible y atractiva terapéutica en
1a intoxicación por Pb. De esta manera, 1a enzima podria aican
zar los sitios deseados, siendo transportada por ias mismas cg
lulas en las cuales tiene lugar e] desorden metabóïico.
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M.I. REACTIVOS

La mayoria de ios reactivos fueron obtenidos de Sigma
Chem. Co. o Merck.

Los geies de Sephadex y Sepharosa fueron de Pharmacia Fl
ne Chem. , Uppsaia.

M.II. PURIFICACION DE ENZIMAS

Saivo se indique 10 contrario, todas las operaciones se
reaïizaron entre 0-5 °C.

M.II.]. Aminoievüiico-Dehidraja (ALA-D)

Fuentes: Eritrocitos:

a) Humanos: Se trabajó con sangre venosa de dadores voluntarios
normaies, de] Hospita] RamosMejia, Buenos Aires, obtenida en
las condiciones usuaies.

b) Conejos: La sangre se obtuvo desangrando un conejo, previamen
te anestesiado con pentobarbita], por punción cardiaca.

En ambos casos 1a sangre se recogió sobre heparina (0,1 m]
de heparina, 12,5 mg/m] de soïución fisioïógica, por cada 10 m1
de sangre), se centrifugó a 600xg aproximadamente, se descartó
e] piasma, y ios glóbuïos rojos (GR) se lavaron con soiución fi­
sioïógica.

Se eiiminó 1a Hb uti1izando 1a técnica de Scott (1976)
modificada segün se indica más adelante, y 1a enzima se purifi­
có finaïmente por e] procedimeitno descripto en ReSuitados (Bus­
tos y co], 1980), empïeando como üitima etapa una cromatografía
por afinidad en una coïumna de Sepharosa-eti1endiamina-ALA, ob­
tenida de acuerdo con 1a técnica desarroïlada por Ste11a y Batile
(1977).
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M.II.2. Rodenasa

La Rodenasa se preparó a partir de Rp. ¿phenoideó y se
midió con el procedimiento descripto por Hider de Xifra y col
(l976).

Se cosechó un cultivo de esta bacteria fotosintética por
centrifugación a ll.000xg durante lO minutos. La masa resultante
se suspendió en buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 7,4, hasta que
a una dilución de l:200 corresponda una absorbancia de 0,500 a
680 nm.

Fracciones de 6 ml de esta suspensión se sonicaron duran
te un tiempo total de 2 minutos, en 4 intervalos de 30 segundos.
El homogenato asi obtenido se diluyó al tercio con el mismo bu­
ffer y se centrifugó a 100.000xg durante 70 minutos; se descar­
tó el pellet. y el sobrenadante se trató con ácido acético gla
cial hasta llegar a pH 5,0; la mezcla se dejó agitando por 30
minutos y luego se centrifugó lO minutos a ll.000xg. El sobrena­
dante se fraccionó con sulfato de amonio, empleándose como fuen­
te de Rodenasa la fracción 55-70%de saturación.

M.II.3. Deaminasa

Se preparó un homogenato de higado vacuno al 10% (pzv) en
sacamma 0,25 M. Se centrifugó 20 minutos a 12.000 rpm, descartan
dose el pellet. Al sobrenadante se le agregó ácido acético gla­
cial hasta pH 5,0 y se deió agitando durante 20 minutos. Luego
se centrifugó 20 minutos a l2.000 rpm y se descartó el precipi­
tado.

El sobrenadante se fraccionó entre 45-70% de saturación
con sulfato de amonio. Se pasó luego por una columna de Sephadex
G-25 equilibrada con buffer TRIS-HCl 0,05 M pH 7,4 para eliminar
el amonio y se calentó entre 65-70 °C durante 20 minutos. Se cen
trifugó 20 minutos a l2.000 rpm, concentrándose el sobrenadante
por precipitación con sulfato de amonio hasta 70%de saturación.
El precipitado proteico se resuspendió en el minimo volumen de
buffer TRIS-HCl 0,05 M pH 7,4 y se filtró, como antes. por Sepha
dex G-25.



M.III. EXPERIENCIAS CON FANTASMAS

M.III.1. Muestras de sangre

M.III.1.1. Obtención

a) humana: La sangre norma] se obtuvo de] Banco de Sangre del
Hospita] Ramos Mejia.
Las muestras de sangre intoxicada con piomo se obtuvieron
de varios pacientes ocupacionalmente expuestos a1 plomo.

b v gonejos: Se usaron conejos b1ancos machos (12 a 15 meses de
edad), cuyo peso osciiaba entre 4 y 5 kg. Un grupo se empleó
como contro] y e] otro recibió 500 mg/1 de acetato de piomo
en e] agua de bebida durante siete días, luego 1a dosis se re
dujo a 1a mitad y se sacrificaron cuando 1a actividad de]
ALA-Destaba reducida en un 50%.

Vc 33335: Se usaron ratas Sprague-Dawiey macho (de 9 a 12 meses
de edad), de un peso promedio de 500 g. También fueron divi­
didas en dos grupos, uno se inyectó intraperitoneaimunte con
2 mg/kg de acetato de plomo, dos veces, 15 y 2 horas antes
de ser sacrificadas. Las ratas contro] no se trataron.

d
V Ratones: Los ratones, cepa CFN. de] Instituto de Farmacologia

de Buenos Aires, y cepa CF], de] Centro Panamericano de Zoong
sis, cuyo peso promedio era de 25-30 g, recibieron una dosis
intraperitoneal de 2 mg/kg de acetato de piomo y se sacrifi­
caron 20 horas después. E1 otro grupo de ratones se empleó
como contro].

Todos ios animaies fueron aiimentados con dieta normal
para animaies de iaboratorio y recibieron agua ad iibitum.

E1 grado de intoxicación por Pb se controló midiendo ios
niveies de ALA-Den eritrocitos.

A ios conejos se les extrajo 1a sangre por 1a vena de 1a
oreja, recogiendoia sobre heparina. Las ratas y los ratones fue­
ron sacrificados y se recogió 1a sangre directamente de] corazón
con jeringas heparinizadas.



M.III.l.2. Preparación

Los eritrocitos, separados por centrífugación, se 'isa­
ron por congelamiento ydescongelamientc tres veces, o por trata
miento con Tritón X-l00 0,5% (concentración final). Los GRhuma
nos se diluyeron 1:15 y los de ratón 1:5 en buffer fosfato de
sodio 0,05 M pH 6,8.

M.III.2. Tejidos. Preparación de los homogenatos

Los órganos de los ratones, higado, riñón y bazo, se pg
saron, se cortaron en trozos pequeños, se lavaron 3 veces con
NaCl 0,9% frio y se homogeneizaron en sacarosa 0,25 Men potter
de vidrio con émbolo de teflón, en la relación l:l0 (pzv). El
homogenato asi obtenido se centrifugó 20 minutos a l0.000 rpm
y se utilizó el sobrenadante comofuente enzimática.

M.IV. DETERMINACION DE HEMOGLOBINA

La hemoglobina (Hb) se determinó 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, l40 mg de fosfato diácido de potasio y l ml de un
detergente no iónico, en l000 ml de agua destilada. Se agregan
0,02 ml de la solución que contiene hemoglobina a 5,0 ml del reag
tivo, y luego de mezclado, a partir de los 2 minutos, se lee la
absorbancia a 540 nm en un espectrofotómetro, contra un blanco
de reactivo.

Este método se basa en el hecho de que la cianometahemo­
globina formada por la acción complejante del cianuro sobre la
hemoglobina oxidada ya por el ferricianuro, puede medirse espeg
troscópicamente con facilidad.
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M.V. SISTEMAS DE INCUBACION Y DETERTINACION DE LA ACTIVIDAD EN­

ZIMATICA

M.V.]. ALA-D

La actividad se determinó de acuerdo con e] método de
BatIIe y co] (1967).

a) Para 1a enzima purificada

E1 sistema de incubación contiene: 0,] m] de enzima,
0,1 m1 de buffer fosfato de Na 1 M pH 6.8; 0,1 m1 de cisteina
(CiSH) 0,25 M; 0,1 m1 de ALA 0,05 M y agua hasta un volumen fi­
na] de 1,9 m1. Luego de una hora de incubación a 37 °C 1a reac­
ción se detiene por e] agregado de 0,1 mi de una solución satu­
rada de squato de cobre.

Cuando se estudió e] efecto de metales, se agregó a1 sis
tema de incubación 0,2 m1 de una solución de una sai de] meta]
de 1a concentración correspondiente indicada en cada caso, antes
de] agregado de] ALA.

Cuandoseestudió e] efecto de protectores de grupos sui­
fhidriio, se agregó 0,1 m1 de una soïución de] tio] de 1a concen
tración indicada, antes de] agregado de] ALA, excepto en e] caso
de máxima concentración (10'1 M), en que se usó 1 m1. E1 voiumen
fina] fue en todos los casos de 2,0 m1.

E1 contenido de PBGse determinó mediante 1a reacción de
Ehriich(Moore y Labbe, 1964), aplicando 1a siguiente expresión
para su cálcuio:

A x di]. x Voi. inc. x 106
e x PM x Vo]. enz.

nmoIes PBG/m1 enz. =

donde e = 113,6
PM = 226

A = Absorbancia a 555 nm
V01. inc. = Volumen fina] de incubación
Vo]. enz. = Volumen de enzima

Se define como una unidad enzimática a1 número de nmoies

de PBG formados por m1 de enzima en I hora a 37 °C en 1as condi­
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ciones standard descriptas, y la actividad especifica comoel
número de unidades por mg de proteina.

b) Para la enzima cruda

Cuando se trabajó con sistemas crudos. como por ejemplo
GR, fantasmas y homogenatos, el sistema de incubación contenía:
0,5 ml de enzima; 0,l ml de buffer fosfato de Na l M pH 6,8;
0,l ml de ALA0,05 M y agua hasta un volumen final de 2,0 ml.
Luego de l hora de incubación a 37 °C, la reacción se detuvo por
el agregado de 0,2 ml de TCA 50%.

El PBG formado se determinó de la misma manera que para
los sistemas purificados.

c) Para el comgleig gel-enzima

A l ml de gel suspendido en 0,3 ml de buffer fosfato de
sodio 0,5 M pH 6,8, se le añaden 0,15 ml de CiSH 0,25 M y l,25 ml
de agua. La mezcla se preincuba lS minutos a 37 °C. Se agregan
luego 0,15 ml de ALA0,05 M y se incuba l hora a 37 °C con agita
ción constante. La reacción se detiene por la adición de 0,l5 ml de
una solución saturada de sulfato de cobre. Se centrifuga, y en
el sobrenadante se determina el PBGformado como antes.

M.V.2. Rodenasa

El sistema empleado se basa en el desarrollado por SBrbo
(1957).

La mezcla de reacción contenia, en un volumen final de
2 ml: buffer Tris-HCl pH 8,7: lOO umoles; Na25201 lOO umoles;
NaCN: lOO umoles de una solución que contiene 0,4 moles de HCl/mol
de cianuro, y la solución enzimática, completándose el volumen
con agua destilada.

La reacción fue iniciada por el agregado de NaCNincubán
dose por 30 minutos a 37 °C, y se detuvo por el agregado de
0,2 ml de formol 38% y l ml de reactivo férrico (lO g de
Fe(N03)3.9 H20 + 20 ml de HN03 (c), llevados a 100 ml con agua
destilada).

Luego de centrifugar l5 minutos a 6.000 rpm, se leyó la
absorbancia a 460 nm.
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Los vaïores de tiocianato formados se obtuvieron d- cug
vas de caiibración realizadas con :aSCN 1 mM.

M.V.3. anminasa

Se siguió 1a metodoiogia descripta por Sancovich y co]
(1969), disminuyendo e] voiumen tota] de ios incubados u 2 m1.

E1 sistema de incubación contenía: 1 mi de enzima (en
buffer TRIS-HC] 0,05 M pH 7,4); 50.ug de PBG en e] mismo buffer;
Nac} 0,6 M: MgC12 0,12 M (1:1) en 1a relación 0,2 mIÁm] de incu
bado; se ilevó a 2 m1 con e] buffer mencionado.

Las condiciones de incUbación fueron: aerobiosis, oscuri
dad, 37 °C y 2 horas, con agitación mecánica constante.

En todas las experiencias se realizaron b1ancos de enzi­
ma, a tiempo 0 y de sustrato.

Finaiizada 1a incubación, se precipitó 1a proteina por
agregado de un volumen de HC] (c) ta] que 1a concentración fina]
fuese de] 5%. Posteriormente,1a mezcïa se iïuminó durante 20 mi
nutos para oxidar los porfirinógenos a porfirinas. E] precipita­
do se fiitró a través de papel pïegado, 1avándose una vez con
1 m1 de HC] 5%.

La cantidad tota] de porfirinas formadas presente en ios
incubados, se determinó espectrofotométricamente en e] filtrado
ácido, empieando 1a fórmula corregida de Rimington y Sveinsson
(1950):

(2Amax-A380-A430Lx di'I x Vf x 1,008nmoles de porfirinas/m] enzima =
Venz.
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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 inhibición
por Pb, se emplearon hemolizados obtenidos por los siguientes
procedimientos:

a) Por congelamiento y descongelamiento tres veces: HC3. El con
gelamiento se realizó en congeladoraa - 20 °C y el descongg
lamiento, en agua a temperaturaambiente.El hemolizado resul
tante se diluyó 3 veces con buffer fosfato de sodio 0,05 M
pH 6,8.

b
V

Por lisis osmótica: Se prepararon tres tipos de hemolizados.
Una fracción de GRse diluyó 1:3 con agua destilada, proce­
diéndose a realizar los siguientes tratamientos:

- gitación: el hemolizado HLa se obtuvo por agitación mecáni
ca durante 30 minutos en baño de hielo.

- Sonicación: Los hemolizados HLbse obtuvieron por sonicación

en baño de hielo. El HLb30" correspondió a una sonicación de
30 segundos y el HLbóou. a dos periodos de 30 segundos cada
uno.

El plasma se desproteinizó calentando 3 minutos a lOO °C.
Se separó el precipitado por centrifugación y se utilizó el so­
brenadante.



M.VIII. DERIVADOS OXIDADOS DE SEPHADEX

M.VIII.]. Obtención

M.VIII.].I. Sephadex oxidado

La oxidación de] Sephadex G-25 se 11evó a cabo suspendien
do e] ge] en buffer acetato 0,1 M pH 4,0 (10 ml/m] ge] ) y hacién
doio reaccionar con periodato de sodio 50 mM(10 m1/m1 gei) du­
rante 30 minutos a temperatura ambiente con agitación (Esguema
I)

NaIOH
Sephadex-OH ——-————+Sephadex-CHO Esquema I

E1 ge] se iavó con agua y eti1englic01 0,1 M (50 m1/m1 gel),
para eiiminar e] exceso de periodato de sodio.

E1 grado de oxidación se determinó dosando e] formaïdehi
do presente en e] sobrenadante.

E1 periodato de sodio remanente se determinó p0r absorban
cia a 223 nm y se graficó como ta].

Dosaje de formaidehido: Se utilizó el método de Corcoran y Page
(1947). A 1 m1 de] sobrenadante se ie agregan 0,4 m1 de AsOHNa
y 0,5 m1 de HZSOH0,5 M. Se deja reposar 30 minutos a temperatu
ra ambiente para luego añadir 10 m1 de ácido cromotrópico (4,5­
dihidroxi-2,7-nafta1ene disulfónico) en solución de H¡30u; se
somete 1a mezcla a ebuiïición durante 30 minutos. La presencia
de fiormaïdehido confiere una coloración vioieta a la solución,
lo cua] permite su cuantificación espectrofotométrica a 570 nm.

M.VIII.].Z. Sephadex oxidado-EtiIendiamina

Se agrega a] ge] oxidado una solución de etiiendiamina
0,1 M en buffer bicarbonato 0,1 M pH 9,0 en relación 2 ml/ml ge]
y se agita a temperatura ambiente. A ios tiempos 20 y 40 minutos
se añade KBHH(0,25 mg/m] gei). 20 minutos después de 1a segunda

adición de KBHu se 1ava con H20 (50 m1/m1 gei), NaHC03 1% y H20
(50 m1/m1gei) (Liberatore y co], 1976).



M.VIII.2. Solubilización

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

Se intentó 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. El grado de solubilización se determinó por diferen­
cia de peso del gel antes y después del estacionamiento, previa
centrifugación de la suspensión, y midiendo la concentración de
grupos carbonilos en el sobrenadante, en base a la lectura de la
absorbancia a 240 nm, que se graficó como tal.

M.VIII.3. Acoplamiento de las enzimas

M.VIII.3.l. Sobre Sephadex oxidado

M.VIII.3.l.‘ “tA-Dehidrasa y Rodenasa:

Se llevó a cabo agregando el Sephadex oxidado a diferen­
tes cantidades de enzima suspendida en buffer fosfato 0,05 M
pH 6,8 (l:5) (vzv), a 4 °C durante 30 minutos con agitación.

Se agregó NaBHq (0,25 mg/ml gel) luego de 20 y 40 minutos.
Veinte minutos después del último agregado, la reacción se detuvo
destruyendo el exceso de NaBHucon ácido acético 0,l M.

La enzima que no se hubiera unido covalentemente al sopog
te, se elimina lavando con 100 ml de agua, l00 ml de KCl 2 M y
l00 ml de agua. La cantidad de enzima unida al soporte se deter­
minó estableciendo la diferencia entre la cantidad de enzima agrg
gada al Sephadex oxidado y la cantidd presente en los lavados.

La enzima se acopla al soporte sólido por medio de la for
mación de una base de Schiff entre los grupos e-amino de los re­
siduos lisina y grupos aldehido del Sephadex oxidado, de acuerdo
al Esguema II:



Enzima-NH2+ 0HC-Sephadex-—————>Enzima-N=CH-Sephadex

NaBH“
Enzima-NH=CH-Sephadex ——————+Enzima-NH-CHz-Sephadex

Esquema II

Para determinar 1a actividad de 1a enzima inmovilizada
se usaron ias mismas condiciones de incubación que para 1a enzi
ma soiubie, con ias modificaciones descriptas por Steila y col
(1977).

M.VIII.3.1.2. Deaminasa

A 1 g (aproximadamente 4 m1 ) de Sephadex G-25 oxidado,
se ie agregan 44 mg de proteina, suspendida en 7,5 m1 de buffer
TRIS-HC] 0,05 M pH 7,4.

Se deja agitando 3 horas a 0 °C, transcurridas las cuales
se agregan 2 porciones de KBHH(0,25 mg/m] gei) con un intervalo
de 20 minutos. Luego de 20 minutos de 1a segunda adición, se cen
trifuga y e] ge] se lava 2 veces con buffer TRIS-HC] 0,05 M
pH 7,4. E1 sobrenadante y ios iavados se diaiizan una noche con­
tra buffer TRIS-HC] 0,01 M pH 7,4 para eiiminar e] KBHH.

E1 ge] se 1ava con agua, bicarbonato de sodio 1% y agua
(50 mi/m] ge] en cada caso).

M.VIII.3.2. Sobre Sephadex-Etiiendiamina

M.VIII.3.2.1. ALA-Dehidrasa

A1 Sephadex-etilendiamina, resuspendido en buffer fosfato
de sodio 0,1M pH 5,7, se le añade 1a enzima (10 mi/m] gel). Lue­
go se agregó 1entamente 1a carbodiimida (50 mg/m] gei) disueita
en 1 m1 de agua. La mezcia se dejó agitando a 0 °C durante 5 ho­
ras.

A1 cabo de este periodo, se centrifugó y e] ge] se iavó
2 veces con buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 6,8. E1 sobrenadag
te y los lavados se diaiizaron contra buffer fosfato 0,0] MpH 6,8
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durante una noche, para e1iminar e1 exceso de carbodiimida que
se sabe inactiva 1a enzima.

E1 ge1 se 1avó con agua, bicarbonato de sodio 1% y agua
(50 m1/m1 ge1 en cada caso).

M.VIII.3.2.2. Deaminasa

Para acop1ar 1a Deaminasa a Sephadex-eti1endiamina, se
agregaron 4 m1 de enzima (aproximadamente 20 mg), a 4 m1 de ge1
y se 11ev6 a pH 5 con HC1 0,2 M. Luego se añadieron 200 mg de
carbodiimida disue1tos en 1,5 m1 de agua. Se mantuvo 5 horas a
0 °C con agitación.

La reacción se detuvo centrifugando e1 ge1 y 1avándo1o
2 veces con buffer TRIS-HC1 0,05 M pH 7,4. E1 sobrenadante y 1os
1avados se dia1izaron durante una noche contra buffer TRIS-HC1
0,01 M.

E1 ge1 se 1avó con agua, bicarbonato de sodio 1% y agua
(50 m1/m1 ge1 en cada caso).

M.IX. PREPARACION DE FANTASMAS DE ERITROCITOS

Se obtuvieron de acuerdo a1 método de Ih1er y co] (1975)
con 1as modificaciones indicadas.

Excepto se indique 1o contrario, e1 procedimiento fina]
para obtener fantasmas de g1óbu10s rojos (FGR) fue e1 siguiente:

La sangre se centrifugó 5 minutos a 1000xg y 4 °C, des­
cartándose e1 suero y 1os g1óbu1os b1ancos. Los eritrocitos se
1avaron tres veces con so1uci6n isotónica de NaC1. En una expg
riencia tipo, se agregó 1 m1 de GR a 3 m1 de agua desti1ada, con
teniendo o no 0,1-0,2 m1 de so1ución enzimática (aproximadamente
1.200 U/m1 - 0,2 mg prot/m1). Esta suspensión permaneció a 0 °C
durante 5 minutos con agitación suave y constante. A1 fina1 de
esta hemó1isis hipotónica se restauró 1a isotonicidad agregando
0.33 m1 de NaC1 9%, permitiendo e1 rese11ado de 1os eritrocitos
durante 5 minutos a 4 °C. Luego 1os fantasmas de eritrocitos se
centrifugaron y 1avaron 3 veces con buffer fosfato sa1ino (buffer
fosfato de sodio 0,01 M pH 6,8 conteniendo NaC1 140 mM), suspen
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didos en la misma solución 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 vitno DEL AGREGADO DE FANTASMAS DE ERITROCITOS

CARGADOS CON ENZIMA, A GLOBULOS ROJOS DE INTOXICADOS CON

Pb

Luego de preparados los fantasmas cargados con enzima sg­
gün se ha descripto, se tomó una alícuota de GR intoxicados con
Pb, previamente lavados 3 veces con solución fisiológica, y se
los mezcló: con fantasmas de eritrocitos normales cargados con
ALA-D(FGRn(ALA-D)y 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 l:5 con buffer fosfa­
to de sodio 0,05 M pH 6,8.

La actividad enzimática se determinó comoya se indicó.

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 descrig
ta. Se obtuvieron 100 ml de fantasmas cargados, que se suspendig
ron en igual volumen de solución salina isotónica (actividad
2,47 U/mgó 128,4 U/ml) y se administraron al paciente por trans
fusión endovenosa, en un tiempo de cerca de 2 horas. El proceso
total llevó 10 horas.



Determinación de precursores, porfirinas y Pb

Las porfirinas y e] PBGse midieron por e] método de
Rimington (1971) y e] ALApor e] de Mauzera11 y Granick (1956).

E1 Pb en sangre se determinó por espectroscopia de absor
ción atómica siguiendo un proceso similar a] descripto por Kes­
ten y co] (1980).

Preparación de 1a coïgmna por cromatografía de afinidad

E1 absorbente bioespecifico, HO0C-ALA-Succini1-Aminoeti1­
Sepharosa (HOOC-ALA-S-AE-Sepharosa) se preparó de acuerdo con 1a
técnica de Steiia y Bat11e (1977).
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1.1. ACTIVIDAD DEL ALA-D EN DISTINTOS PREPARADOS DE GLOBULOS

ROJOS

Con e] objeto de determinar e] método de hemóiisis más
conveniente, se ensayaron tres tipos de procedimientos: i) con
gelamiento y descongelamiento 3 veces (HC3); ii) Iisis osmótica
(HLa) y iii) Iisis por sonicación (HLb30ny HLbóo"), segün se
describe en Materiales y Métodos. También se midió 1a actividad
de Ios gióbuios rojos (GR) y sangre enteros. Todas las determi­
naciones de actividad se 11evaron a cabo en presencia y ausen­
cia de CiSH.

Comopuede verse en 1a Figura 1, no se detectó actividad
en Ios GRy sangre enteros. La CiSH estimula 1a actividad en tg
dos los casos, observándose 105 mayores valores para Ios hemoii
zados HC3 y HLbóou.

Unidades

400

300

200

100

O

entera enteros

FIGURA1: Actividad de] ALA-Dde sangre entera, gióbuios ro­
jos enteros y distintos tipos de hemoiizados, con
( EEE ) y sin ( SSS ) CiSH.
Los diferentes hemoiizados se obtuvieron según se
detaiia en Materiaies y Métodos. Tanto éstos como
Ios GRenteros se diiuyeron 3 veces, mientras que
para Ia sangre entera, 1a diIución fue de 2 veces.



En base a estós datos, se seleccionó al HC3como el sis­
tema más conveniente para estas estudios.

1.2. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y PESO MOLECULAR

Purificación del ALA‘D(Tabla I)

Primer paso: Tratamiento con solventes orgánicos: Se llg
varon a cabo una serie de ensayos preliminares con el objeto de
determinar las condiciones óptimas para eliminar la hemoglobina
(Hb), tales comola composición de la mezcla n-butanol-clorofor
mo, el volumen que debia añadirse a l volumen de GR, temperatura
y tiempo de mezcla; buffer y periodo de diálisis. De acuerdo con
los resultados obtenidos se adoptóel siguiente procedimiento:
los GRobtenidos luego de centrifugar la sangre entera, se lava­
ron 2 veces con solución isotónica de NaCl y se llevaron a pH 8,0
con hidróxido de amonio concentrado. Luego se añadió a los GR una
mezcla fria (-20 °C) de n-butanol y cloroformo (1:0,4 v/v) en la
relación de 0,2 volúmenes de mezcla por cada volumen de GR, con
agitación mecánica vigorosa, a 4-6 °C en un lapso de 15 minutos.
La mezcla resultante se dejó 60 minutos en baño de agua a 20 °C
y luego se centrifugó a 24.000xg durante 20 minutos. El sobreng
dante se dializó durante l8-20 horas contra buffer fosfato de
sodio 0,0l M pH 6,8 (12200, v/v).

Se ha determinado entonces que este tratamiento con mez­
cla de solventes orgánicos a baja temperatura permite eliminar
el 96-97% de la Hb y produce una preparación de ALA-Dpurifica­
da 24 veces.

Segundo paso: Precipitación con sulfato de amonio: El so
brenadante dializado se fraccionó con sulfato de amonio, utíli
zándose la fracción 30-55%de saturación, disuelta en el minimo
volumen de buffer fosfato de sodio 0.05 M pH 6,8. Esta fracción
prácticamente no contenía Hb y se purificó cerca de lOO veces.

Tercer paso: Cromatografía por afinidad: Se aplicaron
aproximadamente 80 mg de proteina de la fracción 30-55%, disuel
ta en 4 ml de buffer fosfato 0,05 M pH 6,8 en una columna de
HOOC-ALA—S-AE-Sephana¿previamente equilibrada con el mismo



buffer. La coïumna se corrió a 4 °C con un flujo de 0,4 ml/min
primero con buffer sólo, y 1uego con buffer conteniendo KC]
0,05 M,‘ 0,1 My 0.2 M, como se indica.

TABLAI: Purificación de] ALA-Dde eritrocitos humanos

Proteinas Hb getivïquFracción spec' 1Ca Purificación
nmoles PBG

(mg/m1) % ( mg prat )

Glóbulos rojos 120,00“ 100 1,4 1

1°Paso: Tratamieg
to con soïventes
orgánicos 28,80 3.70 34,1 24,3

2° Paso: Frac­
ción 30-55% de

(NHu)¿SOu 20,96' 0,25 133,8 95,6

3° Paso: Afini­
dad cromatográfi
ca 0,15 0,00 2.248,5 1.605,0

Las condiciones experimentaies se describen en e] texto.

Se recogieron fracciones de 2 m1. En 1a Figura 2 se mues
tra un perfil tipico de e1ución. E1 ALA-Dde eritrocitos humanos
se purificó cerca de 18 veces en este único paso y un tota] de
1.600 veces en sóïo 3 etapas.

E1 comportamiento cromatográfico de] ALA-Dde eritroci­
tos por columnas de afinidad fue muy similar a1 dei ALA-Dde
E. gnacilió, higado bovino (Steïïa y Batïïe, 1977, 1978) e higa
de de cerdo (P010.yc01, 1980).
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FIGURA2: Cromatografía por afinidad de] ALA-Dde eritrocitos
humanos sobre HOOC-ALA-S-AE-Sepharosa.
La coïumna (1,4 x 15 cm) se equilibró c0n buffer
fosfato de sodio 0,05 M pH 6,8. Se sembró 1a protei
na y se eIuyó primero con 75 m1 de buffer fosfato,
1uego con 75 m1 de] mismo buffer conteniendo KC]
0,05 M (primera flecha), con 75 m1 de buffer contg
niendo KC] 0,1 M (segunda f1echa) y finaimente, con
75 m1 de buffer conteniendo KC] 0,2 M (tercera fie­
cha). Proteina ( O ), actividad enzimática ( O ).

E1 peso moïecuiar se determinó por cromatografía a través
de Sepharosa 4-3 , usando buffer fosfato de sodio 0,068 Mcontg
niendo KC] 0,1 M, obteniéndose unünico pico a 280.000 (Elgdngwg).

Le iBon’a de le fi.‘lfracl'ok [por geles mues‘h'a goedpardmcfro gue,

Ío‘olevha el volumw de, dudo/fl no es el ¡5690 moÍGCu/ar’ de, la Proi’eCna
Si‘okec.Sino So radio de
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PM x 103

FIGURA3: Curva)de calibración para Sepharosa 4 B (2,4 x4 cm .
Testigos: 1: citocromo; 2: ovoaibümina (monómero);
3: Seroaïbümina bovina (monómero); 4: ovoaïbümina
(dimero); 5: seroaïbümina (dímero); 6: catalasa;
7: fibrinógeno.

1.3. PROPIEDADES

1.3.1. Efecto de 1a atmósfera y protectores de grupos sulfhidri—
Ïos

Comosesabe, e] ALA-Des una enzima suïfhidriïica, que
necesita reactivos protectores de grupos suifihidrilo para exhi­
bir su máxima actividad. Disponiendo ent0nces de una prepara­
ción de ALA-Dde eritrocitos humanos aïtamente purificada por es
te nuevo método, se estudió una vez más su comportamiento en
presencia y ausencia de CiSH, con y sin una preincubación de
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15 minutos, y además, en aerobiosis y anaerobiosis.

En 1a Tabia II se muestran ios resuitados obtenidos.

TABLAII: Estudio de ias condiciones óptimas de incg
bación de] ALA-Dde eritrocitos humanos

Aerob osis Anaercbiosis
Can “su Sin 'iSH Con CiSH sin CiSIi

Preinc. S/preinc. Preinc. S/preinc. Preinc. S/preinc. rn .nc. S/preinc.

Actividad especifica l
(nnoles PSG/Ig Prat) 89.4 38,0 2.1 ¡.8 83.1 63.9 3 9 6.7

Actividad (1) ¡00.0 98.5 2.4 2.! 92.9 7).5 4.1 7.5
' ._n—.._..__.-__.—.

Los detalles experimentaies se describen en ei texto.
E1 resto de las condiciones de incubación fueron ias
standard.

Esinteresanteobservar que 1a enzima exhibe ia mismaactl
vidad en anaerobiosis y en aerobiosis, aunque tiene mayor activi
dad sin CiSHen anaerobiosis que en aerobiosis; posiblemente en
estas condiciones, los grupos -SH están mejor protegidos.

Empieandoeritrocitos de ave (Batiie, 1968) se habian en
contrado resuïtados simiiares.

Para ampiiar e] cuadro de posibies activadores, se ensaya
ron otros reductores de grupos -SH, a concentraciones variabies.

se observa que tanto cisteina comoglutg
De ios tres, ei

En 1a Figura 4
tión y B-mercaptoetan01 son buenos activadores.
glutatión es e] que produce máximaactivación. E1 tiogiicoiato
de Na, a iguaies concentraciones, no tiene efecto.

De acuerdo con estos datos, se decidió incubar en aero­
biosis, con CiSHy sin preincubación.
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FIGURA4: Efecto de aïounos tioles
sobre 1a actividad de]
ALA-Dde eritrocitos hu­
manos.
CiSH (O); B-mercaptoeta
no] (O); giutatión (A7
y tiogiicoiato de Na (A)

1.3.2. Efecto de inhibidores de grypos suifhidriïos y su rever­
sión por cisteïna

Se estudió ei efecto de distintos inhibidores de grupos
suifhidrilos, tales comop-cioromercuribenzoato, iodobenzoato,
N-etiimaieimida y iodoacetamida, en concentración 1 mMfinai, y
1a reversión de su efecto por cisteina, en 1a misma concentra­
ción.
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Comopuede verse en la Tabli III, la actividad enzimáti
ca en presencia de cualquiera de los inhibidores usados está en
el orden del 20-30%, siendo revertida por CiSH hasta un 90%.

TABLAIII: Efecto de inhibidores de

grupos sulfhidrilos y rg
versión por CiSH

Sistema Actividad (%)

Control l00
+ 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 la CiSHse utiliza
ron en concentración l mMfinal. Se
usó la fracción 30-55% como fuente
enzimática. El resto de las condicig
nes fueron las standard descriptas en
Materiales y Métodos.

1.3.3. Curva de saturación por sustrato - Km

Se procedió a determinar la curva de saturación por sus­
trato, utilizando cantidades variables de ALA.

En la Figura 5 se ilustra la gráfica de las directas y la
de las dobles recíprocas. Comopuede verificarse, se ha trabaja­
do siempre a saturación, ya que la concentración final de ALAha
sido de 2,5 mMy se puede calcular un Kmde 7 x lO‘“, que es del
orden del determinado por otros autores (Anderson y Desnick, 1979).
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FIGURA5: Curva de saturación por sustrato de] ALA-Dde
eritrocitos humanosy de Lineweaver-Burk.
La actividad especifica de 1a enzima fue de
106,3 nmoïes PBG/mgproteína.

1.3.4. EH óptimo

Para reaïizar 1a curva de pHse utiiizaron buffers fosfa
to de sodio y TRIS-HC1 0,05 M. E1 pH ótimo se encuentra entre
6,8 y 7,0 para ambos buffers, como puede verse en 1a Figura 6.
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FIGURA6: Curva de pH de] ALA-D de eritrocitos
humanos para buffer fosfato de Na
0,05 M (O) y TRIS-HC10,05 M (Q)

1.3.5. Acción de cationes monovaïentes

Se sabe que 1os cationes monovaientes actúan de formas
diferentes, dependiendo de] tejido en estudio. E1 K, Li, Na, Rb
y NH“activan e] ALA-Dde algunas bacterias, mientras que e] Na
y e] NH“tienen poca infïuencia sobre 1a actividad de esta enzl
ma en vegetaies (Steïia, 1977).
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El Na y el K estimulan ligeramente la actividad de la en
zima proveniente de E. gnac¿i¿¿, siendo en cambio más notable
el efecto del NH“(Stella, 1977). El Li la inactiva levemente.

En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos tra
bajando con ALA-Dde eritrocitos humanos. A diferencia de la en
zima de E. gnaciitó, ésta no se ve afectada por Na, Li y K, pe­
ro el ión NH“la activa significativamente, llegando a un l75%
para una concentración de 0,6 mM.

Actividad(°/o)

8

.3 C) o

50+

_0 L . 4. . l 1 . 4

o 0.1 0.5 10 Me‘ (m M)

FIGURA7: Efecto de diferentes cationes monovalen
tes sobre la actividad del ALA-Dde erÏ
trocitos humanos.
Na (O); K (O); Li (A) y NHL.(A).



1.3.6. Acción dei Pb y ios cationes divaientes Zn, Fe

1.3.6.]. Curva de saturación pOr Pb

En 1a Figura 8 se iïustran los resuitados obtenidos inc!
bando una preparación de ALA-Dde eritrocitos humanos en presen
cia de concentraciones crecientes de acetato de Pb.

En todos los casos, ios porcentajes de actividad con agrg
de metaïes se expresarán considerando 1a de] correspondien

te control, sin agregados, como 100%.
gado

—o0°’ MW“

lnhíblclón(96)

50r­

D k ' l JL n l II ' l I II/ II
m 1 s 10 30 so

Pb‘ZOJM)

FIGURA8: Efecto de] Pb sobre 1a actividad de] ALA-Dde
eritrocitos humanos.
La actividad especifica de] contro] fue de
61,3 nmoies PBG/mgprot.



La curva resultante muestra en forma clara que la enzima
se inhibe rápidamente, aún a bajas concentraciones de Pb, alcan
zando el 40% a 10”“ mH y el 90% a 5 x lO“3 mM de Pb. Comparando

su comportamiento con el de la enzima de E. gnac¿1¿4 (Stella,
l977), la cual presenta un 40%de inhibición a una concentración
final de 10'3 mM, vemos que la enzima de GR humanos es más sen
sible a la inhibición por este metal.

Se efectuó una experiencia similar sin agregado de CiSH,
observándose valores de actividad del orden del blanco sin sus
trato.

1.3.6.2. Cinética de la inhibición por Pb

Para estudiar el tipo de inhibición que ejerce el Pb, se
utilizaron 3 concentraciones del metal: 0,l; l y l0 mM,aunque
a esta última la enzima se encuentra totalmente inactiva.

Las velocidades iniciales se obtuvieron utilizando con­
centraciones de ALAque variaron entre 0,3l y 2,5 mMfinal, a
los tiempos 5, lO, l5, 30 y 60 minutos.

En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos grafi
cando las inversas de la velocidad inicial en función de las in
versas de la concentración de sustrato. Puede verse que la inhi
bición por Pb es no competitiva, ya que afecta la pendiente y
la ordenada al origen.

El Kmobtenido del gráfico es de 7 x 10'“ M.

. Las constantes de inhibición (Ki) se encuentran entre
lO'6 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 inhibición por Pb

Con el objeto de determinar si el plasma tiene algün e­
fecto protector frente a la inhibición por Pb, se estudió la ac
ción de este metal sobre la enzima purificada y la enzima cruda.

Se investigó además el efecto del plasma y del plasma des
proteinizado sobre la actividad de la enzima purificada y el HC3,
inactivados por Pb.
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FIGURA9: Tipo de inhibición por Pb de] ALA-D de
eritrocitos humano
Control (CD); Pb 0
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s
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Comopuede verse en 1a Figura 10. e] plasma aparentemen­
te'protege en forma directa a la enzima purificada de 1a inacti
vación por Pb, pues para e] caso de] Pb 10'2 mM, disminuye su g



fecto de] 66% a1 13%.
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FIGURA10: Efecto de] plasma sobre 1a inhi
bición por Pb, emp1eándose como
fuente de enzima ALA-Dpurificg
da 1.600 veces, segün se descri
be en Materiaïes y Métodos.
Control (sin agregados) (C));
en presencia de pïasma (¿5);
en presencia de p1asma despro­
teinizado (El).

En 1a Figura 11 podemos ver que para 1a misma concentra­

ción de Pb, pero empïeando un sistema crudo, HC3, e] p1asma tam
bién revierte e] efecto inhibitorio dei meta] de] 80%a1 55%.

Surge asimismo de estas experiencias que en e] p1asma se
encontraría un factor protector que seria de naturaleza protei­
ca, ya que trabajando con p1asma desproteinizado no hay rever­



sión de la acción inhibitoria del plomo, por cuanto, dentro del
error experimental, los resultados son iguales a los obtenidos
en ausencia de plasma.
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FIGURAll: Efecto del plasma sobre la in
hibición por Pb empleando como
fuente de ALA-Del hemolizado
HC3, obtenido según se de5cri­be en Materiales y Métodos.
Control (sin agregados) (o
en presencia de plasma (A)
en presencia de plasma deSp

);

F­teinizado (I).



1.3.6.4. Curva de saturación por Zn

En 1a Figura 12 se i1ustran los resuitados obtenidos in
cubando una preparación de ALA-Dde eritrocitos humanos con con
centraciones de suifato de zinc que varian entre 10'3 y 1 mM.

N o O

o__._—4>--—-//——--0‘—/H/ /
Aciividad(%)

_. Oo

IlII
0001 nos m fi' " 1

Z n‘2(m M)

FIGURA12: Efectodaï Zn sobre 1a actividad de1 ALA-Dde
eritrocitos humanos.
La actividad especifica dei contro] fue de
46,6 hmoies PBG/mgprot.

E1 Zn produce su efecto máximo cuando su concentración
fina] es de 10'1 mM.

A diferencia del Pb, ei efecto de] Zn sobre 1a enzima
de eritrocitos humanos no es simiiar a1 de 1a enzima de E. gnacé
¿{4, ya que en este rango de concentraciones e] Zn no modifica­
ba 1a actividad ¿n uitno (Steiia, 1977).

Recordemos sin embargo que e] ALA-Des una metaloenzima

191
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en 1a cua] ei Zn posiblemente juegue un roi muy important! en
1a reiación estructura cuaternaria-actividad ¿n v¿uo.

1.3.6.5. Efecto cq__jnado Pb-Zn

Con e] objeto de investigar 1a propiedad de] Zn de esti
muiar 1a actividad de} ALA-Den relación con su poder para re­
vertir 1a acción inhibitoria de] Pb ¿n v¿tno, se ensayó e! efeg
to de concentraciones variabies de Zn a tres concentraciones
distintas de Pb (Figura 13).

N O D
I \\Cl

:3 //' l ';//e. K
ia 'Á »/
É //.,
<I

100

l . 4 J L . l ó; J

(1001 0.01 0.1 x:n’3 (rnM)

FIGURA 13: Efecto combinado de Pb y Zn
sobre 1a actividad de] ALA-D
de eritrocitos humanos.
Se utilizaron ias siguientes
concentraciones de Pb: contro]
(sin Pb) (O);0,1uM(O);
1 un (¿5) y 10 uM(AJ.
La actividad especifica de]
contro] fue de 31,5 nmoies PBG/
mg prot.
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Se puede apreciar que el efecto activador del Zn es nota
ble, ya que aün a concentraciones de 'IO'2 mMrevierte totalmente
la inhibición producida por una concentración de Pb de 10'2 mM,
y la enzima tratada con una concentración de Pb de lü'“ mHlle­
ga a activarse hasta un 170%.

Cuando el Zn Se encuentra presente en una concentración
de lO"1 mM. produce un incremento de la actividad de un 160-3ÚO%,
sobre cualquiera de los sistemas enzimáticos.

1.3.6.6. Curva de saturación por Fe

Teniendo en cuenta los datos obtenidos por otros autores
(Anderson y Desnick, 1979) se estudio el efecto del Fe sobre el
ALA-Dpurificada de eritrocitós humanos. Los resultados de esta
experiencia (Figura l4) estuvieron de acuerdo con valores ante­
riores, observándose que el Fe inhibe la enzima un 20% a ¡0'1 mM.

Se realizó 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-Üde
eritrocitos humanoses levemente inhibitorio, se sabe que puede
revertir la inhibición producida por el Pb.

Comopuede verse en la Figura l5. en presencia de una
concentración de Pb 10-3 mM,que produce una inhibición del 40m,
el agregado de Fe l mMrevierte parcialmente esa inhibición, re
cuperándose hasta un 85%de la actividad control.

En el caso de tratarse una concentración de Pb de 10-2 mM,
frente a la cual la actividad remanente es de sólo un 10%, el ae
gregado de una concentración igual de Fe produce una recupera­
ción de la actividad de hasta un 55%.
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FIGURA14: Efecto dei Fe sobre 1a aCLÍVÍdad de]
ALA-D de eritrocitos humanos.
La actividad especifica de] controi
fue de 46,6 nmoies PBG/mgprot.

1.4; CONCLUSIONES

Se ha desarroiiadoun nuevo método para 1a purificación
de] ALA-D, usando una mezcla de n-butano] y cloroformo, que de;
naturaliza 1a hemoglobina,seguido de fraccionamiento por suifato
de amonio y afinidad cromatográfica.

En sóio tres etapas se obtiene una enzima purificada
1.600 veces.

E1 peso molecuiar deia enzima purificada fue de 280.000,
coincidiendo con e] determinado en otras fuentes.

Se comporta comouna tipica enzima suifhidriiica, activan
dose en presencia de protectores de grupos suifhidriio e inhi­



biéndose frente a compuestos taïes como PCMB, IB. NEMIy IA.
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FIGURA15: Efecto combinado de Pb y Fe so­
bre 1a actividad de] ALA-Dde gritrocitos humanos.Se utiïiza­
ron 1as siguientes concentracig
nes de Pb: Contro] (sin Pb) (CD)0.1uM(.);1uM(A)y10 uM
(A). La actividad especifÍCa
de] contro] fue de 31,5 nmoïes
PBG/mg.Prot.

El pH óptimo se encuentra entre 6,8 y 7,0, y e] Kmes de
7 x 10'“ M.

Los cationes monovalentes Na, Li y K no afectan 1a activi
dad de] ALA-Dde eritrocitos humanos, que en cambio se estimula
significativamente por NH".
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Comoera de esperar, e] Pb, a concentraciones de 10'2 mM
1a inactiva prácticamente en forma tota], respondiendo a una in
hibición de tipo no competitiVo.

E1 pïasma protege en forma directa de 1a inactivación
por Pb cuando se trabaja con enzima purificada o aün empieando
un sistema crudo. Ei factor protector debe ser de naturaieza pro
teica ya que e] p1asmadesproteinizado carece de efecto reacti­
vante.

La acción inhibitoria de] Pb se revierte totaïmente en
preSencia de Zn; ¿n vitae este meta] estimuïa significativamen
te 1a actividad de] ALA-Dde eritrocitos humanos.

E1 Fe, que sóio inhibe un 20% 1a actividad de la enzima
a una concentración 1 mM, posee sin embargo 1a capacidad de con
trarrestar e] efecto de] Pb en grado significativo.
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II. A. DESARROLLO DEL TRANSPORTADOR

II.A.l. DERIVADOS OXIDADOS DE SEPHADEX

II.A.l.l. Obtención de diferentes derivados

En base al hecho de que los liposomas pueden transportar
enzimas hasta los lisosomas de las células del higado y bazo,
se ha propuesto que podrian emplearse comocarriers en el trata
miento de ciertas deficiencias enzimáticas. Tambiénse han rea­
lizado estudios relacionados Conla posible aplicación terapéuti
ca de las enzimas inmovilizadas. Teniendo en cuenta el sitio en
el cual debe actuar el ALA-Dy la larga experiencia de nuestro
grupo en el empleo de enzimas y ligandosinmovilizados para dis­
tintos fines. se decidió preparar un complejo enzima-soporte que
fuera capaz de sufrir, bajo ciertas condiciones, una lenta solu­
bilización, liberando asi a la enzima activa unida a fragmentos
del soporte.

Se sabe que la oxidación con periodato de polisacáridos
como el Sephadex, produce polialdehidos con nümero variable de
grupos aldehido. Estos derivados pueden solubilizarse lentamente
en solución acuosa (Ham, 1967).

En consecuencia, por oxidación periódica de Sephadex, se
preparó un soporte con una determinada velocidad de solubiliza­
ción. que contenía además 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 oxidación
del Sephadex 6-25, usando distintas concentraciones de NaIOt e
intervalos variables de tiempo. Los resultados obtenidos se mues
tran en la Figura 16. Se seleccionó entonces una concentración
de NaIOu 50 mMy l hora como las condiciones standard de oxida­
ción.

II.A.l.2. Ensayos de solubilización

Se realizaron varias experiencias de solubilización del
Sephadex oxidado en distintas condiciones y tiempos de solubili



zación, de acuerdo a lo detallado El Materiales y Métodos.
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FIGURA16: Efecto de la concentración de Naïoh y
el tiempo de la reacción sobre la 0x1
dación del Sephadex 6-25.
Las condiciones experimentales se dos
criben en Materiales y Métodos. Se u­
tilizaron las siguientes concentracig
nes de Naloq: 20 mM(O), 50 mM(Q)
y l00 mM(¿3).

Los resultados obtenidos cuando la solubilización se rea
lizó en tubos de ensayo se muestran en la Figura l7.

Si bien la diferencia de peso no fue significativa, anali
zando la absorbancia a 240 nm se observa que la solubilización
es ligeramente superior a pH 7,4 que a pH 8,0, y además, entre
2 y 3 veces mayor cuando se oxidó con IOH' 0,2 M en relación
a 104- 0,] H.

La solubilización alcanza un máximo del 6-7% en 48 horas,



10 cua] no satisface nuestros requtrimientos.
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Squbilización de] Sephadex-Poliaidehido en tubosFIGURA 17:
de ensayo, determinada en base a 1a concentración
de grupos carbonilo (A 80) en función de] tiempo
de soïubiïización, a pH8,0 (o) y 7,4 (g), 0x1­
dando con NaIOu 0.1 M (m—_.) y 0 )

Cuando 1a soiubiïización se reaïizó en erïenmeyers, se
obtuvieron ios resultados que se ilustran en 1a Figura 18.

E1

anterior, pero de todas formas,
en este caso 1a solubiiización fue 2 y 3 veces mayor cuando 1a

Iou' 0,2 M que con Iou' 0,1 M.

porcentaje de soiubilización es mayor que en e] caso
aün no es suficiente. También

oxidación se realizó con

Se ensayó además 1a oxidación de Sepharosa 4B con IOu'
0,2 My su soiubiïización a pH 7,4 en er1enmeyers, obteniéndose
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los mismos resultados que para e] Sephadex G-25.
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FIGURA18: Solubilización del Sephadex-Poïialdehído en erïeg
meyers.
Porcentaje de soïubiïizacíón en base a] peso ([3)
y en base a 1a concentración de grupos carbonilo
(A240) en función de] tiempo de soïubiïización,

a pH 7,4, oxidando con NaIOq 0,1 M (C)) y 0,2 M4.).

II.A.1.3. Inmoviïización de] ALA-D

II.A.1.3.1. Sobre Sephadex oxidado

Debemos recordar aquí que e] grupo e-amino de un residuo
lisina, ubicado en e] sitio activo de] ALA-D,formauna base de
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Schiff con el grupo carbonilo de su sustrato, el ALA. Sabiamos
que en la unión 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 lo menos el
50% de los grupos e-amino esenciales del ALA-Dbovina parece­
rian encontrarse bastante protegidos cuando se preparaba el com
plejo Sepharosa-enzima. Si bien la naturaleza de los restos in­
volucrados en esta reacción de acople no era exactamente la mis­
ma, se procedió de todas maneras a determinar las condiciones
óptimas de acoplamiento.

Usando una cantidad fija de proteinas y diferentes tiem­
pos o cantidades variables de enzima a un tiempo constante, a
2 temperaturas, se encontró que. en todos los casos, el ALA-D
inmovilizada resultante era inactiva. En consecuencia, se inten
tó proteger los grupos e-amino del sitio activo tratando la en­
zima con ALA, antes o durante la inmovilización. Tampoco en es­
tas condiciones se logró el objetivo, ya que la enzima inmovili
zada fue siempre totalmente inactiva.

En conclusión, es altamente probable que en esta reacción
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 aldehido del carrier,
produciendo asi una enzima insolubilizada inactiva.

II.A.l.3.2. Sobre sephadex—etilendiamina

Al Sephadex-etilendiamina se le acopló la enzima median
te el agregado de carbodiimida soluble, según 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. Comose puede apreciar de los resultados ob­
tenidos (Tabla IV), el l5% de las proteinas agregadas se unió a
la matriz, resultando un complejo gel-enzima con sólo un 20% de
actividad con respecto al valor de partida, de manera que el prg
ducto logrado aún no satisfacia nuestros requerimientos.
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TABLAIV: Inmoviïización de? ALA-Dsobre Sepha­
dex-etiiendiamina

Proteina Unidades enzimáticas Activ dad especifica
Sembradas Recuperados Z Sembradas Recuperados S Sembradas Recuperados x

80.95 11.94 14.8 6.163 336.6 5.5 300 50 20

La metodologia empïeada se describe en Materiaï
y Métodos.

II.A.1.3.3. Soïubiïización de] ALA-Dunido a] Sephadex oxidado

Aunque ei ALA-Dacoplada directamente a1 Sephadex oxida­
do era inactiva, se 11evaron a cabo una serie de exper encias
con ei objeto de determinar si tenia lugar alguna liberación de
1a enzima unida a fragmentos de] soporte. a partir de] complejo
Sephadex-ALA-D, suspendiendo e] gei-enzima en un volumen igua]
de buffer fosfato 0,05 H pH 6,8. La mezcia se agitó muy suavemeg
te a 2 temperaturas diferentes: 4 °C y 37 °C. Se tomaron mues­
tras de I m1a distintos intervalos, se centrifugaron y se ensa­
yó 1a actividad enzimática en el sobrenadante y en e] gel resus
pendido en un volumen igual a] origina] con buffer; además, se
midieron proteinas en e] sobrenadante.

La Figura 19 muestra sóio 1os datos de proteinas en e]
sobrenadante ya que, como se esperaba, 1a actividad fue nula tag
to en e] ge] como en e] sobrenadante, en todos 105 casos.

Estos resultados están indicando que de 1a enzima ¡nsoiubiïi
zada se libera proteina, aunque inactiva, y que su soiubiliza­
ción depende de 1a temperatura y de] tiempo. También fue eviden
te que un aumento en e] pH y 1a fuerza iónica aceïeran 1a veloci
dad de solubiiización.
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FIGURA19: Velocidad de liberación de la proteina enzi
mática a partir de] ALA-Dinmovilizada sus­
pendida en buffer fosfato de Na 0,05 M pH6,8
Las condiciones experimentaïes se describen
en e1 texto. Contenido de proteinas en e]
sobrenadante a diferentes intervaios, a
4 °C (O) y a 37 °C (0).

II.A.1.4. Inmoviiización de Rodenasa

Para determinar si e] procedimiento de inmovilización sg
bre Sephadex-oxidado podria de todas maneras ser üti] para los
fines propuestos, se decidió estudiar comparativamente e] compog
tamiento de] ALA-Dcon e] de otra enzima que poseyera, en prin­
cipio, grupos e-amino no esenciaïes. como por ejempio 1a Rodeng
sa. Se inmovilizaron paraleiamente ambas enzimas: ALA-Dy Rode­
nasa, y ios resultados obtenidos se muestran en 1a Tab1a V.
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TABLAV: Acoplamiento de 1a Rodenasa y ALA-D a1 derivado
p01ia1dehidico de Sephadex G-25

Rodenasa ALA-D
Fracción . Proteina . Proteina

Unidades tota] Unidades tota]
(m9) (m9)

Enzima so1g
b1e 36,7 17,0 18,83 58,8
Ge1-enzima 1,8 , 0,00 4,5
Sobrenadante 19,0 12,5 1,17 47.4
Lavados 0,6 1,4 0,23 5,8

Ladmetodologia empleada se describe en Materia1es y Mé­to os

Podemos observar que para ambas enzimas e1 rendimiento
de acop1e fue bajo, recuperándose 1a mayor parte de 1a proteina
en e] sobrenadante (75-80%); só1o e1 25% de 1a Rodenasa y e1 7%
de1 ALA-Dse unió a1 carrier. Esto está indicando que tanto 1as
condiciones de oxidación de] soporte, como 1as de acop1amiento
enzima-soporte, no fueron 1as óptimas y por 1o tanto debe re-exa
minarse e1 efecto de 1as distintas variab1es invo1ucradas en am­
bos procesos. Es probab1e que aumentando e1 grado de oxidación
del soporte, se incremente 1a cantidad de proteina acop1ada. De
todas maneras,es interesante observar que 1a preparación de Ro­
denasa insolubi1izada, resu1t6 cata1iticamente activa.

II.A.1.5. Inmovi1ización de Deaminasa

II.A.1.5.1. Sobre Sephadex oxidado

La inmovi1ización de una preparación de Deaminasa sobre
Sephadex oxidado resu1tó infructuosa ya que, como podemos obseg
var en 1a Tab1a VI, 1a enzima no se unió a1 soporte, recuperando
se prácticamente e1 100%de 1a proteina agregada en e1 sobrena­
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dante. En consecuencia, es lógico :ue el gel no tuviera «:tivi
dad enzimática.

TABLAVI: Inmovilización de la Deamínasa
sobre Sephadex-polialdehído

Unidades enzimáticas ï

Sembradas 20.43 100

Recuperadas ll.l7 54.7

La metodologia empleada se describe en
Materiales y Métodos

Se aprecia además que el tratamiento inactivó la enzima,
dado que en el sobrenadante sólo se recuperó el SS! de las uni­
dades iniciales.

Los resultados son en cierto nodo sinilares a los obteni
dos con ALA-D.lo cual era de esperar si recordamos que en la
Deaminasa también hay grupos anino involucrados en el sitio ac­
tivo.

II.A.l.5.2. Sobre Sephadex-Etilendianina

Los resultados obtenidos cuando se intentó acoplar la
Deaminasaa Sephadex-etilendianina se nuestran en la ïabla VII .

Se observa que. a pesar de que el gel no tuvo actividad
enzimática. el 40%de la proteina agregada se unió al gel.

Suponiendo que la inactivación podia deberse al pHy al
prolongado tiempo de acople. y teniendo en cuenta que la reac­
ción de unión gel-enzima tanbien puede ocurrir a pH 6 (Affinity
Chronatography. l979) se decidió repetir la experiencia a este
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üïtimo pH, durante un tiempo Menor, de 3 horas.

TABLAVII: Inmoviïización de 1a Deaminasa sobre
Sephadex-etiiendiamina

Proteina ' Unida es enzlmlucas Activ dad específica
Senbrada Recuperado t Senbndu Recupera“; i Se-bnda Recupera“ l

a 20.60 ¡2.29 00.3 23.495 0.0605 0.17 4.563 0.0144 0.3|

h 19.02. IJ.|3 Jl.n 8.194 0.5%0 6.69 2.081 0.4540 21.80

a: Experiencia rea1izada a pH 5, permitiendo un con­
tacto de 5 horas.

b: Experiencia reaïizada a pH 6, permitiendo un con­
tacto de 3 horas.

Puede observarse que tampoco en este caso e] ge] presen
tó actividad enzimática, a pesar de que se unió e] 31%de la
proteina, mientras que en e] sobrenadante se recuperó e] 20%de
1a actividad.

Teniendo en cuenta Ios resuitados anteriores se reaiizó
una experiencia con e] objeto de determinar si 1a carbodiimida,
o 1a combinación de carbodiimida y pH bajo, inhibian a 1a Deami
nasa.

En 1a Tabia VIII se muestran ios resuïtados obtenidos.
Puede observarse que 1a carbodiimida por si sola a pH 7 inhibe
a 1a enzima un 50%, mientras que a pH 4,7 1a inhibición e: to­
ta].



TABLAVIII: Efectos de la carbodiiiida y el pHsobre la Deamina
sa

Unidades - ­

enzimáticas Proteinas 2:;;:}g?ga %(nmporf/ml enz)

Control l0,6l 3,36 3,156 100,00

Enzima +
Carbodiimida

pH 7 1,01 0,69 l,453 46,00

pH 4,7 0,01 0,37 0,015 0,50.
pH 5 0,97 3,72 0,263 8,33

Se agregó carbodiimida (100 mg) a 2 ml de enzima. Se ajustaron
los pHdelas 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 medician
de su actividad. El resto de las condiciones experimentales fug
ron las descriptas en Materiales y Métodos.

II.A.l.6. Conclusiones

Del resultado de esta serie de experiencias se ha obser­
vado, por una parte, que el grado de solubilización de los dis­
tintos derivados de Sephadex oxidado es bajo; además, que el
rendimiento de acople de cualquiera de las enzimas ensayadas deg
de el punto de vista de la proteina unida también ha sido pobre,
y sólo en el caso de Rodenasa, el gel-enzima producido tiene
cierta pero insuficiente actividad, mientras que las preparacig
nes paralelas de ALA-Do Deaminasa resultaron completamente inag
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 búsqueda de otro
carrier.
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II.A.2. FANTASMASDE ÉRITROCITÓS

Señalamosya, que entre los posibles sistemas transporta
dores de enzimas, eventualmente útiles para su aplicación en la
terapia enzimática, sé encontrában ciertos derivados de enzimas
insolubilizadas y otros constituidos por células artificiales
o naturales. En la segunda categoria de este último grupo se ubi
can células verdaderas, comoson los eritrocitos y recientemen­
te se ha propuesto precisamente el uso de enzimas atrapadas en
eritrocitos, comouna forma eficaz de introducir enzimas exóge­
nas total y funcionalmente activas, en tejidos y órganos vita­
les, como medio para compensar o subsanar una deficiencia congg
nita o adquirida.

Se investigó entonces la posibilidad de usar los fantas­
mas de eritrocitos como transportadores del ALA-D.

II.A.2.]. Incorporación del ALA-Den los eritrocitos. Cinética
del proceso

Se estudiaron las condiciones óptimas de encapsulamiento
del ALA-Den los eritrocitos. Está demostrado que compuestos de
alto peso molecular pueden entrar en los eritrocitos durante la
hemólisis (Ihler y col, 1973). Bajo estas condiciones hipotóni­
cas, la célula se hincha y se forman agujeros en la membrana,per
mitiendo el equilibrio entre las soluciones intra y extracelular.
Luego de la hemólisis losporos se cierran y la membrana nuevamen
te es competente para excluir las macromoléculas.

La incorporación de ALA-Dpor los eritrocitos en función
del tiempo (Figura 20) muestra que la entrada de enzima extrace­
lular y la salida de Hb proceden paralelamente. El máximode in­
corporación de ALA-Docurre dentro de los primeros Sminutos de
la dilución, luego la cantidad de enzima que puede incorporarse
disminuye; en forma paralela se libera el 60-70% de la Hb intra­
celular dentro del mismo periodo de 5 minutos.

Se ha encontrado que el rendimiento de incorporación de
ALA-Dno varia significativamente cuando la temperatura de hemg
lisis es 0, 4 y 20 °C, aunque es cerca de un l5% mayor a bajas
temperaturas que a 20 °C. En un rango de pH de 6,8 a 7,4 la can­
tidad de enzima incorporada es similar.
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FIGURA20: Cinética de] proceso de incorporación de]
ALA-Den ios eritrocitos.
Los fantasmas de GR humanos se prepara­
ron como se describe en Materiaies y Métg
dos. Se tomaron alicuotas a ios tiempos
indicados durante ia iisis y 1uego se rg
seiiaron las céiuias. Se determinó 1a iibg
ración de Hb ( C) ) y la entrada de ALA-D
( O ) luego de] lavado de los eritrocitosresellados.

II.A.2.2. Encapsuiamiento de] ALA-Den los fantasmas

Varias experiencias control, han indicado que 1a enzima
se incorpora dentro de] eritrocito y que no está adsorbida a
Ias membranas. Se sometió a ios eritrocitos de individuos norma
les e intoxicados con Pb a1 mismo tratamiento ya descripto para
1a preparación de fantasmas,excepto que se mantuvieron ias con
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diciones isotónicas durante tOdo el proceso. En estos ensayos,
los eritrocitos sujetos a este tratamiento en ausencia de enzi­
ma presentaban una actividad de ALA-Dde 497,0 U/ml y de 462,7 U/ml
luego de la exposición a la solución conteniendo ALA-D.Esto de­
muestra que la enzima no está adsorbida a las membranas. Ade­
más, el contenido de Hb en ambos tipos de células fue el mismo,
es decir no se observó liberación de Hb, indicando que el mani­
puleo de las células durante el procedimiento es muy Suave.

Además. por sucesivos lavados y centrifugaciones de los
eritrocitos cargados. no se detectó liberación de la enzima; a­
simismo la lisis de células cargadas, por sonicación (¡0 seg),
congelamiento y descongelamiento y/o tratamiento con Tritón, li­
beró el ALA-Den forma soluble. Por lo tanto, resulta muy impro­
bable que la proteina se encuentre adsorbida o asociada a la
membrana.

Para obtener una confirmación adicional, se lisaron fan­
tasmas cargados y vaciados por congelamiento y descongelamiento,
se centrifugaron y la fracción soluble secromatografió por Se­
pharosa 4B. Comocontrol, por la misma columna secorrió una
fracción de la enzima altamente purificada con la que se cargaron
los fantasmas. En la Figura 21 podemos ver que los picos de las
tres preparaciones coinciden, demostrando una vez más que la en­
zima se incorpora al eritrocito, no queda adsorbida a las mem­
branas, y que la enzima incorporada y la endógena se comportan
de igual forma.

II.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 tomó al tiempo indicado y se lavó con
buffer fosfato salino a 4 °C. Se encontró que después de 5 minu­
tos la incorporación es independiente del tiempo de resellado y
cabe señalar que un simple lavado con solución salina inmediata
mente después de la lisis da por resultado un resellado casi com
pleto de las células, ya que la incorporación del ALA-Des sólo
ligeramente menor a tiempo 0. .
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Cromatografía por Sepharosa 4B de 1a
fracción soluble de fantasmas carga­
dos y vaciados.
La coïumna de Sepharosa 4B (50 m1 de
voïumen) se eïuyó con buffer fosfato
0,05 M pH 6,8.
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E1 encapsuïamiento deïa enzima no se ve muy afectado
cuando 1a temperatura de rese11ado es de 4 ó 37 °C, aunque es
aïgo mayor a 37 °C que a bajas temperaturas, de todas maneras
por razones prácticas e] reseïïado se 11eva a cabo a 4 °C.

35mm d
IncorporacióndeALA-D(%)

l l l l /\ l
0 5 10 15 2 o ¿5

Tiempo (min)

FIGURA22: Tiempo y temperatura de reseïlado.
E1 ALA-Dse incorporó a 105 fantasmas
de GR humanos como se describe en Mate­
riales y Métodos. E1 reselïado se 11e­
v6 a cabo contra buffer fosfato salinoa37°C(O)y4°C(.).En1os
puntos indicados, las muestras se 1ava­
ron con buffer Tosfato saïino y se cen­
trifugaron.



II.A.2.4. Efecto de 1a concentración de enzima

Se encontró que 1a cantidad de enzima atrapada por ios
eritrocitos dependía de 1a concentración de enzima en 1a solu­
ción hipotónica de reiienado (Figura 23). De esta manera, 1a con
centración fina] de ALA-Den 1as céiuias puede hacerse bastante
alta ya que en e] momento de] re11enado las concentraciones in
tra y extraceiuiar deben encontrarse aproximadamenteequilibra­
das.
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FIGURA23: Veïocidad de incorporación de 1as pro­
teinas en 10s fantasmas de GR humanos.
Los GRfueron cargados con concentra­
ciones variabies de ALA-Dhumana purifi
cada,como se describe en Materiaies y
Métodos.

Una consideración impartante si se desea que 1a terapia
por reempiazo enzimático sea exitosa es 1a incorporación de Sufl
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ciente enzima activa dentro de los fantasmas. Comola cantidad
de proteina atrapada en los eritrocitos aumenta cuando aumenta
la concentración de proteina en el medio de hemólisis, para un
máximode efectividad debemos usar tanta proteina como sea posi
ble, además de una preparación de ALA-Ddel mayor grado de puri
ficación. Se obtuvo entonces un ALA-Dpurificada l;600-l.700 ve
ces, muyestable, a partir de sangre de diferentes fuentes. Se
observó que la actividad inicial del ALA-Dde sangre de rata e­
ra 4-5 veces menor que la de humanos. conejos y ratones, produ­
ciendo en consecuencia una fracción de ALA-Dpurificada, 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 última instancia nuestro objetivo es
aplicar la terapia por reemplazo enzimático en casos humanos, se
concluye que, pudiéndose obtener cantidades prácticamente ilimi­
tadas de ALA-Dmuy activa y estable de sangre humana, se ha se­
leccionado a ésta como fuente de ALA-Dexógena para las experien
cias de terapia enzimática.

II.A.2.5. Estabilidad del ALA-Dencapsulada en eritrocitos, ¿n
vitae

Se estudió la estabilidad de los fantasmas de eritrocitos
cargados con enzima bajo diferentes condiciones de estabiliza­
ción.

En una primera experiencia se trató de estabilizarlos in­
cubándolos, luego de resellados, durante 30 minutos a 37 9C, man
teniéndolos en igual volumen de buffer salino ¿buffer fosfato de
sodio pH 6,8 0,05 Men solución fisiológica), o en solución de
ACD, que es un conservador comün de GR, durante 24 horas a 4 °C.

También,para restituir posibles factores estabilizadores,
se utilizó comosolución hemolizante un dializado de eritrocitos
normales, denominada DENobtenida de la siguiente manera: los GR
se hemolizan por contacto con igual volumen de buffer fosfato de
sodio pH 7,4 l mMy posterior congelamiento y descongelamiento
3 veces. Se centrífuga lS minutos a 10.000 rpm y se descarta el
precipitado. El sobrenadante se lleva a 20 ml con el mismo buffer
y se dializa contra ese mismo buffer durante 18 horas. De esta



manera deberian conservarse los factores estabilizantes de al­
to PM.

Con esta solución hipotónica se prepararon los fantasmas
procediéndose luego de la manera habitual, estabilizándolos 30
minutos a 37 °C ó 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-Dluego de 24 horas.

TABLAIX: Estabilidad del ALA-Dencapsulada en eritrocitos, ¿n
uitno

" 22.23.12::
0 24 hs. (%)

FGRn 0,l887 0,0936 49,6
FGRnestabilizados 30' 0.3157 0,1536 48,6
FGRn DEN 0,2725 0,l033 37,9
FGRn DEN
estabilizado 30' 0,3604 0,l640 45,5
FGRnmantenidos en ACD 0,2056 0,0565 27,5
GRn 0,5424 0,4717 87,0

Se trató de estabilizar los fantasmas de eritrocitos normales
cargados con ALA-D(FGRn) utilizando diferentes métodos, como se
describe en el texto, determinándose la actividad inmediatamente
y luego de 24 horas. DEN:Dializado de eritrocitos normales,

En base a estos resultados, en lo sucesivo los fantasmas
se utilizaron dentro de las 2 horas de preparados.



II.A.2.6. Niveies de ALA-Dde erit ocitos sin tratar y_jg.;¿¿;
mas cargados con enzima

La Tab1a X muestra que e] ALA-Dpuede encapsu1arse en e­
ritrocitos humanos, de conejos, de ratas y de ratones normales
e intoxicados con Pb.

La actividad de los eritrocitos de un hombre normaï era
de 448,6 U/m] GR antes del re11enado. Cuando se lo somete a1 prg
ceso de hemóïisis en ausencia de enzima, parte de] cantenido in
tracelular'deenzima se pierde, asi comose pierde parte de 1a
Hb intraceïular, y es de esperar que 1as céiuias sean parcial­
mente deficientes en sus niveles de ALA-D.Asi, los liamados
fantasmas vaciados tienen una actividad de ALA-Ddisminuida en
un 25%. Cuando 1a solución hemolizante contenía ALA-Dde sangre
humana, e] eritrocito cargado tenia una actividad iigeramente
mayor que e] contro].

TABLAX: Actividad de ALA-Dde Ios eritrocitos sin tratar, car­
gados y vaciados.

Tipo de eritrocito Actividad de ALA1QW(UÜHLL_._“___
Humano Conejo Rata Ratón

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

,FGRi 245,0 218,1 44,2 46,1
FGRi(ALA-D) 567,0 685,1 60,4 71,8

Los fantasmas de gïóbuios rojos vaciados (FGR) o cargados con
ALA-Dhumana purificada (FGR(ALA-D))se prepararon a partir de
sangre de humanos y animales normaies (n) o intoxicados (i) co­
mo se describe en Materia1es y Métodos.
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Las células de un paciente intoxicado con Pb tenian redu
cido en un 50% la actividad de ALA-Dcomparada con los valores
normales. lo mismoque los correspondientes fantasmas vaciós,
pero cuando estos eritrocitos defectuosos en ALA-Dse cargaban
con enzima. la actividad de ALA-Dpodia alcanzar valores dentro
del rango fisiológico normal.

También se muestra en esta Tabla que se obtuvieron resul
tados muysimilares 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-Dpodia incorporarse en los eritrocitos de animales intoxica
dos, mientras los niveles delos correspondientes fantasmas vacios
estaban dentro del rango esperado, los de las células cargadas
no alcanzaban los valores control. De todas maneras, como la in
corporación de enzima por los glóbulos rojos ha demostrado ser
proporcional a su concentración externa, pueden usarse concen­
traciones de ALA-Dmayores 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-Den FGRi(ALA-D) dentro del rango normal.

II.A.2.7. Eficiencia de la incorporación. Partición 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 solución exteriors 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 electrónica se ha demostrado (Seeman,
1967) que se forman poros grandes (200-500 Á) en la membrana celu
lar durante el transcurso de la lisis hipotónica, los cuales per­
miten el equilibrio de las soluciones intra y extracelular. Ade­
más Rechsteiner (1978) ha propuesto que el rellenado con protei
nas neutras o acidicas de diámetro menor de 100 Á es un fenómeno
altamente probable. Otro factor limitante, en la obtención de fan
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tasmas cargados con enzimas activas es la estabilidad misma de
la enzima. En consecuencia. Considerando que el ALA-Des una
proteina ligeramente acidica. que podemosobtener con facilidad
una preparación muy estable de ALA-Daltamente purificada y que
el diámetro aproximado del ALA-Des de 35-90 ¡((wu y col,‘ 1974),
esperábamos obtener una buena incorporación del ALA-Den fan­
tasmas de eritrocitos bajo las condiciones experimentales des­
criptas.

TABLAXI: Concentración del ALA-Dintra y extracelular luego del
rellenado de los fantasmas de eritrocitos

Actividad de ALAïgng/ml)
Humano Conejo Rata Ratón

FGRi(ALA-D) 567,0 685,5 71,8 60.4
Sobrenadante 263.0 737.9 77.l 55,2
Equilibrio (Z) 2l5,0 93,0 93,0 109,0
Unidades recuperadas
(Z) l00 lOO 80 64

Los GRobtenidos de pacientes y animales de experimentación in­
toxicados con Pb se cargaron con ALA-Dpurificada de sangre hu
mana como se describe en Materiales y Métodos. El Z de recupera
ción se calculó sobre la base de las unidades de ALA-Dsoluble
agregadas y las recuperadas en los fantasmas cargados.

Se observó (Tabla XI) que trabajando con células de cong
Jos, ratas y ratones, se alcanza prácticamente el equilibrio,
con una concentración de ALA-Dcasi igual en los eritrocitos y
el,espacio extracelular, y una eficiencia de encapsulamiento su­
perior al 70% usando sangre de rata y ratón, y mayor al 100% u­
sando sangre humanay de conejo, encontrándose por ello, mayores
concentraciones de ALA-Den los eritrocitos humanos y de conejo
cargados que en las correspondientes soluciones hemolizantes.
Comose ha observado que el resellado ocurre casi instantáneamen
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te por un simple lavado con Solución salina luego de la hemóli­
sis, es probable que en estas experiencias en particular, la mem
brana se reselle expontáneamente durante la lisis hipotónica aün
antes del agregado de la solución de cloruro de sodio concentra­
do. También se ha indicado que ocurre un significativo aumento
del volumen del eritrocito durante la hemólisis, de manera que
la mayor concentración de ALA-Dcapturada dentro del eritrocito
en relación a la encontrada en el sobrenadante. puede explicar­
se al menos en parte, por ette aumento del volumen celular y cie
rre de los poros en la membranaantes de la restauración de la
isotonicidad. De todas maneras es probable que haya otras razo­
nes que expliquen este fenómeno.

II.A.2.7. Conclusiones

En conclusión se han determinado las condiciones óptimas
para la preparación 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-Den
eritrocitos provenientes de pacientes o animales intoxicados por
plomo, puede recuperar los niveles fisiológicos normales cuando
se los carga con enzima exógena.
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II.B. USO DE LOS FANTASMAS DE ERITROCITOS EN EL TRATAMIENTO DE

LA INTOXICACION POR PLOMO

II.B.l. ESTUDIOS IN VITRO

II.B.l.l. Corrección¿n vitno de eritrocitos deficientes en
ALA-Den la intoxicación por Pb

Hemosvisto que los eritrocitos deficientes en ALA-Dde
humanos y animales intoxicados por Pb pueden alcanzar los valo­
res fisiológicos normales cuando se los carga con ALA-Dde san­
gre humana exógena (Tabla X). Comoun estudio preliminar para
posibles intentos de reemplazo enzimático en animales y luego en
el hombre se diseñaron una serie de experimentos tendientes a
demostrar la capacidad de estas preparaciones de fantasmas carga
dos para corregir, ¿n vitno . la deficiencia de ALA-Den la in­
toxicación por Pb.

Se mezclaron GR de humanos y normales intoxicados por Pb
con eritrocitos cargados con ALA-Dde la misma fuente, a diferen
tes relaciones de volumen (Figuras 24 x 25).

En todos los casos se encontro que la adición de fantasmas
cargados a GRdefectuosos de humanos y conejos, en cualquier re­
lación, aumentaba significativamente la actividad de ALA-D.En
las relaciones 0,5:l y l:l (FGR(ALA-D):GR;vzv) los niveles al­
canzaban los valores normales y eran aún mayores cuando se usaba
la relación 0,25zl (Figura 24).

La Figura 25 muestra resultados similares obtenidos con
ratas y ratones cuando se agregan FGR(ALA-D)a células deficieg
tes. Cuando se mezclan eritrocitos normales con fantasmas carga­
dos provenientes de células normales o deficientes, se encontró
un comportamiento similar, excepto que los niveles de actividad
alcanzados eran menores que los obtenidos con eritrocitos de ani
males intoxicados por Pb.

En conclusión, estos estudios demuestranique pueden alcag
zarse valores fisiológicos de actividad incorporando ALA-Dalta­
mente purificada de sangre humanaen eritrocitos normales y defi
cientes, lo cual es un resultado muy importante en relación al
posible uso de la terapia por reemplazo enzimático ¿n vLuo.
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FIGURA24: Corrección ¿n vátno de la actividad de ALA-Dde eri­
trocitos humanos y de conejo.
Se cargaron fantasmas de eritrocitos de pacientes (A)
y conejos (B) normales e intoxicados con ALA-Daltamen
te purificada comose describe en Materiales y Méto­
dos. Se agregaron diferentes volúmenes de fantasmas
cargados FGR(ALA-D)a células defectivas (GRi) en las
relaciones 0,25zl; 0,5:l; lzl; 2:l y 4:1 (FGRi(ALA-D):
GRi; vzv) y se estudió la actividad de las mezclas rg
sultantes. ( C) ) mezcla de GRi con FGRn(ALA-D);

O ) mezcla de GRi con FGRi(ALA-D). Los niveles de
actividad de ALA-Dfueron: Humanos GRn= 856 U/ml;
GRi = 728,3 U/ml; conejos: GRn = 500,9 U/ml;
GRi = 200.0 U/ml.

Las experiencias ¿n vitae también indican que los eritro­
citos cargados con ALA-Dson funcionalmenteactivos cuando se si­

La actividad reducida del ALA-Dde
los GRde pacientes y animales intoxicados por Pb puede aumenta:
se, ya sea introduciendo directamente la enzima dentro de ellos

mulan condiciones ¿n v¿vo.

o mezclando las células defectivas con los eritrocitos cargados
con ALA-Den la relación óptima de 0,25 de fantasmas cargados
por unidad de volumen de eritrocitos deficientes. Los datos de
estas experiencias de corrección ¿n vitno fueron sumamentealen­
tadores, con respecto a la inmediata realización de los estudios
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¿n v¿vo, indicando entonces que el ALA-Dincorporada en los eri
trocitos puede superar el defecto enzimático asociado a la into
xicación por Pb, reafirmando su utilidad como potencial carrier
del ALA-D¿n vivo.
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FIGURA 25: Corrección ¿n vitno de la actividad de ALA-Dde eri­
trocitos de rata y de ratón.
Las condiciones experimentales son las mismas que las
descriptas en la leyenda de la Figura_gí, excepto que
se incluyen datos de la mezcla de GR normales coanGR
normales e intoxicados cargados con ALA-D.
( O ): GRi + FGRn(ALA-D); ( Q ) GRi + FGRi(ALA-D);
( A ) GRn + FGRn(ALA-D) y ( A ) GRn + FGRi(ALA-D-)«
Los niveles de actividad de ALA-Dfueron: (A) ratas;
GRn 143,6 U/ml; GRi = 69,0 U/ml; (B) ratones:
GRn 604,1 U/ml; GRi = 77,1 U/ml.



II.B.2. ESTUDIOS IN VIVO

II.B.2.l. Experiencias con el modelo animal

Recordemosque para poder aplicar con éxito la terapia
por reemplazo enzimático, se deben satisfacer varios criterios:
i) es necesario desarrollar un carrier que proteja tanto a la
enzima de su degradación e inactivación, como al huésped de los
conocidos e indeseados efectos inmunológicos y farmacológicos;
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 preparación de la enzima debe ser de la mayor pureza po­
sible y muyestable; iv) la enzima debe liberarse en el sitio
justo de acción; v) la enzima debe interaccionar con su sustrato
el tiempo suficiente comopara producir efectos clinicos satis­
factorios.

Hasta esta altura del trabajo se habian logrado resolver
los tres primeros aspectos por cuanto se desarrolló un método pa
ra la obtención de una preparación de ALA-Daltamente purificada,
y muy estable a partir de sangre humana, que se encapsuló con al
to rendimiento en fantasmas de eritrocitos isólogos o autólogos,
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 ¿n vitno la actividad reducida del ALA-D
eritrocitaria, proveniente de humanoso animales intoxicados por
plomo, mediante el agregado de los fantasmas de glóbulos rojos
conteniendo la enzima purificada.

Ahora bien, la simple administración de la enzima activa
no tendrá el efecto esperado si no puede alcanzar y actuar en el
lugar preciso. De acuerdo a nuestra hipótesis, el principal si­
tio de acción del ALA-Datrapada en fantasmas de eritrocitos, en
la intoxicación por plomo seria en sangre circulante; y además su
efecto tendria que ser suficientemente prolongado comopara red!
cir el nümero de transfusiones necesarias cuando se tratara de en
fermedades genéticas, lo cual también se cumpliría en el caso del
empleo de los fantasmas de eritrocitos, por cuanto se ha demostrg
do que éstos mantienen muchas de las propiedades de los glóbulos
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rojos intactos (Beutler y col, l977b,1980; Ihler, 1979). Según
el modode preparación, pueden mantenerse en circulación por lo
menos hasta 120 dias, que es la vida media del eritrocito huma­
no. Si además se considera que siempre tenemos una población de
glóbulos rojos de edad heterogénea, y que tanto los eritrocitos
más viejos, como los dañados se eliminan rápidamente de la circu
lación por el sistema reticulo endotelial, siendo secuestrados
principalmente por el higado y el bazo, serian posible entonces
controlar la velocidad de liberación y acción de la enzima encap
sulada en la circulación dentro de intervalos que podrian variar
desde minutos a semanas; como también su destino final, modifi­
cando en grado variable, la membranaeritrocitica (Rifkind, 1966).

Fue importante, en consecuencia, determinar si la adminig
tración de los fantasmas cargados con la enzima respondía a los
criterios restantes establecidos para su aplicación en la tera­
pia enzimática.

Estos aspectos fundamentales se estudiaron entonces em­
pleando elmodelo animal, comoetapa previa a su posible extensión
a casos humanos.

II.B.2.l.l. 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 administró el ALA-Dencapsulada en glóbulos rojos.
Tanto enesta seriecbensayos comoen los siguientes, se trabajó
siempre paralelamente con un lote de animales controles no in­
toxicados.

En la Figura 26 se ilustran los resultados de una experieg
cia, en la cual se emplearon ratones hembras, de un peso aproxi­
mado de 30 g, cepa CFl, que habian recibido una dosis única de
3 mg de acetato de plomo/kg de peso. 20 horas antes de iniciado
el tratamiento con la enzima, el cual consistió en la administra
ción de una sola dosis de 0,5 ml de fantasmas autólogos, conte­
niendo 773 unidades de ALA-D/ml, inyectados por la vena de la
cola. A los tiempos indicados se sacrificaron los animales, deter
minándose la actividad del ALA-Den eritrocitos, higado, bazo y
riñón. La actividad de los controles normales se tomó siempre co­
mo 100%.
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Con respecto al perfil del ALA-Deritrocitaria, se ob­
servó, en todos los casos, una rápida recuperación de la activi
dad a la hora, con un máximo 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 l2% del
control. A las 24 horas, nuevamente se produjo una elevación del
ALA-Dseguida 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 comenzóa sufrir un incremento casi constan
te hasta las tres semanas, con una tendencia a la estabilización
al cabo de un mes; este último aumento superó significativamente
los niveles delos controles.

En consecuencia, resultó evidente que la administración
del ALA-Dencapsulada a los animales intoxicados. produjo una
significativa recuperacion de la actividad del ALA-Deritrocita­
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
comopara retener su actividad y seguir actuando mientras que el
eritrocito permanece en circulación, y además que una buena pro­
porción de los fantasmas conservan las propiedades de los eritrg
citos intactos y no han sido dañados durante el proceso de lisis
y'resellado.

En todos los ensayos y con distintos lotes y tipos de ani
males, el comportamiento fue similar. sólo es interesante acotar
que la mayor o menor intensidad de la respuesta dependió, de la
dosis de enzima; asi , cuando la preparación de fantasmas carga­
dos fue más activa, las señales iniciales fueron más agudas.

Un análisis del comportamiento de la enzima de higado y ba
zo; nos muestra una reactivación casi inmediata, recuperando los
niveles normales en pocas horas y manteniéndose aün por encima de
ellos a partir del segundo dia hasta el mes. Estos datos están
indicando que una cierta proporción de los fantasmas estaban da­
ñados y fueron capturados rápidamente por los órganos encargados
de eliminarlos de la circulación; pero al mismo tiempo también
nos hablan de la estabilidad de la enzima atrapada en los fantag
mas capturados por las células fagociticas.

Finalmente,el riñón parece recobrar su actividad lentamen
te. Dado que se trata de un órgano con muy baja capacidad de cap
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tura (Ihler. 1982), con sólo estos datos no podemosatribuirlo
a un efecto de la enzima de fantasmas, sino más probablemente
a una recuperación natural.

II.B.2.l.2. Tratamiento de animales intoxicados por plomo con
ALA-Dlibre

A pesar de las conocidas complicaciones inmunológicas, la
administración de L-asparaginasa para el tratamiento de la leucg
mia constituye todavia hoy una de las aplicaciones más exitosas
de la terapia enzimática (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 ycol. 1974). Sin embargo no hace falta recordar los numg
rosos problemas prácticos asociados con la introducción de una
proteina extraña en el organismo.

De todas maneras, era importante establecer el comporta­
miento de nuestro modelo animal frente a la administración de
ALA-Dlibre.

Se emplearon ratones hembras cepa CFl, de 30 g, que reci­
bieron una dosis de 3 mg de acetato de plomo/kg, 20 horas antes
de administrarlesuna sola dosis de 0,l ml de ALA-Dpurificada 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, acompañadas de mues­
tras de dolor y malestar general durante tiempos variables, lue­
go de lo cual se fueron recuperando lentamente.

A intoxicados y controles se efectuó el mismotratamiento
que en las experiencias administrando enzima encapsulada.

Los resultados obtenidos se ilustran en la Figura 27. Pug
de observarse que la enzima libre produce inicialmente una reac­
tivación del ALA-Deritrocitaria, pero es eliminada de la circ!
lación después de las 2 horas, de manera que en poco tiempo la
actividad circulante está nuevamenteen los niveles iniciales y
no hay posterior recuperación. La rápida eliminación de la enzi­
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ma libre se evidencia también en los perfiles correspondientes
al higado y bazo. La respuesta del riñón no agrega nada en par­
ticular.
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FIGURA 27: Efecto de la administración de enzima exógena
libre sobre los niveles de ALA-D.eritrocita­
ria (O), hepática (O), de bazo (A), de ri
ñón (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 la Fi ura 26 .
Las actividades de ALA-Den anBG7ml en los a
nimales controles no intoxicados fueron:
2l5,3 en eritrocitos; 145,0 en higado;
79,5 en bazo y 42,0 en riñón.
Los demás detalles experimentales y la metodo
logia empleada se describen en el texto y Ma­
teriales y Métodosrespectivamente.

Aún es poco lo 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



caso en particular podemosconcluir que la administración del
ALA-Dlibre no resulta beneficiosa para el tratamiento de la in
toxicación por plomo; dado que no tiene acción alguna sobre la
actividad del ALA-Den la sangre circulante; de manera que no
habrá disminución de los niveles incrementados de su sustrato
ALAque continuará produciendo, entre otros, los conocidos efeg
tos a nivel neurológico, asociados con la intoxicación por plomo.

II.B.2.l.3. Tratamiento de animales intoxicados por plomo con
sangre normalL entera autóloga

En realidad la terapia por reemplazo enzimático ha sido
practicada por lo menos por dos generaciones de médicos, que han
transfundido sangre entera fresca a pacientes con problemas de
coagulación. En estos casos la enzima que estaban reemplazando
era una proteina plasmática.

De manera que nos pareció también de interés, establecer
la respuesta de los animales intoxicados por plomo a una transfg
sión de sangre normal entera autóloga.

A un lote de ratones hembra cepa CFl intoxicados en igual
forma que en las dos experiencias anteriores se les administró
0,5 ml de sangre de animales normales de la misma familia. Luego
de la aplicación se trataron comoantes y los resultados se muei
tran en la Figura 28.

Hubo una muy ligera recuperación del ALA-Deritrocitaria
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
ción. y no volvió a recuperarse.

La actividad del ALA-Den higado y bazo, asi como en ri­
ñón. fue aumentando lentamente hasta los 3 dias acercándose a los
datos normales, correspondiendo estos cambios muy probablemente
a una recuperación natural.

En conclusión, una simple transfusión-sanguínea tampoco
tendría efectos beneficiosos en la intoxicación por plomo,
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FIGURA28: Efecto de la administración de sangre entera
autóloga, sobre los niveles de ALA-D,eritrg
citaria (O), hepática (Q), de bazo (A) y
de riñón (A) en ratones intoxicados, aplica
da a tiempo 0.
Las actividades de ALA-Den nmoles PBG/ml en
los animales controles no intoxicados fueron:
340,8 en eritrocitos; l76,6 en higado; l26,4
en bazo y 38,5 en riñón. El resto de las con
diciones experimentales son similares a las
indicadas en las leyendas de las Figuras 26
x 27.

II.B.2.l.4. Recuperación natural de los animales intoxicados por
plomo

Es bien conocido el hecho de que una de las primeras medi
das que se adopta en un caso de intoxicación por plomo, es el ale
jamiento o separación del paciente de la fuente productora del
daño.



En consecuencia, para 1a evaluación final de 1a terapia
por reemplazo enzimático,emp1eando fantasmas de eritrocitos car
gados con enzima, deberá tenerse también en cuenta e] comporta­
miento de los animaies intoxicados, sin tratamiento posterior
alguno, a 10 iargo de] tiempo, iuego de haber recibido, como en
las experiencias anteriores una ünica dosis de 3 mg de acetato
de plomo/kg de peso. Se empiearon ratones hembras de iguaies ca
racteristicas, tratados asimismoen condiciones análogas a ias
ya descriptas.

En 1a Figura 29 se muestranIOS'resuitados obtenidos.
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FIGURA29: Cambios en 1a actividad de] ALA-D. eritrocitg
ria (O), hepática (Q), de bazo (A) y de ri
ñón (A), en animaies intoxicados por piomo,
a lo 1argo dei tiempo iuego de haber recibido
una soia dosis de 3 mg de acetato de piomo/kg
de peso.
Las actividades de ALA-Den nmoies PBG/mi en
ios animales controies no intoxicados fueron:
340,8 en eritrocitos; 200,4 en higado; 66,8
en bazo y 49,0 en riñón. E1 resto de 1as con
diciones experimentaies son simiiares a las
indicadas en las leyendas de ias Figuras 26
x 27.
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Observamos que no hay recuperación del ALA-Deritrocita
ria, en tanto que en higado y riñón, recién comienza a las 24 ho
ras; es llamativa la respuesta en bazo, que muestra una reacción
más lenta de este órgano frente al Pb, apreciándose una mayor
inhibición a las 24 horas; luego de lo cual. también empieza a
recobrar la actividad. Pero de todas maneras, el proceso es leg
to en estos tres órganos y nulo en eritrocitos.

II.B.2.l.5. Tratamiento de animales normales con fantasmas de
eritrocitos autólogos cargados con ALA-D

Existe relativamente poca información acerca del efecto
pen ¿e de la administración ¿n vivo de fantasmas de eritrocitos
ya sea como tales o conteniendo proteinas o drogas; sin embargo
los datos existentes (Green y col, 1980; Beutler y col, 1977 b)
parecen indicar que su aplicación no produce ningún efecto ad­
verso sobre el organismo.

De todas maneras. para completar este cuadro de ensayos,
se estudió el comportamiento de animales normales, no intoxica­
dos, a los cuales se le administraron fantasmas de eritrocitos
autólogos cargados con ALA-D, en la misma forma en que fueran
aplicados a los animales intoxicados por plomo.

Se trabajó en idénticas condiciones,con el mismotipo de
animales que en todas las experiencias anteriores y los resulta
dos obtenidos se ilustran en la Figura 30.

Observamos que nuestros datos están de acuerdo con los
de los autores mencionados antes. en el sentido de que, la admi
nistración de los fantasmas cargados no afecta significativamen
te la actividad del ALA-Den ninguno de los tejidos.
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Efecto de la administración de fantasmas de e­
ritrocitos autólogos cargados con ALA-Dsobre
los niveles de ALA-D.eritrocitaria (()), hepí
tica (Q). de bazo (A) y de riñón (A), en a­
nimales normales (no intoxicados).
Los animales recibieron una sola dosis de ALA-D
encapsulada a tiempo 0. Las actividades de
ALA-Den nmol PBG/ml iniciales fueron: 411,0 en
eritrocitos; 167,7 en higado; 96,0 en bazo y
4l.2 en riñón. El resto de las condiciones expg
rimentales son similares a las indicadas en la
leyenda de la Figura 27.

Análisis 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

El hecho más saliente que surge. de todo el conjunto de en
sayos realizados con elmodelo animal, es que los cambios más impor
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tantes, desde el punto de vista de la aplicación de la terapia
enzimática en la intoxicación por plomo, se producen a nivel de
la sangre circulante. Recordemos una vez más que es precisamen­
te el ALA-Dde eritrocitos uno de los parámetros más sensibles
para un diagnóstico temprano de este tipo de intoxicación.

La eficacia del tratamiento por reemplazo enzimática, em
pleando fantasmas de eritrocitos autólogos cargados con ALA-D,
se ilustra claramente en la Figura_;l.
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FIGURA 31: Comparación entre la respuesta del ALA-Deritrgcitaria en los animales intoxicados sometidos a
distintos tratamientos v 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 no;mal entera.
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Es evidente que ninguno de los otros tres tratamientos
puede igualar la respuesta de la administración de enzima encag
sulada en fantasmas, que de por si no produce ningún efecto ad­
verso sobre los animales normales.

Por otro lado, un rápido análisis de lo que sucede en los
otros tres órganos. no hace más que enfatizar el carácter pro­
tector del higado (Figura 32)y bazo (Figura 33), que rápidamen­
te secuestran de la circulación al elemento extraño, o que nat!
ralmente recobran su actividad, cuando no hay más ingreso de Pb
al organismo, o simplemente se aplica una transfusión sanguínea.
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FIGURA32: Comparación entre la respuesta del ALA-Dhepática
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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Comparación entre la respuesta del ALA-Dde
bazo en los animales intoxicados sometidos a
distintos tratamientos y en animales norma­
les a los cuales se le administraron fantag
mas cargados con enzima.
I: animales intoxicados; N: animales norma­
les; F(E): fantasmas de eritrocitos carga­
dos; E: enzima libre; sne: sangre normal en­tera.

Por último los cambios observados en el riñón (Figura 34),
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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FIGURA34: Comparación entre 1a respuesta de] ALA-Dde
riñón en los animaies intoxicados sometidos a
distintos tratamientos y en animales norma­
1es a Ios cuaies se le administraton fantasmas
cargados con enzima.
I: animaies intoxicados; N: animaïes normaies;
F(ijfantasmas de eritrocitos cargados con 1a
enzima ALA-D; E: enzima libre; sne: sangre
norma] entera.

II.B.2.1.7. Conciusiones

Los resultados obtenidos con e] modeio anima], nos permi
ten afirmar que 1a administración de] ALA-Dencapsuïada en fan­
tasmas de eritrocitos autóiogos o isóiogos, es un tratamiento
seguro, sin riesgos, que compensa e] defecto enzimático en sangre
de ios animaies intoxicados por piomo y que puede ap1icarse tam­
bién con éxito en casos humanos.
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II.B.2.2. Paciente. Primera aplicación de la terapia por reem­
plazo enzimático en un caso humano de intoxicación
crónica por plomo

II.B.2.2.l. Preparación de los fantasmas autólogos conteniendo
el ALA:Q

Mediante la técnica previamente desarrollada y descripta
antes,a partir de 500 ml de sangre del mismo paciente se prepa
raron los fantasmas correspondientes conteniendo el ALA-D,puri
ficada de 3 l de sangre normal. Se obtuvieron l00 ml de fantas­
mas, que se suspendieron en un volumen igual de solución salina
(actividad 2,47 U/mgó 128,4 U/ml), y se administraron al pacien
te por transfusión endovenosa a lo largo de 2 horas. Todo el prg
ceso, realizado en condiciones estériles, desde la extracción de
la sangre hasta su transfusión total llevó lO horas.

II.B.2.2.2. Paciente. Observaciones clinico-bioquímicas

A.A., 43 años de edad, registro: 182.5l4. Hospital Gral.
de Agudos J.M. Ramos Mejia.

Primera internación: Div. B.U. 4 ClOZ; desde el lG/l/82
hasta el l/2/82. Motivo de internación: cólico abdominal. Antecg
dentes personales: no alcoholismo. no drogas.ïbebedor de 8 a l2
pocillos de café por dia, y fumador de 80 cigarrillos diarios,
hábito que abandonó hace 9 años. No ha padecido enfermedades in­
fecto contagiosas. Antecedentes laborales: contacto con diferen
tes formasde presentación del plomo desde los 20 años de edad.
Antecedentes familiares: hijos con datos de laboratorio compati­
bles con cuadro de presaturnismo (como se discute mas adelante ).
Antecedentes deenfermedad actual: se inicia a los 29 años de e­
dad después de haber trabajado varios meses en fundición de plo­
mo, con cambios de caracter, sindrome depresivo, sintomas que du
ran 2 meses, seguidos por cuadro brusco de cefaleas, delirios, vg
mitos, ataxia, hipoacusia, alteraciones visuales y pérdida de la
conciencia; requirió internación de urgencia en una clinica pri»
vada durante 20 dias, periodo en el cual se efectuaron diversos
estudios comolementarios. que incluyen punción lumbar y arterio­
grafias. Se le aplicó canalización y goteo de soluciones glucosa­
das varias dias; sin tratamiento especifico. Es dado de alta me­
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jorado, sin diagnóstico. A los 35 años de edad (1974) presenta
dolor precordial intenso, es internado durante 5 dias; dándose
de alta sin aparente compromiso orgánico, 2 dias más tarde pade­
ce intenso dolor abdominal tipo cólico que motiva una interven­
ción quirúrgica por aparente vólvulo intestinal a las 54 horas
de la operación sufre nueva precordialgia diagnosticándose infar
to de miocardio de cara diafragmática. Se prescribe reposo 40
dias. Estuvo asintomático durante 6 años, cuando reaparece cuadro
de cólicos abdominales subintrantes, con periodos de calma de 7
días. se acompaña de impotencia funcional de miembros inferiores
y en agosto de 1981 comienza con impotencia sexual. Dada la per
sistencia de la sintomatología abdominalfuecolesistectomizado
en l981. A pesar de ello continúan sus sintomas abdominales, por
cuyo motivo es internado en el servicio del H.R. Mejia, en enero
de l982. Examenfisico de ingreso: paciente moderadamente enfer
mo, hemodinámicamente compensado. TA lSO/lOO, FC: 68/min, FRzlG/min,
afebril, peso: 85,500. Celular subcutáneo regular y universalmen
te aumentado, cicatrices:mediana supraumbilical, paramediana de
recha, y en fosa ilíaca derecha (de apendicectomia); eventración
mediana supraumbilical; mucosa bucal con "ribete de Burton“. Api
rato Respiratorio y Circulatorio; sin signos semiológicos pato­
lógicos. Abdomen:dolor difuso a la palpación superficial, con
disminución a la palpación-profunda.El resto del examen abdomi­
nal sin particularidades. Examenneurológico: abolición del reflg
jo patelar y aquileano bilateral. Estudios complementarios: l) ra
diografia de tórax, cardiomegalia a expensas de ventrículo iz­
quierdo, diafragmas aplanados, botón aórtico prominente, campos
pulmonares libres. 2) ECG:ritmo sinusal, regular FC: 88; PR: 0,10;
QRS: 0,l2; eje de QRS: entre 0 y menos 30 grados; Q profunda en
DZ, D3 y AVF(no varia la inSpiración profunda); S profundas en
V6, R altas en Vl; alteraciones de la repolarización. Conclusio­
nes: secuela de infarto de miocardio de cara diafragmática, hi­
pertrofia ventricular izquierda. 3) EMG;(3.2.82) se exploró del
toides, cuadriceps extensores del antebrazo, velocidad de condug
ción:CPED: 35 m/seg, Med: derecha 40 m/seg revelándose ambas dis
minuidas, se vió compromiso neurógeno crónico sin actividad de­
nervatoria actual. Diagnóstico: polineuropatia de tipo axónico
neuronal, de grado moderado con buena compensación colateral.
Análisis: Ht. 36%; Hb 12,2 9%; GB 6.800/mm3; glóbulos rojos con
punteado basófilo; ESD 27 mm; uremia 0,38 g%o;uricemia 7 mg%
(N: 7 mg%)excreción de ácido úrico 620 mg%o(N:600), creatini­



241

na l,l mg%; quick 65%; KPTT38 seg; orina: dens l.027, pH ácido,
cristales de ácido úrico. Hepatogramay proteinograma normales.
Prueba de B.S.T. algo lenta pero dentro de limites normales.

Se sospecha una intoxicación plümbica, lo cual se config
ma en base: a la excreción urinaria aumentada de ALAy porfiri­
nas, principalmente Coproporfirina, a la actividad significati­
vamente reducida de.ALA-Deritrocitaria y a los altos niveles
de plomo en sangre (Tabla XII) (Enero 24, 1982).

Efectuando el diagnóstico de saturnismo se medica con de!
trosa al 10%(lo a go mg/kg) por 2 horas. tratando de conseguir
buena diuresis (350 a 500 ml/m2/24 h) y l gr de gluconato de cal
cio, es repetido en 2 oportunidades. El paciente fue dado de al
ta, asintomático, por su própia voluntad, organizando su inter­
nación para el tratamiento eSpecifico.

Segunda internación: desde el 20/2/82 hasta el l/3/82. Pa
ciente asintomático, sin dolor abdominal; continúa con impoten­
cia sexual y polineuritis. Examenfisico: sin cambios. Los datos
bioquimicos en cuanto a la actividad enzimática y plümbica seña­
lan un ligero empeoramiento (jabla XII) (15/2/82). Se realiza un
tratamiento con quelantes: BAL: 3 mg/kg/dosis/IM cada 6 horas du
rante 2 dias; luego cada 8 horas durante 4 dias; y luego cada l2
horas durante 2 dias; total 20 dosis. EDTA(calcico-sódico):
30 mg/kg/dia, en 500 ml de dextrosa al 5% EV, a pasar en 4 horas
(42 gotas/min). Igual dosis durante 8 dias.

A pesar del tratamiento, realizado sin complicaciones, no
hubo cambios significativos en los niveles urinarios de precursg
res, plomo en sangre o en 1a actividad del ALA-D, como podemos
ver los datos correSpondientes al 5 y 26 de abril en la Tabla XII;
inmediatamente de concluida 1a quelación, se dió de alta al pa­
ciente para su seguimiento por consultorio externo.

Aunque Sabemos que la intoxicación ton plomo es claramen­
te un desorden adquirido en el metabolismo del hemo, de todas
formas se realizó un estudio de algunos familiares consanguineos
del paciente, en el momentode Su segunda internación (Tabla XIII).
Es interesante observar que, aquellos miembros de su familia, cg
mo su esposa y sus tres hijos, que vivian bajo el mismo techo,
si bien no mostraban ningún signo clinico, tenian niveles bajos
de ALAaÜ,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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FechaALAPBGug/24h
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TABLAXIII:Datosdelaboratoriodelpacienteyfamiïíares

Caso

Sexo

Edad
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ALA
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ug/24h
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ALA-D
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mg/24h

mg/24
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U/m1PBG

ug1

1 2 3 4 LD I\
A.A.C.propósito A.V. A.N. A.Gr. A.G. A.A. A.N.

esposa hijo hija hijo hermana hermana

ELLZLLLI.
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9.76 1,69 3,94 2,43 0,89 1,00 1,10

3,27 1.74 3.22 4,19 2,67 0,80 0,60i
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73 58

'27 376
66
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a
l
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el hijo mayor también presenta niveles de plomo superiores a
los normales y una excreción urinaria de precursores por arriba
del limite control. Por otra parte, dos hermanasdelpaciente
(casos 6 y 7) que viven en otro domicilio, son completamente
normales.

II.B.2.2.3. Aplicación de la terapia por reemplazo enzimático

En este paciente el tratamiento con quelantes no produjo
ningún beneficio, ni clinico ni bioquímico. A comienzos de di­
ciembre de l982, por presentar nuevos episodios de cólicos. sin
mediar exposición al plomo y dado que los datos de laboratorio
eran prácticamente los mismos que los obtenidos en los últimos
estudios previos, se hizo una tercera internación (3.l2.82 al
l7.l2.82) y se decidió aplicar la terapia por reemplazo enzimáti
co. empleando fantasmas de glóbulos rojos autólogos cargados con
ALA-D.

Comose señalara, a pesar de varios intentos, hasta el mg
mento, no se habia logrado ningún resultado práctico con la a­
plicación de la terapia enzimática en alguna enfermedad humana.
Sin embargo, se consideró 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 vitae, comoen
los modelos animales ¿n vivo, se demostró que la administración
del ALA-Dencapsulada en fantasmas de eritrocitos, a animales in
toxicados con plomo, era absolutamente segura, sin riesgos y po­
dia compensar el defecto bioquímico, restaurando la actividad
del ALA-D,significativamente reducida, a niveles normales.

Se informó cuidadosamente al paciente acerca del nuevo
tratamiento, luego de lo cual éste dio su total consentimiento.

El 6 de diciembre, se trató el paciente con lOO ml de fan
tasmas de eritrocitos autólogos cargados con 25.600 unidades de
ALA-D.Se lo controló permanentemente durante las primeras 24
horas; la transfusión de la enzima no produjo ningún efecto so­
bre la presión sanguínea, el ritmo de la respiración, pulso,
temperatura y otros signos vitales, (FC: 70, FR: 16, TA: 150/95,
Tax: 36,8), (diuresis horariaconservada). Tampocose observaron
anormalidades en las funciones renal o hepática ni hubo ningún
otro sintoma subjetivo asociado con la administración 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 ll dias y a continuación cada tres o cuatro dias. En la Fi
gura 3Qse muestran los datos obtenidos. Se apreció un significa
tivo aumento en la actividad del ALA-Da la hora, con un pico a
las 2 horas seguido de un descenso de 7-10% a las 4 horas y lug
go una recuperación constante a las 16, 24 horas. alcanzando un
segundo máximodespués de 2 dias de la transfusión, estos nive­
les se mantuvieron alrededor de una semana, al dia lO comenzó a
disminuir ligeramente hasta el dia l4 para finalmente estabili­
zarse en ese valor. El paciente continúa siendo controlado pe­
riódicamente. a fin de seguir su evolución clinica y bioquímica
a largo plazo.
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FIGURA35: Efecto de la terapia por reemplazo enzimático, em
pleando fantasmas de eritrocitos autólogos carga­
dos con ALA-D, administrados a un paciente con
intoxicación plümbica crónica sobre: los niveles
de ALA-D(¿3), ALAurinario ((3), PBGurinario (r ),
porfirinas urinarias (V) y Pb en sangre (V).
El paciente recibió una ünica dosis de enzima al
tiempo 0. Los demás detalles experimentales se
dan en el texto.



Es importante notar aqui, que la respuesta del paciente
fue bastante semejante a la observada con los animales, es lla
mativo el primer pico de las 2 horas, y luego de un descenso,
la nueva recuperación hasta lograr estabilizarse a un determinado
nivel que sabemos depende de la dosis de enzima suministrada.

Además, se encontró que la excreción urinaria de precur­
sores y porfirinas se normalizó rápidamente en tanto que la con
centración de plomo en sangre se redujo un 45% (Figura 35).

Aunque a menudoes dificil valorar los cambios subjeti­
vos, podemos decir que durante el tratamiento se observó una rá
pida mejoría en el estado general y animico del paciente. No se
detectó ningún efecto colateral indeseado, asi como tampoco nin
guna anormalidad en el sistema de coagulación o en la función
hepática durante o después de la transfusión. Desaparecieron tg
dos los sintomas, en tanto que los parámetros clinicos y bioquí
micos se normalizaron.

Es interesantecomentar que ya desde su primera interna­
ción en el RamosMejia, el paciente se habia quejado de impoten
cia sexual; después del tratamiento con fantaSmas cargados con
ALA-D,el paciente confesó haber recuperado totalmente su capa­
cidad sexual. Se sabe que la exposición a muy bajas dosis de
plomo (2 ug/kg de peso corporal) produce daños en la espermato­
génesis y a la altura de la sintesis de RNAdurante la fase de
división celular (Erogova y col. 1966), también se han observado
problemas androgénicos asociados a una disfunción sexual en hom­
bres expuestos a gasolina conteniendo antidetonantes a base de
plomo (Neshkov, 1971) o a plomo inorgánico (Lancranjean ycol,
l975). Por otra parte recordemos que la eliminación de ciertos
metales polivalentes incluyendo el plomo, por medio de la quela
ción, aumenta drásticamente la vida media del espermatozoide
(Bjorksten, 1968).

La recuperación de la función sexual en nuestro paciente,
es otro signo claro y evidente del efecto beneficioso producido
por la terapia empleada. Podríamos todavia especular, suponiendo
que la carga de ALA-Dadministrada en los fantasmas de eritroci­
tos, no sólo se empleó para metabolizar el exceso de ALAy res­
taurar la actividad del ALA-Da niveles cercanos a los normales,
sino que tamién es posible que parte de la enzima exógena haya
estado actuando como una especie de quelante, secuestrando una
fracción del plomocirculante.
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También pensamos que es muy probabïe que 1a adminsítra­
ción de una cantidad mayor de enzima podría haber sido aün más
efectiva, de manera que Ios efectos hubieran sido todavía más in
tensos que los observados en e] caso de este paciente, dismin!
yendo por ejempïo bastante más los niveïes de pïomo en sangre.
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CONCLUSIONES FINALES
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II.C. CONCLUSIONES FINALES

Se habia establecido que la terapia por reemplazo enzimí
tico era un prometedor enfoque terapéutico, sin embargo aún no
se habia logrado ningún 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 los
más importantes es que se puedeusar la misma sangre del paciente.
Sin embargo hasta este trabajo. el único intento anterior de su
aplicación en un caso humano habia sido en un ensayo infructuo­
so para tratar la enfermedad de Gaucher mediante la administra­
ción de glucocerebrosidasa encapsulada en glóbulos rojos del mi;
mopaciente (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 murió; los autores demostraron sin embargo, que
la aplicación de esta terapia no era riesgosa.

Los resultadosde 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 enzimático en un caso de in­
toxicacióncrónicapor plomo por cuanto únicamente en mmprueba
clinica se puede evaluar la eficiencia clinica de cualquier te­
rapia.

En consecuencia, según 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 glóbulos rojos
autólogos, pero también podrian utilizarse células de un donor
del mismo grupo sanguíneo.

Hasta el momentola intoxicación por plomo se trata gene
ralmente con agentes quelantes, tales como el BAL, EDTAo peni­
cilamina que con frecuencia producen efectos colaterales indesea
dos, por lo cual debe realizarse uncuidadoso control para evi­
tar una posible toxicidad de la medicación. El tratamiento que
hemos desarrollado y estamos proponiendo, está prácticamente li
bre de efectos colaterales.



De estos resultados surge además. que un gran número de
pacientes intoxicados por plomo podrían beneficiarse con esta
nueva forma de terapia.
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