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I. TETRAPIRROLES Y COMPUESTOS RELACIONADOS

1.]. ngERALIDADES

La estructura tetrapirrólica es una de las bases primor
diales para 1a supervivencia en 1a mayoria de los sistemas bio
iógicos de nuestro planeta.

Es 1a responsabie de] c010r rojo de 1a hemogiobina y de]
verde de 1a ciorofila, 105 dos pigmentos más importantes de 1a
materia viviente, invoiucrados en los procesos fundamentaies de
1a respiración y 1a fotosíntesis.

La importancia de ios tetrapirroies en 1a naturaleza y
e] hecho de que en 1a mayoria de los sistemas biológicos no
fuesen requeridos comofactores de crecimiento, indicaban que 1a
sintesis de los mismosprovenia de precursores simpies (Lasceiies,
1964). En ias últimas décadas se demostró, en un gran número de
organismos uni y multiceluïares, que ios primeros integrantes de
1a via porfirinica son 1a giicina y 1a succinii-CoA, a partir
de Ios cuaies se forma e] primer precursor especifico de este cg
mino, e] ácido ó-aminoïevüiico (ALA). E1 monopirro] porfobiiinó
geno (PBG) surge de 1a condensación de dos molécuias de ALA. La
ciciación de cuatro molécuias de PBGda origen a las porfirinas.

1.2. PRECURSORES: ALA Y PBG

En 1931, Sachs encontró que 1a orina de pacientes con
porfiriaaguda intermitente contenia altas concentraciones de un
compuesto que daba reacción de Ehrlich positiva;éste fue denoni
nado porfobiiinógeno (PBG) (Figura 1.1.) (Naidenstrom y Hahiquist,
1939). Después de varios intentos para aisïario, recién en 1953
Cookson y Rimington consiguieron separarïo y determinar su es
tructura, confirmada Iuego por sintesis (Rimington y Kroï,i955).
Se comprobó que e] PBGse convertía en uro, copro y protoporfirl
na, indicando que era e] precursor norma] de 105 tetrapirroies
en los seres vivos(Bogorad y Granick, 1953; Falk y cc], 1953).

Una vez conocida 1a estructura de] PBG, demostrado que
podia formarse a partir de giicocoïa y succinato, y que era un
intermediario en 1a biosintesis de porfirinas fue posibie espe



cular acerca de las etapas existentes entre estos compuestos.
A51 se postuló que, por condensación de glicocola con succinil
CoA, se formaba un compuesto inestable, el ácido a-amino-s -ce
toadipico, que fácilmente se decarboxilaba a ALA(Figura I.l.)
constituyendo esta molécula el verdadero precursor. Esta hipó
tesis se confirmó experimentalmente (Dresel y Falk, l953; Neu
berger y Scott, 1953).

EÜÜH EÜÜH

cHZ EHZ coou

FHZ CH2 CHZ

M I II

CH L\
l 2 N CHZNHZ

ALA PBG

FIGURAI.l.: Estructuras del ácido
ó-aminolevülico (ALA)

y de; porfobilinógeno(PBG

Shemin (l954) demostró que las porfirinas no son los ünl
cos productos metabólicos del ALA.A partir de este compuesto se
puede formar también,por deaminación oxidativa el ácido 7,6-dio—
xovalérico (a-cetoglutárico semialdehido)(DOVA),elcual via a-cg
toglutarato y succinato puede entrar al ciclo del ácido cítrico
y a través de los C1 contribuir a la sintesis de purinas. Básica
mente, el ciclo propuesto por Shemin, conocido por su nombre,
es un camino de degradación de la glicina que propone vias meta
bólicas alternativas para disponer del exceso de ALAque no se u
tiliza para la sintesis del hemo.

I.3. TETRAPIRROLES: ESTRUCTURA Y PROPIEDADES

Los tetrapirroles son compuestos derivados de la molécu



1a de porfina ([jgura 1.2.), que contiene cuatro anillos pirró
licos (A, B, C y D) unidos entre si por cuatro puentes metenos
(a: Bo YY 6)

FIGURA1.2.: Porfina

E1 macrocicio de 1a porfina con sus dobies ligaduras g
rigina una estructura resonante,muy estabie y pianar.

La forma más estabie de 1a porfina es aqueiia en 1a cua]
las uniones entre hidrógenos y nitrógenos son más cortas que las
uniones puente de hidrógeno (Badger y col, 1962). La estructura
menos simétrica, con ios hidrógenos unidos a átomos de nitrógeno
vecinos, presenta menor estabiiidad debido a 1a penetración de
cada hidrógeno en 1a esfera de 1as fuerzas de van der Naais de
Ios otros (Mason, 1958; Corwin y co], 1962).

Las estructuras de ios distintos tetrapirroies encontra
dos en 1a naturaïeza derivan de 1a porfina según varias modifica
ciones:

1) Por sustitución de los átomos de carbono externos (1-8) de
Ios aniiios pirróiicos; e] sustituyente puede ser un grupo al
quiïo, o un átomo de hidrógeno y un grupo alquiio como en Ios
clorofiias.

2) Por inserción de un meta] originando metaïoporfirinas.

3) Por sustitución o reempiazo de ios carbonos de ios puentes me
teno. Los sustituyentes pueden ser átomos de hidrógeno como
en ios porfirinógenos, o un aniilo ciciopentanona comoen ias



clorofilas. En el caso del anillo porfirinico de la corrina, ti
pico de los derivados de la vitamina 812, se ha perdido el pueg
te meténico a.

I.3.l. Porfirinas

Las porfirinas son tetrapirroles libres de metales, que
se diferencian estructuralmente según la naturaleza y el orde
namiento de las cadenas laterales que han sustituido las posicig
nes l a 8 de los anillos pirrólicos.

Las porfirinas y sus derivados son intensamente colorea
dos y'a sus principales bandas de absorción corresponden altos
coeficientes de extinción molar (del orden de 2.l05).

1.3.l.l. Formas isoméricas

Fischer y Orth (1937) señalaron que una porfirina con
sólo dos tipos distintos de sustituyentes, presenta cuatro po
sibles isómeros de posición (Tipo I, II, III, IV) (Figura 1.3.).

Cuandoexisten tres grupos sustituyentes diferentes, co
mo en la protoporfirina, se pueden formar quince isómeros de pg
sición.La protoporfirina IX (Figura I.Q¿) está relacionada con
la etioporfirina III, y también con la uroporfirina III y coprg
porfirina III, y sus respectivos porfirinógenos que son los
precursores biosintéticos de la protoporfirina IX.

Cada porfirina y metaloporfirina con función metabólica
es modelada sobre este patrón general de sustitución en la cade
na lateral, incluyendo los grupos prostéticos de todas las hemo
proteinas conocidas, las clorofilas y vitamina 812. Todos los
tetrapirroles fisiológicamente activos pertenecen a la serie i
somérica III. La uroporfirina I y coproporfirina I se forman 5Q
lo en condiciones patológicas.

1.3.2. Egrfirinjgenfls

Los po irinógenos son hexahidroporfirinas en las cuales
los cuatro átr de carbono de los puentes meteno y los dos á
tomos de nitro -no pirrolénicos están hidrogenados.



Tipom TipoIï

FIGURA1.3.: Representación esquemática de 10s isómeros
de ias uro, copro y etioporfirinas.
Uroporfirina: A = -CH2-C00H B = -CHg-CH2-COOH
Coproporfirina: A = -CH3 B = -CH2-CH2-COOH
Etioporfirina: A = -CH3 B = -CH2-CH3

Los porfirinógenos correspondientes a meso, uro y otras
porfirinas se han preparado en forma cristaiina e identificado
(Whaiïey, 1955). Los porfirinógenos no son pianos, no tienen cg
Ior ni f1u0rescen debido a que 1a conjugación de] macrociclo de
1a porfirina está destruida. E1 uroporfirinógeno puede obtener
se por reducción quimica de 1a uroporfirina y también se forma
por condensación quimica (Rimington, 1955) o enzimática (Mauze
rail y Granick, 1958) de cuatro moiéculas de PBG.



me
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FIGURA1.4.: ProtopOrfirina IX

E] 50%de ias porfirinas totales en 1a orina humana n05
ma] se excreta en forma de porfirinógenos (Watson y co], 1951).
Comoya se seña16,uro, copro y proto-porfirinógenos (Figura 1.5)
son los intermediarios fisiológicos en 1a biosintesis de 1a prg
toporfirina IX (Figura I 4.). Las correspondientes porfirinas
(Figura I.&¿) encontradas en la naturaieza se producen por oxida
ción de estos intermediarios reducidos. Se ha demostrado que en
e] casode] protoporfirinógeno, dicha oxidación es enzimática
(Sano y Granick, 1961). También se han hailado evidencias expe
rimentales que indican que 1a protoporfirina es e] precursor de]
hemo (Porra y Jones, 1963).

1.3.3. Metaioporfirinas

Las porfirinas se combinan fáciimente con varios metaies
para formar quelatos; me eilos L;ÏO los de hierro, magnesio y cg
balto tienen roies bi vgicos importantes.

La combinación con metales ocurre tanto con ias porfiri
nas ïibres comocon ias esterificadas y ios compiejos metálicos
son soiubies en soiventes orgánicos. Estas propiedades indican
que ios metales están formando un compïejo con la porfirina y no
son saïes de ias mismas.



CHZ-CHZ-CÜDH

\ CHZ-CÜÜH

5:2 W
¡2 EHZ

CÜÜH CÜÜH

Uroporfírinógeno [II

P P

Ceproporfirinógeno HI

P P

Protoporfirínógeno IX Proioporfirina IX.

Elggggm¿¿g¿: Rgpresentacíón de uro, cooro y protoporFi
r1na y sus respectivos porfirinógenos, co
rrespondientes a 1a serie isomérica III.



1.3.3.]. Complejoshierro-porfírina

E1 protohemo (Figura 1.6.) es 1a ferroprotoporfirína,
es decir e1 quelato de protoporfirina con un i0n ferroso. Este
compuesto puede oxidarse a ferríprotoporfirina. E1 compïejo fé
rrico tiene una carga positiva residua], y se aísla generaïmen
te como haïuro, siendo e] cïoruro e] anión más común (Figurq
1.4).

Cl

N—J———N

/ \Fe\/
NN_______

FIGURA 1.1¿z C10
rohg
mina



Aunque este compuesto se conoce como cïoruro de hemina,
e] ion cloruro está coordinado a1 meta], formando un complejo
pentacoordinado piramidal de base cuadrada (Falk y Perrin, 1961)
y por 10 tanto einombrecioro-hemina es más apropiado. En so]!
ción aicaïina, e] haiuro es reempiazado por e] ion hidroxiio
formando hidroxihemina o hematina.

E1 hemo posee una estructura en 1a cua] los cuatro ani
1105 pirróïicos y e] hierro están ubicadOs en un piano; e] ion
metálico posee aún capacidad para unirse por medio de eniaces
coordinados con dos molécuias que se ubican por abajo y arriba
de] plano de] aniiio porfirinico. Estos derivados se conocen
como hemocromos o hemocromógenos. Entre los compuestos que pue
den coordinarse con e] átomo de hierro, encontramos e] peróxido
de hidrógeno, e] oxigeno, e] monóxido de carbono, ios iones cia
nuro y una gran gama debases nitrogenadas como 1a piridina y e]
amonio.

La Figura 1.8. muestra 1a estereoquimica octahédrica de
1a piridina-hemocromo.

/ l
‘N

N N

/‘.Fe///I \

FIGURAILg¿: Piridi
na-hemg
cromo

La he ina también da 1ugar a complejos simiiares, co
nocidos como micromos o hemicromógenos.



1.3.3.2. Complejosmagnesio-porfirina

Las ciorofiïas y bacterioclorofiias son tetrapirroïes
derivados de 1a cïorina (Figura 1.9.)

Clorina Tetrahidroporfina

FIGURAI.9.: Cïorina y tetrahidroporfina

La posición 6 en ias ciorinas es particularmente susceg
tible a] ataque por agentes eïectrofíïicos (Katz y co], 1962;
Hoodward y Skaric, 1961).

Las clorofilas a y b (Figura 1.10.) son derivados de 1a
)dihidroporfina (figura 1.9. y 1a bacteriocïorofila (Figura 1.10.)ul.__—

está relacionada con 1a tetrahidroporfina (Figura 1.9.).
Las ciorofiïas difieren en su estructura de 105 hemos

en cuatro aspectos importantes:

—I V Son compïejos de magnesio.

2
V Tienen e] aniïio D (en cïorofiias vegetaies) y ios anillos D

y B (en bacteriocïorofiias) totaïmente reducidos.

3) Tienen un aniiio ciclopentanona adiciOnai (E) formado por ci
cïación de 1a cadena 1atera1 ácido propiónico en C-6 con e]
meteno y.

4) La cadena ïateraï propiónica en C-7 está esterificada con un
aicohol isoprenoide de cadena 1arga, generaïmente fito].

Las ciorofiïas difieren entre si en ios sustituyentes
d Ios carbonos externos de los ani11os pirrólicos.fD



CHZ CH3 Clorofila a R1: [2H=12H2R2:

Clorofila b R1: CH=CH2
CH =

R2 CHD

Bacterioclorofila R1: EU-CH3

R2 3

ÉH3 reducido como el Ü

: CH y el anHIo

|

[320 “39

FIGURA1.10.: Estructura de ias ciorofiias

Todas ias ciorofilas ¿n UÁuoestán unidas a complejos 11
poproteicos, pero aún se desconoce 1a naturaieza de 1a unión.

1.3.3.3. Vitamina 812

E] grupo de 1a vitamina 812 (conocida también como ciang
cobaiamina) está formado por compiejos tetrapirróiicos de cobai
to. Contiene un tipo poco comúnde nücieo tetrapirróiico (corri
na) en ei cua] ios aniiios A y D están unidos directamente
(Figura 1.]I).

La naturaieza y posiciones reiativas de las cadenas 1a
teraies de este nücieo son simiiares a ios de 1a uroporfirina
III, conformando asi e] patrón de cadena iatera] de todos ios
pigmentos tetrapirróiicos funcionaies. Los grupos metilo extras
son únicos en ia vitamina 812 y compuestos reiacionados. La ru
ta biosintética de 1a vitamina 812 tiene varias etapas en común
con ia biosintesis de 1a protcporfirina.
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FIGURAI.Ll;: Cianocobalamina

1.3.4. Tetrapirroles de cadena abierta

Los pigmentos biliares (Lemberg y Legge, 1949) son deri
vados no-ciclicos que se forman durante la degradación natural
de las hemoproteinas; en ellos el anillo tetrapirrólico se abre
Por oxidación enzimática y posterior pérdida del carbono a-mete
no como monóxido. Los grupos hemc libres de proteina y las por
firinas no son degradadas a pigmentos biliares ¿n vávc. Dos pig
mentos biliares importantes son la biliverdina y la bilirrubina
(Figura I_.lZ.).
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FIGURAI.l2.: Estructuras de la Biliverdina
IXa y de la Bilirrubina IX a.
M: -CH3; V: -CH=CH2;
P: -CH2 CHz COOH

La formación ¿n u¿tno de los pigmentos.biliares se ha
estudiado intensivamente, tratando los derivados de la hemoglobi
na con varios reactivos que los convierten en pigmentos verdes
(Schwartz e Ikeda, 1955).

El catabolismo de la hemoglobina ocurre en las células
fagociticas del reticulo endotelial. El producto inicial de es
ta degradación enzimática es la biliverdina IX que por posterior
reducción también enzimática se transform en bilirrubina. Este
último compuesto es transportado al nigap donde se convierte
enzimáticamente en su diglucurónido (SOÏULlGen agua) y se ex
creta por via biliar en el duodeno (Schmid, l966). El digluCurg
nido se hidroliza en la porción inferior del tracto intestinal
a ácido glucurónico y bilirrubina, esta última se excreta como
tal o es transformada por la flora intestinal.

Las ficobilinas de lasalgas rojas y azul-verdosas son en
realidad cromoproteinas solubles en agua, que poseen pigmentos



biïiares comogrupos prostéticos. Haydos tipos de ficobiiinas,
1a ficocianina (azuï) y 1a ficoeritrina (roja), para ias cuales
se han propuesto ias estructuras que se iiustran en 1a Figura
1.13.

M E M__P Pl l“
II H Í I l l

H0 u cnz u \DH ¡M CH/ N UH

FícocianobiHna

M E M P P M Mi
D//:N: ‘CHZ/:N: ‘cr/ :N: ‘CHLN \o

H H H

FicoerítrobHina

FIGURAI 13.: Estructuras probabies de
1a Ficocianobiiina y de 1aFicoeritrobiiina.
M: -CH3; E: -CH2CH3;
P: -CH2CH2C00H

1.4. DISTRIBUCION Y FUNCION DE LOS TETRAPIRROLES

Los tetrapirroies en 1a forma de hemoproteinas y cïorcfl
ias están presentes tanto en microorganismos uniceluiares como
en animaies superiores. La única excepción parecen ser ias bactg
rias estrictamente anaeróbicas que obtienen su energia por fer
mentación de sustratos orgánicos. Los distintos derivados tetra
pirrólicos ejercen su principal acción en e] metaboïismo energé
tico, comotransportadores de oxigeno (hemogïobina), como trans
portadores de eiectrones (citocromos) o comoagentes responsa
bles de 1a captación de enerrïa radiante (clorofiïa); además
constituyen e] grupo prostét o de varias enzimas, tales como cg
talasas, peroxidasas, tripto.ano-pirroiasa.



En condiciones fisiológicas sólo se detectan pequeñas
cantidades de porfirinas libres (no complejadas con metales),
correspondientes a los isómeros I y III de uro y copro y tam
bién proto IX. En condiciones patológicas es posible encontrar
cantidades mayores de dichos compuestos además de porfirinas
con 7, 6, 5 y 3 grupos -coou (Schwartz, 1953; Falk, 1954, 1955;
Goldberg y Rimington, 1962). El monopirrol PBGse excreta
en grandes cantidades en ciertas orinas patológicas, condicio
nes en las que puede convertirse no-enzimáticamente en uroporfl
rina I (Goldberg y Rimington , l962). Proto y deuteroporfirinas
se encuentran normalmente en las heces de carnïv0ros, como re
sultado de la descomposición bacteriana de compuestos protohéml
cos ingeridos con la carne; la ficoeritrina aparece en herbivg
ros por una via similar a partir de la clorofila.

El complejo de uroporifina III con cobre se encuentra en
altas concentraciones en las plumas de Tunacuó ¿ndicuó (Nicholas
y Rimington, 195l). También se ha reportado la existencia de una
Mn-porfirina en sangre (Borg y Cotzias, 1958).

Las hierro-porfirinas (hemos) no se encuentran libres
en condiciones normales, aunque la hemina puede depositarse en
los tejidos en condiciones patológicas comoresultado de extra
vasaciones sanguíneas.

I.4.l. Hemoproteinas

El término hemoproteina se usa para denominar aquellas
proteinas que contienen comogrupo prostético un quelato tetra
pirrólico de hierro. En muchas hemoproteinas, el protohemo se
une a la proteína especifica por coordinación entre el átomo de
hierro y los átomos de nitrógeno de las cadenas laterales bási
cas de la proteina. En otras hemoproteinas como el citocromo c,
existen uniones covalentes adicionales entre las cadenas latera
les de la porfirina y los residuos aminoácido.

1.4.1.1. Hemoqlo i a

La hemoglobina es el principal componente de los glóbu
los rojos, responsable del transporte de oxigeno desde los pul
moneshasta los tejidos a través de arterias, arteriolas y capi



lares. Participa también en el transporte de dióxido de carbono
desde los tejidos hasta los pulmones.

La hemoglobina de mamíferos tiene un peso molecular de
64.500 y contiene cuatro moléculas de protohemo por mol de glo
bina.

Cada uno de los cuatro átomos de hierro en la hemoglobi
na puede combinarse con un mol de oxigeno, en esta forma la mg
lécula se denomina oxihemoglobina. Tanto en la oxihemoglobina
como en la hemoglobina libre de oxigeno, el átomo de hierro e
xiste en el estado ferroso. La capacidad de combinarse reversi
blemente con el oxigeno no es una propiedad del hierro ferroso
mismo, ni del ion ferroso del protohemo. Solamente cuando el
protohemo-forma un complejo con la globina, el ion ferroso ad
quiere dicha caracteristica. Cuandoel protohemo está compleja
do con otras proteinas, por ejemplo, peroxidasa o catalasa, exhi
be un comportamiento diferente. Si el átomo de hierro de la hemg
globina está oxidado el estado férrico, el compuesto resultante
se llama metahemoglobina y es incapaz de transportar el oxigeno.

La globina está constituida por cuatro cadenas polipep
tidicas que consisten en dos pares idénticos a282. Cada grupo
protohemo se une a una de ellas.

También existen hemoproteinas transportadoras de oxige
no en la hemolinfa de muchos invertebrados. En la mayoria de
estas hemoproteinas que contienen protohemo comogrupo prostétl
co, la unidad proteica tiene un peso molecular mayor que el de
la globina (Lascelles, 1964).

1.4.1.2. Mioglobina

La mioglobina es una hemoproteina similar a la hemoglo
bina en cuanto a su capacidad de unir oxigeno reversiblemente.
Está presente en los músculos de todos los vertebrados e invertg
grados y en el hombre predomina en el músculo cardiaco. La mio
globina tiene mayor afinidad por el oxigeno quela hemoglobina y
es capaz de aceptar el oxigeno de esta última para almacenarlo
en las células del músculo. Cuando los niveles de oxigeno lle
gan a ser limitantes, la mioglobina libera el oxigeno a la citg
cromo oxidasa que tiene ma‘ afiL dad por dicho elemento que la
mioglobina.



Se acepta que el alto contenido de mioglobina en los müs
culos de los animales acuáticos facilita la inmersión de éstos
por periodos prolongados.

La estructura de la mioglobina es más simple que la de
la hemoglobina. Consiste en una sola cadena polipeptidica y tie
ne un grupo protohemo (Marks, 1969).

I.4.l.3. Citocromos

Los Citocromos son hemoproteinas cuya principal función
biológica es el transporte de electrones y/o hidrógeno en vir
tud de un cambio reversible de valencia de su hierro hémico
(Florkin y Stotz, 1963).

Los Citocromos se clasifican en a, b, c y d, de acuerdo
a la naturaleza y modo de unión de sus unidades hémicas a la pro
teina (Keilin, l930).

- Citocromos a: El grupo prostético hemo contieneuna cadena la
teral formilo.

-.Citocromos b: Tienen el protohemo como grupo prostético.

- Citocromos c: El hemo y la proteina están unidos a través de
uniones covalentes entre cadenas laterales.

- Citocromos d: Contienen hierro-dihidroporfina (clorina) co
mo grupo prostético.

En las células animales los Citocromos están localiza
dos en la mitocondria, donde junto con la ubiquinona, flavin-adg
nin-dinucleótido (FAD)y nicotinamida adenin dinucleótido (NAD),
constituyen un sistema de transpOrte de electrones altamente or
ganizado.

Es importante notar que mientras el átomo de hierro pe:
manece divalente en la hemoglobina y mioglobina, el hierro de
las unidades hémicas de los Citocromos se oxida y reduce rever
siblemente cuando los electrones son transportados desde el sus
trato al oxigeno.

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



También se han encontrado citocromos en algunas bacte
rias estrictamente anaeróbicas.Por ejempio en DeóuüáoULbnáodc
¿utáun¿eans,un organismo anaeróbico estricto, 10s citocromos
están invoiucrados en e] transporte de eiectrones asociado a la
reducción de] suïfato (el aceptor fina] de e1ectrones) a sulfu
ro (Newton y Kamen, 1961). ‘

1.4.1.4. ggrgxidasas

Las peroxidasasson enzimas que cataïizan 1a oxidación de
varias clases de compuestos orgánicos por peróxido de hidrógeno
(Reacción 1).

AH2 + H202 + A + 2 H20 Reacc10n 1

donde AHz, e] donor de hidrógeno, puede ser un feno], una amina
primaria, secundaria o terciaria, ácido ascórbico o indo]. Cier
tos iones inorgánicos, particuiarmente e] ioduro, son oxidados
por peroxidasas.

Las peroxidasas pueden dividirse en dos tipos de acuer
do a 1a naturaieza de sus grupos prostéticos: 1as peroxidasasfia
voproteicas y 1as peroxidasas que contienen hierro; Estas últi
mas a su vez se subdividen en dos grupos: ias que poseen proto

hematina y 1as que contienen quelatos tetrapirróiicos de hierro
no-identificados.

1.4.1.5. Cataiasas

Las cataiasas son enzimas que cataiizan 1a descomposición
de peróxido de hidrógeno de acuerdo a 1a siguiente reacción (Reag
ción 2):

2 “202+ 2 HZO + 02 ReaCCión 2

En ciertas condiciones las catalasaspueden actuar como
peroxidasas.

La función fisioiógica de la cataiasa es un tema de con
troversia. Aigunos autores consideran que poseen un ro] protec
tor destruyendo e] H202, que es tóxico para Ios seres vivos
(Lemberg y Legge, 1949) mientras que otros autores ie asignan



una función peroxidativa (Keiiin y Hartree, 1945).

1.4.1.6. Triptofano pirroïasa

La triptofano pirroïasa es 1a hemoproteina que cataiiza
1a oxidación de] triptofano a formi] quinurenina (Reacción 3).

Il

CHïfH-CÜÜH C-CHZEH-CÜÜH
I

. mz __. <1 MHZ
NH-CHD

Triptofano Formílquínurenina

IZ

Reacción 3

E1 mecanismo de 1a reacción enzimática invoiucra 1a
oxigenación directa de] triptofano por oxigeno moiecuiar. Se
vió que e] peróxido era necesario para convertir 1a enzima férri
ca inactiva en su forma ferrosa activa.

Su capacidad de combinarse con e] oxigeno,manteniendo
e] hierro en e] estado ferroso, 1a asemeja a 1a hemogïobina
(Marks, 1969).
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II. BIOQUIMICA DE LOS TETRAPIRROLES

II.I. INTRODUCCION

La mayoria de las céiuias vivientes son capaces de sin
tetizar sus tetrapirroies a partir de precursores muysimpies.

E] camino biosintético de] hemo se i1ustra en 1a Figura
11.1.

La primera y 1as tres últimas enzimas de 1a biosintesis
de] hemoestán iocaiizadas en 1a mitocondria; las otras enzimas
se encuentran en e] citopïasma (Mauzeraii y Granick, 1958).

La misma secuencia de reacciones opera en todas las fo:
mas vivas hasta 1a etapa de protoporfirina IX; a partir de aiii,
dependiendo de cua] fuere e] producto final, es decir hemos, cig
rofiias o bacteriociorofiias, se producen ias ramificaciones co
rrespondientes.

En cuanto a 105 aspectos termodinámicos de esta secuen
cia, soiamente 1a etapa de formación de succini] CoA, es ender
gónica. Las demás reacciones son exergónicas y, en consecuencia,
se encuentran termodinámicamente favorecidas.

II.2. GLICOCOLA, ACETATO Y SUCCINIL-COA COMO PRECURSORES DEL

HEMO

Hasta 1945 se desconocía 1a estructura de los precurso
res de] hemo; recién entonces, con 1a introducción de ias técni
cas isotópicas Shemin y Rittenberg (1945) demostraron, usando
primero giicocoia marcada con 15Ny Iuego con HC, que este ami
noácido proporcionaba Ios cuatro nitrógenos, además de ios cua
tro carbonos de los puentes meténicos y otros cuatro de Ios car
bonos a en Ios aniilos pirróIicos (Figura 11.2.).

La ciave acerca de] origen ios 26 átomos de carbono
restantes en 1a moiécula deprotopo; rina IX, provino asimismo
de observaciones fundamentales de] !aboratorio de Shemin (Bioch
y Rittenberg, 1945; Shemin y Rittenberg, 1951). Enpieando aceta
to marcado con HC, ya sea en e] grupo metilo o en e] carboxiio,
demostraron que ambos carbonos se incorporaban especificamente



en determinados sitios del tetrapirrol. Poco después se compro
bó que en realidad, el acetato entraba al camino del hemo a tra
vés de un compuesto activo de cuatro carbonos, la succinil CoA
(Shemin y Kumin, l952).

II.3. ENZIMAS DEL CAMINO DE LOS TETRAPIRROLES

II.3.l. Síntesis de Succinil-CoA: Succinil-CoA-Sintetasa

Numerosas evidencias experimentales han establecido que
la succinil-COA sintetasa (Suc.CoA-S), juega un papel importante
en la biosintesis de las porfirinas y está directamente involu
crada en los mecanismos que la controlan (Labbe y col, l965;
Batlle y col, l975). Esta enzima, conocida también como succinil
CoAtioquinasa, cataliza reversiblemente la sintesis de succinil
CoA, precursor del hemo, a partir de succinato, coenzima A y un
nucleósido trifosfato (Reacción l).

coou

coou GHZ

ÉHZ + CoASH + NTP 15354595¿ï* CH2 + NDP + Pi

9H2 M9++ ¿o

COOH ¿CoA

Reacción l

Esta enzima fue detectada originalmente por Kaufmanen
l95l. Ha sido aislada y purificada a partir de diversas fuentes,
comocorazón de cerdo, riñón, hojas de espinaca, leguminosas, tri
go y tabaco, mitocondrias de alcaucil, callos de soya y E. coit
(Nishimura y Grinnel, 1972; Hider de Xifra y Batlle, l973).

En la mayoria de los tejidos la Suc.CoA-S es una enzima
particulada, mitocondrial o cloroplástica. Es altamente especifl
ca para el succinato y CoA, mientras que con respecto al nucleó
sido trifosfato, la especificidad varia segün el origen de la pro
teina. La enzima de mamíferos puede emplear GTP o ITP (Cha y
Park, l964), mientras que en tejidos vegetales y bacterianos es
especifica para ATP (Nandi y Waygood, l965; Nider de Xifra y
Tigier, l97l).

La Suc CoA-Srequiere la presencia de un catión divalente
o+ 7+ . . . .

(generalmente Mn‘ o Mr“ ) para expresar su max1ma activ1dad.
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Se comporta comouna enzima suifhidrilica, siendo inhi
bida por p-cioromercuribenzoato, iodobenzoato, iodoacetamida,
giutatión oxidado y N-etiimaieimida. En aigunos tejidos es necg
saria 1a presencia de un protector de grupos süïfhidriios, como
e] giutatión reducido (GSH)para lograr máxima actividad. Sin
embargo,otros tioies, comocisteïna, tiogiicoiato y ditiotreito]
1a inactivan (Wider de Xifra y Tigier, 1971).

E1 peso molecuiar de 1a Suc.CoA-S varia entre 70.000 y
140.000 daitons según 1a fuente. Mediante e] empieo de agentes
disociantes, se comprobó que 1a proteina está formada por dos
tipos desubunidades (a yB ), de pesos molecuiares 29.000 y
41.000 daitons, por 10 tanto se trata de una proteina oiigomérl
ca, constituida por dos o cuatro subunidades.

E1 mecanismo de acción de 1a Suc.CoA-S es reiativamente

complejo; se han postuiado varios esquemas, de los cuaies e] más
reciente fue propuesto por Hider de Xifra y Batile (1976). Este
modeio (Figura II¿3¿) tiene en cuenta todas 1as evidencias expe
rimentaiesracumuiadas hasta ese momentoy piantea 1a posibili
dad de caminos alternativos.
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II.3.2. Sintesis de ácido ó-aminoievüiico

II.3.2.1. ó-Aminoievüiico-Sintetasa

Esta enzima desempeña un ro] fundamenta] en ios procesos
de reguiación de ia biosintesis de] hemoy se tratará exhaustiva
mente en e] Capituio IV.

II.3.2.2. Dioxoaminovaiérico Transaminasa

En e] año 1955, en experimentos en los que se administra
ba 5-1“C-ALAa ratas, Shemin y co] observaron radioactividad en
e] C02.respiratorio, formiato urinario y e] grupo ureido de] ácl
do úrico. Estos haiiazgos permitieron piantear una serie de reag
ciones que se conocen actualmente comocicio de] succinato-giici
ng o cicio de Russei] y Shemin (Figura_LL¿í¿). Estos investiga
dores supusieron que e] ALAformado por condensación de 1a giici
na con e] succinato, podia deaminarse dando Y,6-dioxovaierato
(DOVA)e] Cual a1 perder e] grupo carboniio termina] regeneraria
e] succinato y liberaria n fragmento de un átomo de carbono



(proveniente de] C-2 de 1a giicina) capaz de participar 1uego
en ias conocidas reacciones de 1a biosïntesis de purinas.
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FIGURA11.4.: Ciclo de] succinato-glicina

Posteriormente, se confirmó 1a existencia de este ciclo
en Rhodoapinizzum nubnum (Shigesada, 1972).

En 10 que respecta a 1a deaminación de] ALA, en homogena
to de higado de mamíferos (Kowaiski y co], 1957) y en extracto
crudo de Cutgncbactcnáum diphtenáae (Bagdasarian, 1958), se de
tectó 1a presencia de una enzima capaz de catalizar 1a transami
nación de] ALAcon piruvato o a-cetogïutarato, produciendo aiani
na y giutamato, respectivamente.

En 1961, Gibson y co] demostraron que e] equilibrio en
1a reacción de transaminación está desplazado en favor de 1a



formación de ALAa partir de DOVA.Efectivamente, incubando un
extracto enzimático de Rp. ¿pheno¿dcó con DOVAy L-alanina se ob
tiene ALAy piruvato.

Posteriormente, Neuberger y Turner (l963) aislaron, puri
ficaron y caracterizaron la y,6-dioxovalerato transaminasa
(DOVA-T)de esta misma bacteria fotosintética.

La mayoria de los trabajos realizados en plantas superig
res, para las cuales se postula esta via de sintesis, no utili
zan DOVAcomo sustrato, sino que partiendo de precursores radiag
tivos de cinco átomos de carbono (glutamato, glutamina, a-ceto
glutarato), prueban la incorporación del esqueleto intacto de
los átomos de carbono de estos compuestos en el ALA. Si la sin
tesis se produjera a través del ALA-S, uno de los cinco átomos
de carbono, por ejemplo el C-l del ácido glutámico, se liberaria
comoC02 al pasar, via a-cetoglutarato a succinato (Figura 11.5.).

Solamente, Lohr y Friedmann en el año 1976, purificaron
parcialmente, a partir de hojas de Zea maya, dos enzimas que
catalizan la conversión de u-cetoglutarato a DOVAy de DOVAa
ALA, respectivamente.

Con respecto al mecanismo de acción, algunos aut0res le
adjudican un clásico mecanismoping-pong, tipico de las transa
minasas (Noguchi y Mori, l98l), mientras que otros postulan un
mecanismoping-pong con ciertas caracteristicas particulares
(Varticovski y col, 1980). Todos coinciden en oue las dos formas
enzimáticas estables, a través de las cuales actuaria la DOVA-T,
según este mecanismo, corresponden a los complejos enzima>fosfa
to de piridoxal y enzima-fosfato de piridoxamina, respectivameg
te. Con la primera de estas formas se uniria el aminoácido mien
tras que el DOVAlo haria con la segunda de ellas.

La reacción catalizada por la DOVA-T,a diferencia de lo
que ocurre con la mayoria de las transaminasas, es irreversible.

Varticovski y col (1980) purificaron la DOVA-Tde mito
condria de higado bovino. La enzima era muy estable, con un peso
molecular de 240.000 daltons y requería fosfato de piridoxal cg
mo cofactor. Tenia alta afinidad por el amino donor (L-alanina)
y por el amino aceptor (ï,6-dioxovalerato). La capacidad de la
DOVA-Tde sintetizar ALAparece muy superior a la capacidad del
ALA-Sde mitocondria de higado bovino. Aún no se ha establecido
si los requerimientos de hemopueden modificar la actividad de

“DOVA-Ten las células, cumpliendo asi alguna acción regulatoria.
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11.3.3. Sintesis de PBG: ALA-Dehidrasa

La ó-aminolevülico-dehidrasa (ALA-D), también conocida
comoporfobilinógeno sintetasa, cataliza la ciclación de dos mg
léculas del compuesto alifático ALApara dar un derivado hetero
ciclico, el porfobilinógeno (PBG). En este proceso se pierden
dos moléculas de agua.

El ALA-Destá ampliamente distribuida en la naturaleza:
en células parenquimales y sanguíneas de las más diversas espe
cies animales (Batlle y col, 1967; Tomioy col, 1968; Barreiro,
l969; Shetty y Miller, l969; Moore y col, l97l) y en el hombre
(Calissano y col, l966; Nakaoy col, l968; Collier, 1971); en
células de trigo (Nandi y Waygood, 1967); tabaco (Shetty y Mi
ller, 1969) y otras plantas (Carell y Kahn, 1964; Tigier y col,
1968, 1970); en células de levaduras (Barreiro, l969); en hongos
(Muthukrishman y col, l969, l972) y bacterias (Nandi, l97l; Yama
saki y Moriyama, l97l).

El ALA-Des una enzima citoplasmática soluble (Granick
y Mauzerall, l958), lo cual implica que una vez que el ALAse
ha sintetizado dentro de la mitocondria debe difundir al cito
plasma, para ser luego convertido en PBG.

Es una enzima termoestable y típicamente-sulfhidrilica.
En la mayoria de los tejidos estudiados necesita la presencia
de un compuesto reductor tiólico como por ejemplo cisteina o
glutatión, para actuar con un máximode actividad. Es muy sensi
ble a agentes bloqueantes de grupos -SH, como los metales'pesa
dos (plomo, mercurio, cadmio) u otros reactivos como p-cloromer
curibenzoato o iodoacetamida, que inhiben significativamente
al ALA-D,a concentraciones muy bajas. La enzima de algunas fuen
tes se activa en presencia de ciertos cationes comopor ejemplo,
cinc, cobre y aluminio. Asi la actividad de ALA-Dinhibida por
plomo, puede ser restaurada c0mpletamente por el agregado de di
tiotreitol (Granick y col, 1973) o Zn2+ (Finelli y col, 1975). El
plomo evidentemente no interfiere con la sintesis de ALA-Den
eritrocitos humanos, sino que inhibe su actividad enzimática de
una manera no-competi iva (Granick y col, 1973).

El ALA-Des u enzima oligomérica, de peso Molecular
280.000,constituida por 8 subunidades similares y al parecer la
estructura minima funcional correspondería a la de un dimero de
peso molecular 70.000 (Batlle y col, 1978). En el sitio activo



de 1a enzima hay dos residuos cisteina, un átomo de Zn2+ y dos
residuos histidina. La fotooxidación de ios residuos histidina
disminuye 1a actividad enzimática y 1a cantidad de Zn2+ unido,
sugiriendo que 1as histidinas no soiamente ocupan e] sitio cata
litico de 1a enzima, sino que también sirven como un posibïe
ligando para e] Zn2+ (Tsukamoto y co], 1979). En reaiidad e]
Zn2+ puede proteger ios grupos suifhidriios esenciaies de 1a
autooxidación por coordinación con eiios (Bevan y co], 1980),pe
ro dicho meta] no es cataiiticamente esencia] si 1a autooxida
ción de 1a enzima puede prevenirse por otros medios. Se demostró
que e] Cdz+ restaura 1a actividad de 1a apoenzima (Bevan y co],
1980).

Actualmente se acepta que e] mecanismo de reacción de]
ALA-Dprocede de 1a siguiente manera: una moiécuia de ALAse une
covaientemente a 1a enzima a través de 1a formación de una base
de Schiff entre e] grupo e-amino de] residuo 1isina y e] grupo
ceto de] ALA.Este carbanión estabiiizado participa iuego en una
condensación aidóiica de 1a segunda moiécuia de ALAcon libera
ción de una moiéCuia de agua (Nandi y Shemin, 1968). En 1a [ig_
ra II.6. se iiustra e] modeio más reciente postuiado por Batile
y Steiia (1978). Posteriormente Jordan y Seehra (1980) demostrg
ron que 1a primer moiécuia de ALAunida iniciaimente a 1a enzima
da origen a 1a cadena iaterai de ácido propiónico de] PBG.

En 1a mayoria de ios tejidos mamíferos, 1a actividad de
ALA-Destá presente en un nive] Casi 100 veces superior a1 de]
ALA-S. En reaiidad 1a concentración de ALA-Destá en exceso res
pecto de ias otras enzimas de] camino biosintético de] hemo.
Sin embargo, si esta enzima se ha11ara marcadamente inhibida, se
produciría una_disminución en 1a veiocidad de formación de] hemo
(Ebert y co], 1979).

Se sabe que e] piomo inhibe significativamente 1a activi
dad de] ALA-D¿n vLuo dando como resuitado una excesiva excre
ción de ALAen orina y, por 10 menos en e] caso de exposición a
guda, e] meta] también puede reducir e] nivei e integridad fun
ciona] de] citocromo P-450 microsomai (Alvares y co], 1972). Adg
más e] nive] de] citocromo P-450 se encontró disminuido en ratas
tratadas con aminotriazo] (Kato, 1967), un inhibidor de 1a acti
vidad de ALA-D, sugiriendo que 1a actividad disminuida de] ALA-D
puede iimitar 1a formación de hemo para 1a sintesis de] citocro
mo microsomai (Tephiy, 1978).
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11.3.4. Sintesis de uroporfirinógeno: Porfobiiinoqenasa

E1 término porfobiiinogenasa (PBGasa) fue propuesto por
Lockwoody Rimington (1957), para designar a] sistema enzimático
que cataiiza 1a condensación de cuatro moiécuias de PBGen ei
primer tetrapirroi cíclico, e] uroporfirinógeno III, intermedia_
rio fisioiógico en 1a biosintesis de] hemo,ciorofiias y corri
nas. La PBGasa es un compiejo proteico formado por dos enzimas
diferentes, 1a uroporfirinógeno I sintetasa (Uro-S) o deaminasa,
proteina termoestab]e.y ia uroporfirinógeno III-cosintetasa
(Uro¡CoS) o isomerasa, que es e] componente termoiábii.

La deaminasa cataliza 1a condensación de cuatro mo]écu_
ias de PBGpara formar un tetrapirro] ciciico simétrico, e] urg
porfirinógeno I (Urogen-I). La isomerasa, en cambio, no usa a1
PBGcomo sustrato ni tampoco actúa sobre e] urogen I; sin embar
go, cuando se encuentra asociada con 1a deaminasa, formando e]
complejo PBGasa, transforma cuatro moiécuias de PBGen e] uro
gen III, e] isómero asimétrico, por medio de condensaciones
sucesivas con eiiminación de amoniaco e inversión de uno de ios
aniiios. La cantidad reiativa de isomerasa es generaimente mucho
mayor que ia de deaminasa (Frydman y Feinstein, 1974), aseguran
dose asi ia formación de urogen tipo III.

La PBGasa se ha estudiado en sistemas vegetaies, anima
1es y bacterianos (Batiie y Rossetti, 1977). Es una enzima cito
plasmática y suifhidriiica. Tanto 1a PBGasa, como sus componen
tes deaminasa e isomerasa, se han aisiado y purificado a partir
de numerosos organismos y se han determinado sus propiedades.

Los estudios cinéticos indican que 1a PBGasapresenta ias
caracteristicas de una enzima aiostérica, en aigunos casos se og
serva cooperatividad positiva y en otros una combinación de coc
peratividad positiva y negativa (Sancovich y co], 1969; Llambias
y Batiie, i970 a y b; Liambias y co], 1971); de todos modos es
evidente que ia entrada de 1a primera moiécuia de PBGa1 sitio
activo de 1a enzima controia 1a entrada de las siguientes.

En ciertos tejidos y bajo determinadas condiciones se
han aislado intermediarios poiipirróiicos, de diferente iongitud,
que según provengan de 1a acción de] complejo PBGasa sobre e]
P86, o sóio de 1a deaminasa sobre e] PBG, ya iievan preFormada
1a estructura de] isómero norma] III o de] isómero I, respectiva
mente (Liambias y Batiie, 1970 c; 1971; Rossetti y Batiie, 1977;
Rossetti y co], 1977).



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

En base a estas evidencias experimentales Batlle y
Rossetti (1977) postularon el mecanismo de acción de la PBGasa
que se ilustra en la Figura II.7.

Unaconsideraciónimportante de este modelo es que la e
tapa de isomerización que lleva al tipo III ocurriría, aparente
mente, al inicio de la reacción, inmediatamente después de la
unión de la primer molécula de PBGal complejo, formándose, por
unión cabeza-cola con la seounda molecüla de PBG, un dipirrol
ya isomerizado.

Sin embargo, trabajos posteriores (Battersby y col, 1979;
Burton y col, 1979) propusieron que, en realidad, el uroporfiri
nógeno III se formaría a partir de un preuroporfirinógeno o te
trapirrilmetano no isomerizado, resultado de la condensación se
cuencial de cuatro moléculas de PBGpor acción de la deaminaSa.La
isomerasa emplearia a este bilano comosustrato, prodUCiendo fi
nalmente el uroporfirinógeno III (Jordan y col, 1979; Jordan y
Seehra, 1979).

Recientemente, Battersby y col (1980) postularon que la
isomerasa actuaria sobre el hidroximetilbilano produciendo la
isomerización del anillo D seguida de una rápida ciclización.

11.3.5. Sintesis de Coproporfirinógeno: Uroporfirinógeno decar
boxilasa

La decarboxilación secuencial de las cuatro cadenas de É
cido acético del uroporfirinógeno III, por acción de la enzima
citoplasmática uroporfirinógeno decarboxilasa (Uro-Dcasa) lleva
a la formación de coproporfirinógeno III, con liberación de cua
tro moles de C02. Esta enzima ha sido estudiada en reticuloci
tos de conejo (Granick y Mauzerall, 1958), bazo de ratón (Romeo
y Levin, 1971); eritrocitos de aves (Hoare y Heath, 1958; Batlle
y Grinstein, 1964; Tomio y col, 1970) y humanos (Elder y Tovey,
1977; Elder, 1982); glándula de Harder (Tomio y Grinstein, 1968);
higado de rata (Aragonés y col, 1972) e higado de cerdo (Kushner
y col, 1975).
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La decarboxilasa actúa especificamente sobre los restos
acético ; pero no selecciona el tipo isomérico, ya que -s capaz
de decarboxilar los cuatro isómeros posibles del uropOrïírinógg
no, aunque con diferente velocidad,III > IV > II > I. Ademá pug
de catalizar la decarboxilación sobre los distintos isómeros de
los demás porfirinógenos con 7, 6 y 5 carboxilos. La afini, l de
la enzima parece disminuir cuando la cantidad de grupos carboxi
los del sustrato es menor (Smith y Francis, 1979).

Es una enzima particularmente anaeróbica, de manera que
el oxigeno la inhibe significativamente; aunque se ha demostrado
que la acción del oxigeno se debe a una oxidación de sus sustrg
tos, los porfirinógenos, no puede descartarse un efecto directo
sobre la enzima misma. Es termolábil y sulfhidrilica, siendo ag
tivada o protegida por B-mercaptoetanol o GSH, e inhibida por
metales pesados y bloqueantes de restos sulfhidrilicos.

En cuanto a la forma de acción de la decarboxilasa toda
via no ha podido dilucidarse el mecanismo mismo de la reacción
de decarboxilación del resto acetato a metilo; sólo se ha consg
guido establecer cuál es la ruta de decarboxilación de uroporfi
rinógeno III a coproporfirinógeno III (Jackson y col, 1976). La
decarboxilación se inicia en el resto acetato del anillo D del
urogen III, ubicado sobre la enzima, prosiguiendo luego sobre
los otros restos acetato de los anillos A, B y C hasta formar
el coprogen III (Fioura 11.8.). Es decir, el urogen III se de;
plazaria sobre la superficie de la enzima en el sentido de las
agujas del reloj.

Esta enzima actúa también sobre el urogen I convirtién
dolo en coprogen I por cualquiera de las dos únicas rutas posi
bles (Jackson y col, 1977) (Figura 11.9.).

Estudios sobre las propiedades cinéticas de la decarboxi
lasa de glóbulos rojos (Taylor y Roenigk, 1975) han demostrado
una inhibición recíproca en la decarboxilación de porfirinógenos
dela serie III por porfirinógenos de la serie I con el mismo nümg
ro de carboxilos y una inhibición no recíproca en la decarboxila
ción de urogen III por firiaporfirinógeno III y pentaporfirinó
geno III. Los autores sugieren que los porfirinógenos de ambas
series isoméricas con el mismo número de carboxilos son decarbo
xilados en el mismocentro activo, mientras que la decarboxila
ción secuencial de urogen III a coprogen III ocurre en cuatro
sitios diferentes.
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Los vaiores obtenidos en 1a determinación de Kmy Vmax
indican que 1a enzima tiene mayor afinidad por los isómeros de
1a serie III que por ios de la serie I.

11.3.6. Sintesis de Protogorfirinógeno : Coproporfirinogenasa

La copro firinogenasa (CPGasa), coproporfirinógeno 0x1
dasa o coprogena cataliza 1a decarboxiïación oxidativa de 105
dos restos propionato ubicados en los aniïïos A y B de] copropoi
firinógeno III en dos grupos viniio , por eiiminación de dos
moiéculas de C02 y dos de hidrógeno, con 1a consecuente forma



ción de protoporfirinógeno IX (Figura 11.10.).

A P

Uroporñrinógeno l

P A ¡x P 1 MIl
M P

P/ \ M

A P A P

llexaporflrinógeno Hexaporfirinogeno

A P M P

Pentaporl'irinógeno Coproporflrinógenq I

FIGURA11.9.: Rutas alternativas y simuïtáneas pa
ra 1a decarboxilación enzimática dE]
uroporfirinógeno I en coproporfiring
geno I.

La coprogenasa es una enzima aïtamente especifica para
e] coproporfirinógeno III, por 10 cua] sólo se encuentra en 1a
naturaieza 1a protoporfirina IX. Noutiiiza los coproporfirinó
genos I y II como sustratos, aunque ¿n u¿tno puede empiear e]
isómero IV, producto de sintesis, dando origen a 1a protoporfi



rina XIII (Al-Hazimi y co], 1976).

CÜÜH POOH COÜH

c.“2 i”? fi“ i“

H3C CH2 H3 CHOH “20 H3C H3c CH2

II I, -—- ’l Ii 4+ l ll -¿+ ll Il
N N N

H H H H

Coproporfirínógeno [JH-derivado cís-acril-derivado Proioporfiríno'geno

FIGURA11.10.: Mecanismo de decarboxiiación oxidativa de] coprg
porfirinógeno III a protoporfirinógeno IX.

En todos ios tejidos estudiados 1a CPGasa es una enzima
mitocondria] (Batiie y co], 1965) y en eucariotes tiene un re
querimiento absoluto por e] oxigeno molecuiar (Faik y col,
1953), e] cua] actuaria como aceptor de hidrógenos no pudiendo
ser reemplazado por otros oxidantes. En ciertos organismos es
trictamente anaeróbicos debe existir, necesariamente, aigün meca
nismo que iieve a 1a formación de protogen IX por otra via (Mo
ri y Sano, 1968). Tait (1969, 1972) en Rp. ¿pchodeb y Pouison
y Poigiase (1974 a) en S. cen¿v¿s¿ae detectaron actividad de
CPGasaen aerobiosis y anaerobiosis; utilizando,en este üitimo
caso, un sistema constituido DorATP, L-metionina y Mg++ como
aceptor de hidrógeno.

Recientemente, Yoshinaga y Sano (1980) purificaron 1a
CPGasa de higado bovino,ha11andoun peso moiecuiar de 74.000 a
través de fiitración en ge] y de 71.600 por e1ectroforesis en
SDSpoiiacriiamida, confirmando ios datos obtenidos para higado
de rata (Batiie, y c015 1965) , sugiriendo que se trata de una
proteina monomérica.

En base a 1a determinación de Ias estructurasde porfiri
nas obtenidas de materiaies biológicos y a 1a sintesis quimica
de posibies intermediarios en esta reacción, se han postuiado
varios mecanismos de acción para esta enzima.

En 1968, Tomio y Grinstein detectaron por primera vez
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una porfirina tricarboxilica en glándula de Harder, denominada
harderoporfirina, cuya estructura fue confirmada por sintesis
quimica (Kennedy y col, 1970). Este intermediario es un deriva
do de la coproporfirina III en el cual el resto propiónico de
la posición 2 del anillo A está sustituido por un vinilo. Estos
resultados han sugerido que la decarboxilación oxidativa de los
restos propionato es un proceso en etapas, comenzando por el
sustituyente en 2 del anillo A y siguiendo luego por el del ani
llo B; asi la coprogenasaactuaria,análogamentea la decarboxilg
sa, siguiendo el sentido de las agujas del reloj.

Rimington y Tooth (l96l) postularon que una acrilico
porfirina podria ser el intermediario de esta reacción; se ob
servó que el trans 2,4-diacrilico porfirinógeno no actuaba como
sustrato (Sano y Granick, l96l; Batlle y Rimington, 1966); aun
que aün asi existia la posibilidad de que el verdadero intermg
diario fuera el isómero ciS(Batlle y col, 1965). Posteriormente
French y col (l970) aislaron de materiales biológicos la porfl
rina S-4ll cuya estructura correspondia a una porfirina tricarbg
xilica con un sustituyente cis-acrilato en la posición 2 del a
nillo, lo cual estaria apoyando la teoria anterior.

Batlle y col (1965) propusieron que la primera etapa en
este proceso era una oxidación del resto propionato a un hidroxi
propionato (Figura 11.10.). Sano (l966) sintetizó una mezcla de
isómeros de este compuesto, comprobando su incorporación en el
protoporfirinógeno utilizando extractos mitocondriales de higa
do bovino como fuente enzimática.

Estudios posteriores ¿n vitno (Battersby y col, 1972;
Zamany col, 1972), empleando precursores marcados, revelaron
que la porfirina S-4ll, aparentemente, no seria un intermedia
rio normal. Jackson y col (l976) interpretaron estos resultados
sugiriendo que dicha porfirina provendria de un camino anormal y
que el u-hidroxi-propionil derivado podria eliminar agua y de
carboxilarse simultáneamente a vinilo. Sin embargo, no puede
descartarse la posibilidad de que bajo control enzimático, ocu
rra ¿n uLvo la ruta esquematizada en la Figura 11.10..

En un estudio reciente, Jackson y col (l980) utilizando
hemolizados de eritrocitos de pollo y mitocondrias de higado de
rata comofuente enzimática, postularon que el intermediario an
terior al harderoporfirinógeno seriu un porfirinógeno hidroxi
propiónico (figura II.l0.). Yoshin y Sano (1980) demostraron
que la conversión enzimática de lo: grupos propionato del coprg
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porfirinógeno III a los dos grupos viniio de] protODorfirinóge
no IX ocurre en etapas desde 1a posición 2 a 1a 4 con 1a for
mación de] porfirinógeno B-hidroxipropionato como intermediario.

11.3.7. Sintesis de protoporfirina: Protoporfirinógeno-oxidasa

E1 protoporfirinógeno IX es oxidado en 1a mitocondria
a protoporfirina IX. Esta reacción puede proceder no enzimática
mente en presencia de oxigeno molecuiar (Sano y Granick, 1961).

Sin embargo, PouisonyPoigiase (1974 a, b; 1975) aislaron
y caracterizaron una enzima mitocondria] que cataiiza 1a oxida
ción de protoporfirinógeno IX a protoporfirina IX con pérdida
de 6 átomos de hidrógeno. La protogen-oxidasa purificada de
1evaduras (Pouisony Po]giase,1974 a) y de higado de rata (Poui
son, 1976) requiere oxigeno molecular. La enzima de higado de
rata tiene un peso moiecuiar de 35.000 (Pouison, 1976). es
sulfhidriiica, aparentemente no requiere cofactores para su ac
tividad y no 1a afectan Ios agentes queiantes. E1 urogen I o
III, o coprogen I o III, no actúan como sustratos. En EachQAL
chia co¿¿, Jacobs y Jacobs (1975) midieron actividad aeróbica
de esta enzima. Estos mismos autores (1976) demostraron luego
que esta reacción podia ocurriren condiciones anaeróbicas utiii
zando fumarato comoaceptor aiternatiVO de eiectrones. La oxidg
ción anaeróbica dei protoporfirinógeno está acoplada a 1a re
ducción de] fumarato a través de intermediarios de 1a cadena de
transporte de eiectrones, especificamente quinonas (Jacobs y Ja
cobs, 1977 a, b; 1978). Puede conciuirse que es poco probabie

un mecanismo de acción enzimático que requiera oxigeno moiecu
lar y que en cambio, 1a cadena de transporte de electrones debe
jugar un ro] importante en esta oxidación (Jacobs y Jacobs, 1979).

Aunqueaün no se conoce su mecanismo de acción preciso,
se postuia que los restos suifhidrilicos de 1a proteina serian
muy importantes en 1a catáiisis por su unión con los grupos vini
ios de] prot0porfirinógeno IX y se ha sugerido que 1a oxidación
de] sustrato involucra una pérdida estereoespecifica delos áto
mos de hidrógeno ubicados en sóio uno de los lados de] piano de]
tetrapirroi (Jackson y Games, 1975).

La reacción ocurre en dos etapas. En 1a primera se forma
e] intermediario tetrahidroprotoporfirina IX, un pigmento con
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un máximo de absorción a 503 nm (P-503). E1 segundo paso, que
requiere 1a remoción de 4 hidrógenos,está catalizado por 1a prg
togen oxidasa (Figura 11.11.).

V M

V

protoporfírino’geno IX

[(2)
v M M M

M V —4H P _ P

protoporfirinaIX

M M

P P

P 503

®y® Proiogenoxidasa

® aUtooxidación

FIGURA11.11.: Esquema de 1a formación de protoporfiri
na IX a partir de protoporfirinógeno IX



11.3.8. Sintesis de hemo: Ferroquelatasa

La enzima final en el camino del hemo, ferroquelatasa
(Rimington, l958) o hemosintetasa, se encuentra fuertemente a
sociada a la membrana interna de la mitocondria (McKayy col,
1969) y cataliza la inserción de hierro ferroso en el anillo de
la protoporfirina IX.

Es una enzima particulada que se encuentra en las mito
condrias de células animales, en cloroplastos de vegetales y en
los cromatóforos de bacterias fotosintéticas.

En l961, Schwartz y col, demostraron que la incorpora
ción de hierro ferroso en la protoporfirina se veia facilitada
por la presencia de globina, y que el producto final de la reag
ción, caracterizado por electroforesis y cromatografía, era la
hemoglobina.

Esta enzima es absolutamente especifica para el hierro,
lo cual es muy significativo, ya que, ¿n vivo, la enzima debe
seleccionar a este metal entre una posible serie de cationes
divalentes. Respecto a su especificidad por la porfirina, se ob
serva que no son esenciales los grupos vinilo ubicados en posi
ción 2 y 4 de la protoporfirina, ya que la meso y deuteroporfi
rina, en las cuales los vinilos están sustituidos por etilos e
hidrógenos, respectivamente, también actúan comobuenos sustra
tos En cambio, los grupos carboxilo libres del ácido propióni
co parecen ser indispensables, ya que cuando están bloqueados
los derivados no son tan efectivos comosustratos (Heikel y col,
l958), tampoco lo son los porfirinógenos ni las porfirinas par
cialmente reducidas.

Se ha postulado que la enzima posee dos sitios activos,
uno para el metal y otro para la porfirina (Nishida y Labbe,
1959).

La eliminación de lipidos inactiva la enzima y el agre
gado de fosfolipidos restablece dicha actividad al valor normal
(Yoshikawa y Yoneyama, l964; Sawada y col, 1969).

La ferroquelatasa es una lipoproteina (Mazanowskay col,
l969); se ha encontrado que el agregado de solventes orgánicos
aumenta su actividad (Mazanowskay-col, l966), posiblemente faci
litando el acceso del sustrato al sitio activo. Takeshita y col
(l970) postularon que un fosfolipido cargado participaria en la
activación de 1-a enzima.
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III. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE PORFIRINAS

III.l. MANIFESTACIONES DE LOS MECANISMOS DE REGULACION

La biosintesis del hemo es un proceso complejo y funda
mental'para la vida en nuestro planeta. En contraste con la gran
importancia biológica de los hemos, no se conoce rol fisiológi
co alguno para las porfirinas libres y sus precursores especifi
cos ALAy PBG, y sólo se los considera productos intermedios en
este camino metabólico; en condiciones normales, la cantidad de
dichos compuestos que se acumula o excreta es muy pequeña; esta
biosintesis se lleva a cabo con un rendimiento del orden del
95%;de manera que diariamente, de la producción de hemoglobina
sólo se excretan, entre precursores y profirinas, apenas un 5%.
Esta notable eficiencia es el resultado de la existencia de una
serie de controles estrechamente ligados que, sin embargo, cuando
fallan, comoocurre en las porfirias, conduce a la sintesis de
cantidades elevadas de intermediarios del camino biosintético
del hemo, con serias consecuencias para el organismo (Batlle y
col, 198l).

La alta concentración de precursores y/o intermediarios
que puede alcanzarse cuando no actúan los mecanismos de regula
ción, demuestra la gran capacidad potencial de trabajo de las
enzimas responsables de la sintesis de tetrapirroles, cuando és
tas pueden funcionar libremente, y enfatiza la necesidad de la
existencia de sistemas de control en favor de la economia y sa
lud de la célula.

En los.organismos fotosintéticos que sintetizan derivados
de hemoy clorofila y en los cuales la concentración de estos úl
timos pigmentos es cien veces mayor que la del hemo, la situación
es análoga. Es decir, necesariamente deben funcionar mecanismos
regulatorios capaces de mantener un flujo del intermediario co
mün, la protoporfirina, diversificado luego hacia los diferentes
productos finales, a la velocidad apropiada. Aparentemente las
ramas del hierro y del magnesio están controladas independiente
mente aunque inter-relacionadas, ya que bajo ciertas circunstan
cias se puede reprimir la sintesis de clorofila, sin afectar la
sintesis de hemo(Batlle y col, l981).



III.2. MECANISMOS DE CONTROL

Se han postulado diferentes mecanismos que pueden contro
lar la biosïntesis de porfirinas: i) control a través de cambios
en la actividad enzimática,.ii) control a través de cambios en
la cantidad de enzima sintetizada, iii) control por localiza
ción celular y tisular, iv) control por efectos de constituyen
tes del medio ambiente o del medio celular, oxigeno, luz, esta
do de oxido-reducción intracelular, v) control por interconexión
con otros caminos metabólicos.

Los dos primeros mecanismos están vinculados, de manera
que se considerarán simultáneamente.

III.2.l. Control por retro-inhibición y por represión enzimática
de] ALA-S

La sintesis de tetrapirroles está controlada principal
mente por cambios en la actividad de la enzima ALA-S, considera
da como la primera enzima de este camino metabólico. Es decir,
la cantidad de hemosintetizada depende de la actividad del
ALA-S,
sempeña un papel fundamental en la regulación de esta secuencia

por lo tanto esta enzima es limitante, y como tal de

biosintética.

Hay tres mecanismos por los cuales puede controlarse la
cantidad de hemo formado a través de la enzima ALA-S: uno-involu
cra cambios en su actividad, otro cambios en la cantidad de enzi
ma presente (Batlle y col, 198l) y un último que regula la trans
locación de la enzima desde el citosol a la mitocondria
(Ohashi y Kikuchi, 1972).

Asi el hemolibre o fácilmente intercambiable, constitu
ye lo que se ha denominado como "pool de hemo regulatorio" y
seria el responsable del control entre la velocidad de formación
y degradación del hemo (Granick y col, 1975).

III.2.l.l. Control por cambios en la actividad del ALA-S

Comoya se mencionó en la célula existen varios mecanis
mos Que pueden controlar la actividad de una enzima.



En un gran número de caminos metabólicos, se encontró
que e] producto fina] de una dada secuencia ejerce un efecto in
hibitorio sobre 1a primer enzima de] camino. Este tipo de con
tro] se conoce como contro] por'ïeed-bacw'o contro] por retro
inhibición o contro] por producto fina1..

Este mecanismo de contro] rápido es uno de ios que ope
ra en 1a biosintesis de] hemo. La primer prueba de] funcionamien
to de este sistema de contro] provino de Ios estudios de Lasce
11es (1964), quien demostró que cuando Rp. ¿phenotdeó se hacia
crecer en un medio deficiente en hierro, se acumuiaban grandes
cantidades de coproporfirina. E1 agregado del meta] corregia e]
probiema, postuiándose que en esta secuencia metabóiica e] hie
rro actuaba promoviendo 1a sintesis de] producto fina] hemo,
que a su vez actuaba inhibiendo 1a primer enzima, e] ALA-S
(Figura III.1.I). Esta hipótesis fue confirmada cuando se encon
tró que bajas concentraciones de hemo o hemina, de] orden de
0,1 uM,eran capaces de provocar una marcada y especifica inhi
bición de] ALA-Stanto en Rp. ¿phenoideá como en otros tejidos.
Un tipo de inhibición simiiar, operaria en e] hombre y expiica
ria 1a acumuiación de porfirinas en eritrocitos, observada en 1a
anemia por deficiencia de hierro (Rimington, 1966).

III.2.1.2. Contro] por cambios en 1a cantidad de ALA-S

Además de 1a inhibición por producto fina], se ha demo;
trado que muchossistemasson sensibies a1 contro] por represión.
En este caso, un contro] genético de 1a sintesis de ALA-S, de
pendiente de DNA, reguia e] nivel de ALA-S en 1a céiuia. E1 meca
nismo que se ha postulado para expiicar 1a síntesis de ALA-Sy
su contro] se basa en 1a conocida hipótesis de Jacob-Monod (51
gura III.1.R.) (Rimington, 1966).

En e] esquema propuesto por Granick‘yLevere (1964) se
tiene en cuenta en particuiar e] hecho experimenta] de que 1a
sintesis de hemose encuentra reprimida en 1a mayoria de los teji
dos, por cuanto sus requerimientosson generaimente bajos y ade
más, que e] mismo hemo actüa como co-represor de su propia sintg
sis.

E1 gen estructura1,una porción de] DNAcromosómico de]
operón hemo, que 11eva 1a información para 1a sintesis dei ALA-S,
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se activa por medio de un gen operador, que a su vez responde a
1a presencia de un represor activo; éste actúa normaimente so
bre e] gen operador, reprimiéndoïo, y deteniendo entonces la prg
ducción de] RNA-mensajero, que codifica 1a enzima, y por ende
interrumpiendo su sintesis. Este mecanismode represión de sintg
sis enzimática, constituye un sistema de contro] Iento.

Operan Hem

REGEEÏDOR g I OPEÉÏDOR GEN ESTRUCÏURAL PARAHEHÜ É l “¡no E ALA-S

.(-/ m
' A

e resor Represor ——o ALA-S
P ¡“No ISXNTEÏASAE I É

L

-í
1

l Represor

E Inactivo“x‘ b—_¡
m ) .“‘S¡ I E

I-RNA
9

GEN ESTRUCTURIL PARA Gen Gen
LA GLOBINA Operador Regulador

Operón Globina

FIGURAIII.1.: Mecanismo de regulación de 1a big
sintesis de] hemo; I: por inhibi
ción feed-back de] ALA-S; R: por
represión de sintesis proteica
de] ALA-S. Su coordinación con un
hipotético esquema de controi de 1a
sintesis de hemoglobina y 910b1na.

E1 represor activo se forma por 1a unión de un apo-re

presor proteico,producido por e] gen estructurai de] operón hemo,
y un co-represor que, en este caso,como se mencionara, se post!
1a que es 1a moïécula de] hemo.



Cuando no hay exceso de hemo, no tiene lugar la conjuga
ción del mismocon el apo-represor, el sistema represor es inag
tivo, y por lo tanto no actüa sobre el gen operador, de manera
que se dispara o recomienza la sintesis de ALA-S, que se lleva
rá a cabo a máximavelocidad (Figura III.l.).

Resumiendo entonces el hemocontrola su propia síntesis,
actuando rápidamente por un mecanismo feed-back inhibiendo la ag
tividad del ALA-Sy, más lentamente, por un mecanismo de repre
sión, deteniendo la sintesis proteica del ALA-S.

Este mecanismode control genético de la biosintesis del
hemo por represión ha sido demostrado en varios tejidos. El agrg
gado de hemina en concentraciones del orden de lO umolar a culti
vos en crecimiento de Rp. ¿pheno¿de¿, reprime completamente la
sintesis del ALA-S(Lascelles, l964) y se acepta que un mecanis
mo análogo opera en organismos superiores (Rimington, l966).

Por otra parte, la utilización del hemopor las distin
tas hemoproteinas debe encontrarse, de alguna manera, muy bien
coordinada con la formación de sus componentes proteicos espe
cificos. Por ejemplo, el monómerode la hemoglobina contiene he
moy globina en la relación lzl. Estudios efectuados sobre la
sintesis de globina y hemoen reticulocitos y médula de conejo,
han demostrado que existe un paralelismo entre ambos procesos,
comprobándose que un exceso de hemo inhibe su propia sintesis
por los mecanismos ya descriptos; pero por otro lado estimula
la sintesis de globina.

Se postula (Figura III.l.) que la entrada de sustancias
efectoras en las células eritroides,posiblemente eritr0poyetina
o metabolitos de células vecinas o aün el mismo hemo, transfor
man el represor activo, en un represor incapaz de ejercer su ag
ción sobre el gen operador de la globina, y en consecuencia co
mienza la sintesis de globina, que utiliza el hemolibre dispo
nible para la formación de la hemoglobina. Comoresultado de es
ta conjugación queda menos hemo disponible, de manera que el rg
presor del gen operador hemo pierde actividad y a su vez se rei
nicia la sintesis de ALA-Sy hemo.

Para explicar la relación l:l de la globina en el monómg
ro de la hemoglob ia se propone que la globina no se libera de
los polisomas haS=d que no se ha enrollado correctamente alredg
dor del hemo (Rimington, l966).



III.2.l.3. Regulación por hemode la translocación del ALA-S
desde el citosol a la mitocondria

La sintesis de ALA-Shepática, puede inducirse por la
¡administración de varias drogas; en animales esta enzima suele
estar localizada en la matriz mitocondrial (Granick y Sassa,
197l). Sin embargo, Hayashi y col (1969) demostraron que tratan
do ratas con AIA, se acumulaba una considerable cantidad de ALA-S
no sólo en la mitocondria sino también enla fracción citosólica
del higado y que la enzima presente en ambas fracciones subcelu
lares, se sintetizaba originalmente en los citorribosomas. Pos
teriormente, Nakakuki y col (l980) prepararon un anticuerpo es
pecifico contra el ALA-Scitosólica purificada. Usando este an
ticuerpo se comprobó que tanto el ALA-Scitosólica como la mi
tocondrial de higado de rata eran inmunoquimicamenteidénticas,
apoyando la hipótesis de que la enzima acumulada en la fracción
citosólica era un precursor de la particulada en tránsito a la
mitocondria.

El ALA-Scitosólica de higado de rata se-presenta como
un complejo de tres proteinas diferentes; una cataliticamente
activa y dos cataliticamente inactivas. Estas dos últimas pare
cen modular la capacidad catalitica del primer componente protei
co (Ohashi y Kikuchi, l979).

Se supone que el ALA-Scitosólica pierde una o ambas
proteinas moduladoras, antes o después de translocarse a la mi
tocondria (Ohashi y Kikuchi, l972; Igarashi y col, l976;_Kikuchi
ycol, 1976; Ohashi y Kikuchi, l977 ). Pero todavia es poco lo
que se sabe acercadel mecanismomolecular de la translocación
del ALA-So acerca del rol de estas proteinas inactivas en el
ALA-Scitosólica. Se supone que la translocación intracelular del
ALA-Scitosólica está precedida por la liberación de las dos es
pecies proteicas inactivas que la acompañan, presumiblemente
por acción de ciertas proteasas hepáticas (Ohashi y Kikuchi,
l977).

Ohashi y Kikuchi (l972) comprobaron que la hemina inhi
bia la transferencia del ALA-Sdel citosol a la mitocondria. Es
ta inhibición observada ¿n v¿uo, se vió confirmada por estudios
realizados ¿n vitao según los cuales la hemina estimulaba la

rmación del complejo del ALA-Scitosólica constituido por las
3 formas proteicas, este agregado molecular producido en presen



cia de hemina, no se disociaba fácilmente en sus componentes
activo y moduladores aún luego del tratamiento con tripsina.
En otras palabras, aparentemente la hemina prevenia la conver
sión del ALA-Scitosólica en fracciones de menor peso molecul
lar haciéndola altamente resistente al ataque proteolitico
(Ohashi y Kikuchi, 1977). Si aceptamos que éste es el mecanismo
por el cual la hemina inhibe la translocación intracelular del
ALA-S, se explicaria entonces el hecho experimental de que la
administración de heminaaanimales con porfiria inducida por
AIA, producía una gran acumulación de ALA-Sen el citosol hepáti
co, cuya vida media era varias veces mayor (Hayashi y col, 1972).
De estas experiencias puede concluirseque la hemina puede regu
lar los niveles de ALA-Sen la mitocondria no sólo por control
sobre la actividad y sobre la sintesis del ALA-S, sino también
sobre la translocación intracelular de la enzima.

III.2.l.4. Pool de hemoregulatorio

Cuatro reacciones generales compiten por el hemo en la
célula hepática:

- Es necesario para la sintesis de hemoproteinas tales comolos
citocromos mitocondriales y la catalasa, su grupo prostático.

- Es necesario para la sintesis de los citocromos microsomales
que en cambio tienen relativa baja afinidad por el hemo.

- Es utilizado por la hemo oxigenasa que lo convierte en pigmen
tos biliares.

- Reprime la formación del ALA-S a través de su unión a un apo-rg
presor proteico, comoya se ha explic lo.

Puede considerarse que la hemina formada en la mitocon
dria se mueve de acuerdo a un gra.iente de afinidades crecientes.
La afinidad relativa de las hemOproteinas, que compiten por el
grupo hemo, pueden compararse en base a sus constantes de diso
ciación, Kd; ésta se define como la concentración de hemoproteina
que resulta cuando se alcanza un 50%de disociación. El valor de
Kd depende no sólo del tipo de hemoproteina, sino también del
estado de óxido-reducción del hemoy del tipo de ligando para el
hierro (Rossi-Fanelli y col, 1964). Granick y col (l975) definig
ron sitios deunión débiles a aquellos que tienen un Kd mayor de
lO nM.



En 1a Fi ura III.2L se iiustra e] movimiento de la hemi
na desde 1a mitocondria los microsomas.
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FIGURAIII.2.: Mecanismos que reguian la sintesis de] hemo.
Afinidades de ios constituyentes celuiares y
deias hemoproteinas por e] hemo.
Las fiechas gruesas indican los principaies
caminos para e] hemo.
Aün no ha sido demostrada 1a aceieración de
1a transiación de ias proteinas en e] higa
do, por e] hemo (E).

Yoda e Israeis (1972i e Israeis y co] (1975), mediante
estudios ¿n uLIno, encontraron que 1a presencia de proteinas ci
tosóiicas, con sitos de baja afinidad no-especificos es necesa
ria para que-1a hemina pueda saiir fácilmente de 1a mitocondria
(A) hacia e] citosoi (B). La hemina pasa iuego a 1a fracción mi
crosomai que presenta mayor afinidad (C). En los microsomas el
hemo se une muy fuertemente a aigunas apoproteinas recientemen
te sintetizadas, taies comoe] citocromo P-450, con alta afini
dad por 1a hemina (Levin, 1973), formando hemoproteinas (D). De]
tota] de] hemosintetizado y metabolizado en 1a céiuia hepática
de rata, e] 80%corresponde a] citocromo P-450 y a 1a cataïasa
(Marver y Schmid, 1972). La hemina en los sistemas iibres de cg
lulas parece aceierar 1a sintesis de otras proteinas (E). Ade
más actúa como un inductor especifico dela sintesis de hemo-0x1
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genasa cuando su concentración excede lOO nM (F). La hemina es
degradada por la hemo-oxigenasa a biliverdina (G). El alto Km
de la hemo-oxigenasa (5 uM) indica que tiene una afinidad relg
tivamente baja por la hemina como sustrato.

La hemina aún a concentraciones tan bajas como lOO nM
origina una represión del 50%en la síntesis de ALA-S(H); este
efecto es de suma importancia en el control del nivel basal del
hemo en la célula.

Si definimos como Kr, la concentración de hemina que re
prime la síntesis de ALA-Sen un 50%, se puede estimar que el
nivel del hemolibre en el estado estacionario en las células
del parénquima hepático, correspondería a un Kr de lOO nM (H).
Este valor permitiría explicar el control de las velocidades de
formación de ALA-Sy del metabolismo del hemo. Asi, cuando la
cantidad de hemo libre producido en la mitocondria es mayor que
100 nMse producirían tres efectos, que finalmente conducirían
a una disminución neta de la concentración de hemo: a) reprimi
ría la formación de ALA-S, b) seria más rápidamente degradado
por la hemo-oxigenasa (Tenhunen y col, 1968) y c) causaría una
inducción más lenta,de 2 a 7 vecesaen la hemo-oxigenasa (F)
(Tenhunen y col, l970).

Por el contrario,sila.concentraciónde hemolibre decre
ce por debajo de 50 nM, la síntesis de ALA-Sestaría apenas re
primida o aün de-reprimida,sintetizándose más enzima y por lo
tanto se produciría más hemo. De todas maneras si el hemo libre
disminuye muy por debajo de 50 nM, las hemoenzimas continuarían
formándose a causa de la gran afinidad de estas apoproteínas por
el hemo, manteniendo la velocidad de suministro del hemo en un
valor adecuado.

El hemo libre es sólo una ínfima cantidad (0,1%) del to
tal del hemo en hemoproteínas de las células del parénquima he
pático, pero comoya se describió.puede gobernar la velocidad
de síntesis del ALA,compuesto limitante del camino biosintético
de los tetrapirroles (Granick y col, 1975).

III.2.2. Control por localización tisular y celular

En todos los organismos es evidente que la síntesis de
tetrapirroles debe estar regulada, en última instancia en cada
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tejido, a nivel de las etapas catalizadas por las enzimas invg
lucradas en su camino biosintético.

III.2.2.l. Especializacióntisular

La localización de la sintesis de hemoglobina en los tg
jidos eritropoyéticos especializados en animales superiores, ha
permitido explicar el problema que existiría de ocurrir una sin
tesis masiva de hemoglobina, simultáneamente con una sintesis
mucho menor, necesaria para otras hemoproteinas esenciales como
por ejemplo los citocromos. Los niveles de hemoproteinas varian
considerablemente en los tejidos (Batlle y col, 1981).

Si bien no se dispone de la información completa sobre
la biosintesis de tetrapirroles en todos los tejidos, parece e
xistir una precisa correlación entre los niveles de las enzimas
de este camino biosintético y su correspondiente capacidad para
formar sus hemoproteinas. Asi por ejemplo, se ha determinado el
nivel de algunas enzimas tales como ALA-D, comprobándose que en
higado, tejido que requiere grandes cantidades de hemo, la enzi
ma presenta su mayor actividad.

Se considera entonces, que la concentración de las enzi
mas en los distintos tejidos determine o regula la cantidad de
tetrapirrol formado por un tejido daa , que a su vez depende de
las necesidades de hemoque dicho tejido tiene (Batlle y col,
198l).

III.2.2.2. Compartimentalizaciónintracelular

Del estudio de la localización celular de las enzimas
de la biosintesis de porfirinas, se sabe que determinadas etapas
tienen lugar dentro de la mitocondria mientras que otras suceden
en el citoplasma (Figura III.3.).

De manera que los metabolitos asi formados se ven forza
dos a difundir de un espacio a otro, lo cual, podria constituir
de por si un mecanismo regulatorio, especialmente si algunos de
estos sustratos se encontraran en ciertas etapas unidos a pro
teinas, con lo cual su difusión podria modificarse según el esta
do de la célula (Batlle y col, 1981).
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FIGURAIII.3.: Locaiización intraceïular de ias
enzimas invoiucradas en ei camino
biosintético de] hemo.

También ios niveies de óxido-reducción de] medio son
importantes no 5610 para mantener a los tetrapirroïes como por
firinógenos,que son los verdaderos sustratos de las enzimas de
este camino metabólico, sino también para satisfacer ios reque
rimientos de permeabiiidad de ias diferentes membranasintrace
lniares (Rimington, 1966).

Se ha postulado asimismo 1a existencia de permeasas es
pecificas, que controiarian el pasaje de ALAy coproporfirinógg
no a través de 1a membrana mitocondria]; sin embargo aún no hay
evidencias experimentaies que avaïen esta hipótesis.

La concentración estacionaria de ALAdentro de 1a mito
condria juega un papel esencia] en 1a reguiación de la biosinte
sis de] hemo. Dicha concentración estará determinada por e] ni
ve] de succini] CoAgenerado en e] cicïo de ios ácidos tricarbg
xilicos.



III.2.3. Control por otros constituyentes del medio ambiente

III.2.3 l. Oxigeno

La tensión de oxigeno y el estado de óxido-reducción de
la célula, uno de cuyos efectos ya se mencionó, influyen en fo:
ma diferencial sobre las distintas etapas de este camino metabg
lico, ejerciendo un papel regulatorio. Por ejemplo, la transfor
mación de coproporfirinógeno a protoporfirinógeno depende exclu
sivamente del oxigeno molecular, mientras que la inserción de
hierro en protoporfirina para formar el hemo está favorecida
por condiciones relativamenteanaeróbicas(Batlle y col, 1981).

La sintesis de tetrapirroles tanto en animales superio
res comoen microorganismos está significativamente influencia
da por la presión de oxigeno, aunque el mecanismo de acción en
los primeros es bastante complejo. En bacterias fotosíntéticas
el oxigeno actuaria aumentando la sintesis de un compuesto que
inhibiria al ALA-S.

III.2.3.2. Iluminación

En bacterias fotosintéticas, las condiciones de ilumina
ción desempeñan asimismo un papel importante en la regulación
de la biosintesis de clorofila; una elevada intensidad luminosa
reprime la síntesis de ALA-S, de manera que se ha sugerido que
en estos organismos los efectos de la luz y del oxigeno,.des
cripto en el punto anterior, podrian responder a un mecanismo
de control común, vinculado con la concentración de cierto ca
rrier en la cadena de transporte de electrones y eventualmente
con los niveles de ATP{Batlle y col, l98l).

III.2.3.3. Efecto del ATP

En cuanto al papel del ATPen la regulación de la biosig
tesis del hemo, las primeras indicaciones experimentales en fa
vor de la impor‘ ¡cia de la concentración intracelular del ATP
en el control de la sintesis de porfirinas provienen de los tra
bajos de Gajdos y Gajdos-Torok (l969), quienes demostraron que
el agregado de ATP al medio de crecimiento de Rp. aphenotdeó in



hibia significativamente la sintesis de porfirinas. Paralela
mente encontraron que en animales de laboratorio con porfiria
inducida por ciertos agentes porfirinogénicos, los niveles de
ATPestaban disminuidos; y además demostraron que la administra
ción de ATP, ADPo AMP, corregia la porfiria. En base a sus in
vestigaciones, los autores postularon que el efecto del ATPse
ejerceria a nivel del ALA-Smitocondrial mediante la formación,
inducida por el ATP, de un inhibidor de naturaleza proteica.
Más recientemente (Ohashi y Shinohara, l978) se ha reportado que
el ATPestimula significativamente la actividad del ALA-Scito
plasmática en higado de rata y aunque aün no se conoce cuál se
ria el mecanismo involucrado, se ha planteado que el ATPse uni
ria a un sitio alostérico de la enzima y podria provocar cambios
conformacionales positivos en los sitios de unión de los sustra
tos glicocola y succinil-CoA, que llevarían aun aumento de la
actividad del ALA-S.Es decir, se trataría de una acción del
ATPdiferente a la propuesta por Gajdos y Gajdos-Torok (l969),
aunque compatiblegpues análogamente a lo discutido con respecto
a los efectos del hemo, el ATP podria desempeñar un papel regu
latorio dual, actuando directa o indirectamente sobre la acti
vidad de la enzima regulatoria ALA-S.

III.2.4. Control por interconexión con otros caminos metabólicos

Ya se ha mencionado que los mecanismos de regulación del

hemo se deben encontrar muy bien coordinados. con otros proce
sos biosintéticos. Por ejemplo, en el estado estacionario, la
concentración de ALAintramitocondrial está estrechamente vincu
lada con el ciclo de los ácidos tricarboxilicos, que regula el
nivel de succinil-CoA, también vimos que el estado de óxido-re
ducción y la cantidad de ATPcelular son otros factores impor
tantes, enfatizando todo esto el hecho de que el sistema de rg
gulación de esta cadena metabólica es bastante complejo e indu
dablemente está interrelacionado con el de otros caminos.

Es importante agregar a los ya descriptos, un mecanismo
adicional de control de la biosintesis de tetrapirroles en el
que se encuentran involucradas las enzimas responsables del me
tabolismo de sulfocompuestos. La existencia de este mecanismo
de control surgió de los estudios efectuados casi simultánea
mente por dos grupos de investigadores, uno en Japón y el otro



en Inglaterra. Tuboi y col (1970 a y b). pertenecientes al pri
mer grupo mencionado, demostraron que cultivos de Rp. AphenoL
dea contenían dos tipos de JLA-S, llamadas fracción I'y II, las
cuales eran inducidas de diferente forma por variaciones del mg
dio ambiente. Ademásla fracción I podia existir en dos for
mas: inactiva y activa. La conversión de la forma inactiva en
la activa parecia deberse a alguna modificación enzimática de
la molécula en la fracción I (Tuboi y Hayasaka, 197l).

Posteriormente se comprobó que en Rp. apheno¿dea la con
versión de la forma I inactiva a la forma activa requería la
presencia de un compuesto de tipo disulfuro y un componente pro
teico (Tuboi y Hayasaka, 1972 a); homocistina o L-cistina podian
ser los_disulfuros utilizados. La enzima responsable de la acti
vación se encontraba en alta concentración si el tejido se hacia
crecer en luz y anaerobiosis (Tuboi y Hayasaka, 1972 b).

Posteriormente, Neuberger y col (1973 a) comprobaron en
Rp. apheno¿deó que la anulación de la activación espontánea del
ALA-Sen extractos libres de células causada por oxigenación del
cultivo, podia atribuirse al efecto del oxigeno sobre el meta
bolismo de los sulfocompuestos. Los mismos autores (Neuberger
y col, l973 b) purificaron un activador del ALA-Sde bajo peso
molecular y obtuvieron evidencias de que dicho compuesto produ
cia sus efectos activantes por interacción directa con el ALA-S.
Dentro de los compuestos tiólicos estudiados, se comprobó que
los más efectivos eran la cistina y el glutatión (GSSG). Se
supuso que la cistina agregada a un extracto enzimático crudo
se convertía en trisulfocistina (CySSSCy),lacual actuaria direg
tamente sobre la enzima.El descubrimiento de polisulfurosorgánicos
en extractos de Rp. ¿phenoidea crecidas bajo condiciones de se
mianaerobiosis y luz, llevó a pensar que compuestos de este ti
po también controlarian la actividad de ALA-Sen las células
en crecimiento (Neuberger y col, l973 c). El efecto de la ten
sión de oxigeno y-de la intensidad de luz sobre la sintesis de
bacterioclorofila en Rp. ¿phenoides,observado originalmente
por Cohen-Bazire y col (l957),podria deberse a cambios en la ag
tividad del ALA-Scomo resultado de alteraciones en la concen
tración intracelular de polisulfuros. En presencia de oxigeno
molecular, los polisulfuros podrian convertir a la enzima en
una forma inactiva (Neuberger y col, 1973 c). A su vez la enzima
de baja actividad (forma b) puede activarse de 2 a 5 veces en



presencia de concentraciones micromolares de trisulfocistina,
mientras que la enzima de alta actividad (forma a) no es afeg
tada (Sandy y col, l975). Un extracto fresco de células creci
das semianaeróbicamente a la luz contiene una mezcla de ambas
formas de la enzima. Por almacenamiento de este extracto a 4 °C
se produce una conversión de la forma b a la forma a, lo que
explica la activación espontánea observada por Marriott y col
(l969). Los extractos de células crecidas semianaeróbicamente
pero oxigenadas antes de ser cosechadas, contenian exclusiva
mente la forma b de la enzima. Cuando estos extractos eran acti
vados por trisulfocistina se recuperaba solamente la forma a,
indicando que el trisulfuro transformaba la forma b en la for
ma a.

Posteriormente, Wider de Xifra y col (l976) considerando
los resultados obtenidos en sus experiencias, postularon un es
quema para explicar el control de la actividad de ALA-Sen Rp.
¿phenoLdea (Figura III.4.). Se propuso que la disminución en
el contenido celular del trisulfuro por oxigenación seria el re
sultado de cambios en el nivel de los sustratos para la cista
tionasa y rodenasa, enzimas responsables respectivamente de la
sintesis y degradación de trisulfocistina; y que no se deberia
a cambios en las cantidades de estas enzimas. Asi, la oxigena
ción produce un gran disturbio en el metabolismo del azufre en
Rp. ópheñoidzó, resultando en unadrástica disminución en el
contenido total de glutatión y cistina más cisteina y la acumu
lación dehomolantionina (Neuberger y col, l973 a). Esta caida
en el contenido celular de cistina produciría una disminución
de la sintesis del trisulfuro por cistationasa. Se propuso ade
más que el efecto del oxigeno sobre el metabolismo del azufre
es el resultado de su inhibición sobre la reducción del sulfi
to y sobre la conversión de homocisteina a metionina. La inhi
bición de la conversión de sulfito a tiosulfato bajaria el conte
nido celular del tiosulfato y por lo tanto.aumentaria la degra
dación del trisulfuro por la rodenasa. Incluso el agregado de
tiosulfato a cultivos antes de la oxigenación, previene parcial
mente la inhibición del ALA-Smientras que el sulfito no es e
fectivo (Neuberger y col, 1973 a).

Aún se desconoce el mecanismo de la activación por tri
sulfuro. Este compuesto podria modificar a la enzima transfirién
dole un azufre o podria actuar cataliticamente en la formación
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de un puente disulfuro intramoiecular. Si e] ALA-Sen 1a forma
a contiene unátomo de azufre suifano, 1a conversión de 1a forma
a en 1a forma b durante 1a oxigenación podria involucrar 1a
transferencia de] azufre sulfano a un anión tiofiïico (por ejem
pio suifito) por acción de 1a rodenasa. Además, 1a conversión
de 1a forma a en 1a forma b por este mecanismo y 1a remoción

.de] azufre suifano de la trisuïfocistina, puedenocurrir conti
nuamente en 1a céluia, en cuyo caso 1a oxigenación podria sóio
influir sobre 1a velocidad de sintesis de] trisuïfuro y no so
bre ]a velocidad de su degradación (Wider y co], 1976). Inoue
y co] (1979) purificaron de Rp. ¿phenotdea 1a enzima activante
del ALA-Sidentificándoia con 1a cistationasa. Confirmando es
te ha]1azgo,1a cistationasa de higado de rata podia_también ac
tivar 1a_forma b de] ALA-S.

5092

l
5032

1..

52032

i
homo]antionina<—«<——CySSCy XS

cistationasa rodenasa

CySSSCy X
l

4-----

-———————>forma b .________ forma a

actividad baja actividad aïta

FIGURAIII.4.: Esquema postuiado para e] contro]
de] ALA-S en Rp. ¿pheaoideó por
Nider de Xifra y co] (1976)
X: anión tiofiiico



Oyama y Tuboi (l979) comprobaron que además de la enzi
maactivante (cistationasa)y L-cistina se requería un activador
de alto peso molecular (proteína reguladora) para la activación
de la forma inactiva'del ALA-Sen Rp. ¿phenoide¿. Estos auto
res propusieron el siguiente mecanismode activación para esta
enzima (Figura III.5.). La proteína reguladora es modificada
por la Cistationasa y L-cistina para formar una estructura tri
sulfocistina entre los átomos de azufre de la cistina y dos re
siduos cisteína de la molécula proteica. La proteína reguladora
modificada convertiría la forma inactiva del ALA-S(FIb) en una
forma activa por intercambio de sulfhidrilos y disulfuros intra
moleculares.

f6 tu
L L

É. g _.SH cy_355_355_cy g g
¡.- fu ‘ \I- fU
a) I- V a) r
+’ 3 Enzima activante +’ 3 í
o ci , , o cnL w r-SH (Cistationasa) L m -So. L D. L

Proteína
reguladora

l I .
_.35S“ SS’S i

S” (Cy-S-S-S-Cy) S

ALA-S ALA-S

inactiva activa

FIGURAIII.5.: Mecanismo propuesto por Oyama y Tuboi
(l979) para la reacción de activación
del ALA-Sinactiva (FIb) por una proteína
reguladora en presencia de cistationasa yL-cistina.

Recientemente, Viale y col (l980) comprobaron que en
Rp. patuótnia la actividad del ALA-S se encontraría controlada
por la presencia de un compuesto de bajo peso molecular,aunque
el mecanismode acción de este factor regulador sería diferente
al existente en Rp. óphCñOLdQó.
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Los autores proponen que en Rp. paluatnid existirian
dos formas del ALA-Sdependiendo de las condiciones de creciq
miento; la forma de baja actividad se encuentra cuando las cé
lulas crecen_aeróbicamente y la forma de alta actividad cuando
lo hacen en condiciones fotosintéticas.

Bajo aerobiosis se forma un cofactor el cual se une a
lla enzima aumentandosu actividad (Figura III.6.). En condicig ;

nes anaeróbicas se forma otro compuesto o probablemente el mis
mo cofactor con una estructura modificada, el cual_también se
une al ALA-S, aunque en un sitio diferente, produciendo la fo;
ma de alta actividad.

_ ALA-S ' ALA-S

Aero + ----->biosis8 Q Q
actividad A.F. actividad

básica baja

H? 

ALA-S ALA-S ' ALA-S

Anéereisii + @5H---+¿3 .+ «a m»
blOSlS p

i actividad Ph.F. actividad ’ .actividad v

ba'sica p _ alta más alta

FIGURAIII.6.: Esquema postulado por Viale y col (l980)
- para explicar la existencia de dos fac

tores de bajo peso molecular, formados ba
jo condiciones aeróbicas (AF) y anaeróbi
cas (PhF) de crecimiento, que controlan
la actividad del ALA-Sen Rp, paiudtnió.

La estructura de la proteina sintetizada por las célu
las anaeróbicas puede ser apehas diferente de la enzima de las
células aeróbicas, y el agregado del factor aeróbico aumentaría
aün más su actividad. Por otro lado, el factOr anaeróbico no
podria unirse a un sitio sobre el ALA-Saeróbfca para interacf
tuar (Figura III.6.).

La oxigenación podria inactivar o prevenir la forma
ción del factor anaeróbico; alternativamente si los grupos sul
fhidrilos de la enzima son esenciales para su interacción, el
oxigeno podria quizás bloquear el sitio de unión, modificandola



estructura proteica aïa correspondiente de 1a forma de baja ag
tividad (Viale y col, 1980).
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IV. ACIDO 6-AMINOLEVULICO SINTETASA

IV.1. INTRODUCCION

En 1953, Shemin y Russeii identificaron un nuevo compues
to capaz de reemplazar a 1a giicina y a1 "succinato activo" en
un sistema formador de hemo¿n vitno, obtenido a partir de eri
trocitos de aves: e] ácido 6-amin01evü1ico (ALA), y propusieron
que 1a condensación entre 1a giicina y e] succinato activo produ
cia e] ácido a-amino-B-cetoadipico, e] cua] por decarboxiiación
formaba ALA.

Posteriormente, Gibson y co] (1958), también trabajando
con eritrocitos de.aves, y Kikuchi y co] (1958 a y b) con Rp.
¿phcnoideó demostraron 1a formación de ALAa partir de qiicina
y succinii-CoA por acción de 1a enzima ALA-Sintetasa (ALA-S).
Desde entonces estudios con marcación.isotópica han estabiecido
que e] ALAes 1a fuente de ios átomos de carbono y nitrógeno dei
hemo (Shemin y Russeii, 1953); y que además es e] precursor de]

núcieo corrina de 1a vitamina 812 (Shemin y Bray, 1964) asi como
de] aniiio porfirinico deia ciorofiia (Duranton y co], 1958; Grg
nick, 1959; Castelfranco y Jones, 1975; Hanetas y Akayunogiu,
1975) y de 1a estructura tetrapirróiica de ias ficobiiinas (Trox
1er y Lester, 1967). Se requieren 8_moiécu1as de ALApor cada u
nidad tetrapirróiica formada.

IV.2. DISTRIBUCION BIOLOGICA

Comose mencionara, ei ALA-Sfue originaimente descripta
en extractos de bacterias fotosintéticas (Kikuchiy co], 1958 a)
y de eritrocitos de aves (Gibson y c01, 1958).

A partir de entonces 1a enzima ha sido detectada y estu
diada en diversas fuentes tales comoSp¿n¿¿ium ¿tenóonii (Gra
ffon, 1934); Rp. ¿phcnoideó (Gibson, 1958; Kikuchi y co], 1958
a y b; Burnham, 1970; Porra y co], 1972 a); R. nubnum (Kikuchi
y co], 1958 a y b); Pnopionibactenium ¿henmanii (Menon y Shemin,
1967); Sacchanomyceó cenevióiae (Barreiro, 1967); ChnomatiumD
(Burnham, 1970); extractos iibres decéiuias de Tonutopóia ut¿i¿¿
(Porra e Irving, 1970; Porra y co], 1972 b); Micnococcuó denitní
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¿icanó (Tait, 1973); Rp. paiuótnia (Viaie y col, 1980); eritro
citos de ave (Brown, 1958 a; Laver y co], 1958); mitocondrias
de higado de cobayo (Granick y Urata, 1963); homogenatos de hi
gado de rata (Marver y co], 1966; Tomio y Grinstein, 1968); mi
tocondrias de giánduia de Harder de rata (Tomio y Grinstein,
1968); corazón de rata (Brigs y coi, 1976); giánduia suprarre
na] de rata y bovina (Condie y co], 1976); reticuiocitos de cg
nejo (Aoki y co], 1971) y de humanos (Feidman y Lichtman, 1967);
higado, eritrocitos y fibrobiastos humanos(Marver y co], 1972);
piasma humano (Miyagi y Watson, 1972); méduia ósea (Jordan y
Shemin, 1972); mitocondrias de abeja obrera (Osanai y Remboid,
1974) y mitocondrias de mosca casera(Rhee y Piapp, 1975).

La primera detección de ALA-Sen un sistema de origen
vegeta] proviene de nuestro 1aboratorio, y fue efectuada en ex
tractos de caiios de soya (Nider de Xifra y coi, 1971). Poste
riormente Ramaswamyy Nair (1973) reportaron actividad de ALA-S
en 1a cáscara de papas estacionadas e i1uminadas durante 3 se
manas a 0-4 9C. En esas condiciones se producia enverdecimiento
de 1a cáscara de] tubércuio causado por 1a presencia de ciorofi
1a.

No se encontró actividad de ALA-Sen propiástidos y cig
roplastos, como tampoco en 1a fracción mitocondria] de piantas
superiores (Porra e Irving, 1970).

Algunos investigadores pubiicaron resuitados negativos
en lo que respecta a sus intentos para detectar ALA-Sen extrac
tos de piantas (Gassman, 1967; Tait, 1968; Porra e Irving, 1970;
Beaie, 1971; Porra y Grimm , 1973, 1974).

Gassman (196/) comprobó que extractos de Chioneita y ho
jas de angiospermas contenían sustancias que inhibian a1 ALA-S
de Ép. ¿phenoide¿. E1 autor sugirió‘ia presencia de inhibidores
que podrian impedir 1a detección de] ALA-Spresente en extractos
de piantas.

Beaie (resuitados no pubïicados y reportados por Beaie,
1971) también detectó 1a presencia de ciertos inhibidores de]
ALA-Sen Chzonelia, pero postuió que e] grado de inhibición no
era suficiente para explicar 1a faita tota] de 1a actividad de]
ALA-Sen dichos extractos.

Recientemente e] mismo investigador (Beaie y co], 1981),
reportó 1a existencia de ALA-Sen e] aiga verde uniceiuiar Eugig
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na gnaciiió; ha116 altos nive1es de actividaden céiuias de 1a
cepa saivaje crecidas en oscuridad y en una mutante HI4 Z Na I L
cuyas cé1u1as crecen biancas y apiástidas ya sea bajo 1uz o en
oscuridad. Propuso que e] rol de] ALA-Sen E. gnac¿K¿¿ seria pro
veer precursores para 1a sintesis de ios tetrapirroies requeri
dos en 1a mitocondria.

Én 1a mayoria de ios tejidos estudiados, e] ALA-Sse en
cuentra asociada a 1a fracción particuiada. Sin embargo, en ra
tas tratadascon aiii-isopropiiacetamida (AIA), un potente indug
tor quimico de 1a sintesis de porfirinas en higado, se detectó
un aumento considerabie de 1a actividad de] ALA-Scitopiasmáti
ca (Hayashi y co], 1969; Nhiting y Eliiot, 1972; Patton y Bea
ttie, 1973).

Actualmente, existen numerosas evidencias que sugieren
que tanto 1a enzima mitocondria] como1a citosóiica son sinteti
zadas sobre ios poiirribosomas citopiasmáticos y que e] ALA-S
citosóïica representa una forma de 1a enzima en tránsito hacia
1a mitocondria (Hayashi y co], 1969; Granick y Sassa, 1971;
Whiting y E11iot, 1972).

En 1evaduras, la actividad está presente tanto en 1a mi
tocondria como en e] citopiasma (Labbe-Bois y V011and, 1977).

En bacterias, e] ALA-Stiene mayor actividad especifica
cuando elias crecen en condiciones que poseen a1to contenido de
bacteriocioroiila y/o hemoproteinas (Gibsony co], 1958; Burnham
y LaSceiies, 1963; Menony Shemin, 1967; Marriott,1968)._

IV.3. PROPIEDADES CATALITICAS

IV.3.]. Especificidad de sustrato

Las experiencias de Shemin (1957) utiiizando marcadores
isotópicos 11evaron a reconocer que ei ALAera e] primer produg
to de 1a cadena biosintética de] hemo.

Comoya se mencionó, e1 ALAse forma a partir de giicina
y succiniï-CoA de acuerdo a 1a Reacción 1

SucciniI-CoA + Giicina 13:54 ALA+ co2 + CoA
PyP

Reacción 1



E1 requerimiento de] fosfato de piridoxai (PyP) para
la sintesis de] hemo fue originaimente demostrada mediante expg
rimentos nutricionales. En 1950 Nintrobe encontró que cerdos de

ficientes en vitamina 86 formaban gióbuios rojos pequeños con
muybajo contenido de protoporfirinaiibre, acumuiaban hierro y
sus méduias óseas eran hiperpiásicas.'Lasce11es (1964) compro
bó que para 1a sintesis de porfirinas en Tetnahgmena uonax se
requeria tanto 1a vitamina B6 comoe] ácido pantoténico. Simiiar
mente Schuiman y Richert (1957) demostraron que en patos hemo-de

ficientes se necesitaba vitamina 86 y CoApara normalizar 1a sin
tesis de hemo.

La Reacción 1 justifica los resuitados mencionados pues
indica que un bajo contenido de hemo pUEde deberse a 1a faita
de ambas vitaminas, fosfato de piridoxa] y CoA, ias cuaies se re
quierenpara ei paso iimitante de 1a biosintesis de porfirinas.

E1 tamaño pequeño de ios eritrocitos en ei caso de defi
ciencia de fosfato de piridoxa] se debe probabiemente no sóio a
1a necesidad de esta coenzima para ias sintesis de aminoácidos
y hemo, sino también a1 hecho de que, una sintesis baja de hemo
es acompañada por una menor sintesis de giobina (Granick y Sassa,
1971). Estudios recientes en E. gnaciiia (Dzeizkains y co], 1982)
demostraron un absoiuto requerimiento de ALA-Spor e] PyP ya que
en ausencia de] mismo 1a enzima pierde actividad rápida e irre
versibiemente.

En mamíferos 1a sintesis de succinii-CoA en 10s gióbuios
rojosy hepatocitos puede producirse a partir de a-cetogiutarato
o succinato. La formación de succinil-CoA ocurre en 1a mitocon
dria comoparte de ias reacciones de] ciclo de] ácido cítrico.

En experiencias efectuadas por Shemin (1957) empieando
acetato y succinato radioactivos, y ios estudios de inhibición
reaiizados por Granick y Mauzerail (1958) con maionato,trans-acg
nitato,f1uoroacetato y arsenito, permitieron comprobarei reque
rimiento de] cicio del ácido cítrico para 1a sintesisde ALA,prg
t0porfirina y hemo; además e] requerimiento por 1a fosforiiación
oxidativa se evidencia ror 1a inhibición de 1a sintesis de ALA
con dinitrofenoi, compuasto que también inhibe a1 ALA-S(Granick
y Mauzerali, 1958; Faïk, 1964).

Gibson y co] (1961) fueron ios primeros en demostrar que
e] succinii-CoA era uno de 10s sustratos de] ALA-S; sus estudios
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con mitocondrias de higado indicaron que e] ALA-Ses especifica
por e] succiniI-CoA. La formación de aminocetonas a partir de
acetil-CoA y glicina es cataiizada por otra enzima (Urata y Gra
nick, 1963; Granick y Urata, 1963).

El Kmpara la glicina varia entre 2 y 10 mMpara 1a en
zima aisiada de fuentes animaies y de 0,1 a 30 mH para e] ALA-S
de Rp. ¿pheno¿de¿. Los vaiores de Kmpara succinii-CoA osci1an
entre 5 y 70 uMy entre 2 y 10 uM para e] fosfato de piridoxa]
(Jordan y Shemin, 1972; Whiting y Granick, 1976). Los aitos va
lores de Kmrep0rtados para 1a giicina sugieren que éste seria
e] sustrato iimitante (Granick y Sassa, 1971).

IV.3.2. Inhibidores y activadores

Los reactivos de grupos -SH ta1es como p-cïoromercuriben
zoato (PCMB),cioruro mercürico y N-etiïmaieimida (NEHI) inhiben
a 1a enzima purificada de Rp. ¿pheno¿dcó, a1 igua] que aigunos
iones metáiicos como Cu2+ , Zn2+, Fe2+y Fe3+ (Yubisui y Yoneyama,

1972). Estas inhibiciones son revertidas parcialmente por incuba
ción de 1a enzima inhibida con 2-mercaptoetano]. Dichos resulta
dos sugieren ]a existencia de grupos suifhidriios en e] ALA-S,
esenciaies para su actividad. Previamente, Lasceiles (1956) ha
bia encontrado que distintas saies de hierro inhibian 1a forma
ción de porfirinas en esta mismabacteria a partir de giicina y
u-cetogiutarato.

Es de suma importancia e] hecho de que algunos metaboii
tos de 1a rama hierro de 1a biosintesis de tetrapirroies, tales
como protohemo y hemina, inhiben a1 ALA-S (Gibson y co], 1961;
Burnhamy Lasceïies, 1963), aunque esta inhibición se revierte
fáciimente (Burnham, 1962). ‘

La inhibición de 1a hemina sobre 1a enzima de higado de
rata es no-competitiva reSpecto a1 succinil-C x y mixta respecto
a 1a giicina (Kapian, 1971).

La hemina inhibe a1 ALA-S formando un compiejo de coordi
nación a través de su átomo de hierro (Porra y co], 1972 a). E3
te mecaniSmo fue comprobado observando 1a disminución de 1a in
hibición producida por hemina cuando este compuesto se convertía
en e] queiato bis-imidazólico. Además, 1a capacidad de ciertos
Iigandos de disminuir 1a inhibición por hemina estaba correiacig
nada con sus afinidades respectivas por dicho compuesto. Aumen
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tando la concentración de imidazol se revertía el efecto inhibi
torio.

En eritrocitos; el o-cetoglutarato es un inhibidor com
petitivo de la glicina inhibiendo la sintesis de ALAa concentra
ciones del orden de l mM(Granick y Sassa, 1971).

Se ha comprobado también que los nucleótidos y nucleósi
dos tienen acción sobre la biosintesis de porfirinas en Rp. ¿phg
noideó, higado de rata y callos de semillas de soya (Gajdos y
Gajdos-Tórók, 1963 a y b). En Rp. ¿phenoideó la biosintesis de
porfirinas es inhibida por ATP, y en menor grado por ADPy AMP;
se sugirió que el ATPaumentaría la formación de un supuesto in
hibidor fisiológico de la sintesis de porfirinas (Gajdos y Gaj
dos-Torok, 1965), El ATP 10-3 M inhibe un 75% el ALA-S purifica
da de esta fuente bacteriana (Fanica-Gaignier y Clément-Metral,
1971). Incluso la glucosa exógena tiene un efecto inhibitorio so
bre la biosintesis de porfirinas en Rp. bpheñoideb, que podria
deberse a la formación de ATPdurante la glicólisis anaeróbica
(Gajdos y Gajdos-Tórók, l973 a). Por otro lado,se comprobó que
la glucosa exógena o el ATPestimulan la formación de porfirinas
cuando los microorganismosse hacen crecer en un medio que con
tiene ALAcomo sustrato. Gajdos y Gajdos-Tórók (1973, b) postu
laron que el efecto inhibitorio de la glucosa y el ATPprecede
la formación de ALAen el camino biosintético de las porfirinas.

Mediante el estudio de los niveles de ALA-Sen células
de Rp. ¿phenoideó crecidas fotosintéticamente o bien en oscuri
dad y aerobiosis, y sometidas tanto a oxigenación como exposi
ción a cloranfenicol o puromicina, se obtuvieron evidencias de
que en el primer tipo de células existían dos formas de ALA-S
con diferentes estabilidades, mientras que en el segundo existia
una ünica.forma de ALA-Srelativamente estable (Higuchi y col,
1968). Se postuló que el ALA-Sde las células crecidas a la luz
o en las que la enzima fue inducida era metabólicamente inesta
ble, y la estabilidad ¿n vivo seria muyafectada por el estado
redox intracelular. El ALA-Sde las células crecidas aeróbicamen
te seria constitutiva y metabólicamenteestable.

Fanica Gaignier y Clément-Metral (1973 a) han aislado y
purificado dos especies de ALA-Sque difieren en su contenido de
grupos sulfhidrilos. Ambasespecies enzimáticas aparecen compa:
timentalizadas en Rp. ¿phenoideó V (Fanica Gaigniery Clement-Hg



tra1,1973 b). Una de estas especies parece estar reiacionada con
e] metaboiismo respiratorio en oscuridad y es una enzima cito
plasmática, mientras que 1a otra, inducida sóïo a 1a qu, se en
cuentra en cromatóforos y su actividad se correiaciona con e]
fotometaboiismo.

Marriotty co] (1969) comprobaron que e] ALA-S de Rp.
¿phcnoideó crecida semianaeróbicamente, se activaba eSpontánea
mente durante 1a primer hora por aimacenamiento a 4 °C de los
extractos sonicados de 1as céiuïas. La actividad de] ALA-Spro
veniente de cé1u1as oxigenadas antes de 1a sonicación no sufria
activación espontánea. Los mismos autores detectaron en cé1u1as
semianaeróbicas una fracción de bajo peso molecuiar, termoesta
ble capaz de reactivar e] ALA-Sde cé1u1as oxigenadas, como asi
también otra fracción termoestabïe y de bajo peso moiecular, en
céiuias oxigenadas, que inhibía 1a activación eSpontánea de 1a
enzima. E1 efecto de] oxigeno podria estar mediado por aiteracig
nes en ias concentraciones de] activador y de] inhibidor de]
ALA-S. E1 proceso de activación espontánea de] ALA-S en Rp. ¿phg
noidea no ocurria en presencia de cianuro o azida (Marriotty co],
1970). Para que.se produjera 1a activación, debia oxidarse aïgün
compuesto quizás via 1a cadena de transporte de eïectrones.

Tuboi y co] (1969) reportaron 1a existencia-de un inhibi
dor especifico y reversibie de] ALA-Sen extractos de Rp. ¿phe
noideó. Dicho compuesto era Iábil y sensible a'ia luz. No era hg
mina, ni protoporfirina, ni bacteriociorofiïa, ni ningún compues
to rcïacionado. Se sugirió que este inhibidor intervendria en 1a
biosintesis de tetrapirroies controiando 1a actividad de] ALA-S.

Comose mencionó en e] Capituïo III, estudios posterio
res efectuados por Hider de Xifra y co] (1976) demostraron que
la actividad de ALA-Sen Rp. ¿phenoideá estaria controlada por
1a concentración de trisulfocistina; en cuya sintesis y degrada
ción intervienen dos enzimas de] metaboïismo de su1focompuestos,
cistationasa y rodenasa, respectivamente.

Recientemente, Simpson y Beattie (1980) purificaron a
partir de mitocondrias de higado de rata una proteina capaz de ag
tivar a1 ALA-S. E1 peso moïecuiar de] activador era de
57.000 1 6.000 determinado por cromatografía de exciusión en ge]
y de 54.000 i 6.000 determinado por e1ectroforesis en ge] con dg
deciisuifato de sodio. Los mismos autores comprobaron que 1a prg
teína activadora favorecia la formación de dimeros compuestos
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por dos moiécuias de ALA-Sy también puede combinarse con 1a en
zima formando compiejos tetrámero--activador o agregados de ma
yor peso moiecular; en base a estos resultados postuiaron que
e] activador reguiaria 1a actividad de ALA-Smitocondria] de hi
gado de rata modificando 1a estructura cuaternaria de 1a misma.
Previamente, Irving y E11iot (1969) habian reportado 1a existen
cia de un inhibidor en mitocondria de higado de cobayo.

Es posibie que exista un inhibidor y un activador de]
ALA-Sy que 1a acciónde ambos permita ejercer un contro] más fi
no de 1a actividad de esta enzima.

IV.3.3. Estabiiidad

E1 ALA-Ses generaimente inestabie (Kikuchi y co],
1958 b; Burnham y Lasce11es, 1963; Nider de Xifra y co], 1971);
esta caracteristica dificulta su detección aún en tejidos donde
se tiene una absoiuta certeza de su existencia. Por ejempio, se
encontró ALA-Sactiva en Rhodeópániilaccae (Kikuchi y co], 1958
a y b; Lascelies, 1960), pero es diticii detectaria en Chnomatig
ceae, organismos que sintetizan tanta bacteriociorofiia comoIos
otros. E1 nive] de ALA-S en higado de cobayo norma] es apenas de
tectabie, pero si se induce porfiria experimenta], se obtiene
una actividad adecuada para su medición (Granick y Urata, 1963).
Empieandocompuestos radioactivos se han desarroiiado técnicas
que han permitido medir esta enzima en tejidos normaies (Tschudy
y co], 1965; Periroth y co], 1966; Irving y E11iot, 1969)" Pero
aün asi, resuita difici] trabajar con esta enzima. Algunos hechos
experimentaies nos permiten especuiar sobre ias causas de su i
nestabilidad:

- La enzima es muy inestabie tanto en extractos crudos como par
cialmente'purificada.

- Es inhibida por varias sustancias presentes en 1a céiuia, como
asi también por reactivos de uso comúnutiiizados en e] traba
jo con proteinas.

Aigunos sistemas tienen una deaciiasa muy activa (Granick y U
rata, 1963) que compite con ei ALA-Spor 1a succiniï-CoA, pri
vando a 1a enzima de uno d- sus sustratos.

- Los requerimientos de cofa tores parecen variar de un organis
mo a otro; es indudabie e] requerimiento de PyP o deCoA y ATP
en sistemas que generan succinii-CoA "in situ", pero aparente
mente hay diferencias en ias fuerzas de unión de esos cofactg
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res; y en aïgunos casos es necesario añadir cofactores exóge
nos, por ejempio 1a sintesis de ALAse encuentra disminuida en
eritrocitos de ave hierro-deficientes, e] agregado de] metal
aumenta notabiemente dicha sintesis, mientras que este mismo
meta] es un inhibidor de] ALA-Sen Rhodespiniltaceae (Brown,
1958 b; Voge] y co], 1960).

La inestabiïidad de esta enzima puede considerarse desde
dos puntos de vista, inestabiïidad termodinámica debido a una
pecuïiar estructura proteica e inestabilidad metabóiica.

Su desnaturalización espontánea en función de] tiempo,
aün a1macenada a -15 °C, sugiere una inestabiiidad termodinámi
ca; esta-seria una propiedad inherente a1 ALA-S determinada por
su estructura.

Para anaïizar 1a inestabiïidad metabóiica de 1a enzima
debe considerarse 1a aita veïocidad de recambio del ALA-S. La
vida media de esta enzima varia segün 1a fuente enzimática. En
cuïtivos de tejido de higado de embrión de polio es de 4 a 6 hg
ras (Granick, 1966).

Hayashi y co] (1969) midieron 1a actividad de ALA-S
¿n vivo usando inhibidores de sintesis proteica ha11ando para
1a enzima soïubie de higado de ratauna vida media de 20 minutos,
mientras que e] valor estimado para eIALA-S mitocondria] fue de
60 minutos. Noods (1974) empïeando una metodoïogia anáïoga re
portó un vaior de 34 minutos para 1a enzima proveniente de higa
do fetal de rata.

El ALA-S es 1a enzima con menor vida media de 1as repor
tadas en higado mamífero, incluso dentro de ias inducibies. La
corta vida media de esta enzima aparentemente depende de otros
constituyentes ceïulares.

Cuando se aisió 1a mitocondria hepática de cobayo trata
do con 3,5-dicarbetoxi-4-dihidroco]idina (DDC),1a actividad
de] ALA-Sse mantuvo constantedurante un periodo de por 10 menos
5 horas (Granick y Urata, 1963). Estos ha11azgos sugieren que
puede haber un proceso activo de destrucción de] ALA-Sque ocu
rre en 1a céïuia pero no necesariamente en 1a mitocondria ais
lada. Sin embargo, posteriormente, Aoki (19 ) describió en mitg
condria de méduia ósea 1a presencia de una proteasa especifica
para ei ALA-S.La proteasa purificada exhibia una alta actividad
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proteolitica hacia aquella enzima. La existencia de una protea
sa eSpecifica mitocondrial para el ALA-S,explicaría la vida me
dia corta de esta enzima.

El etanol (Burnham, 1968) y el glicerol (Warnick y
Burnham, 1971) son estabilizantes de la enzima de algunas fuen
tes, aunque el 2-mercaptoetanol sea quizás el más efectivo de
sus estabilizantes, si bien su efecto se vuelve inhibitorio cuan
do la enzima está muy purificada (Aoki y col, 1971; Yubisui y
Yoneyama, 1972).Yubisui y col (1976) demostraron que el glicerol
y el etilenglicol no sólo protegen a la enzima de la inactiva
ción, sino que también son capaces de reactivarla. Estos autores
midieron los valores de Kmpara fosfato de piridoxal y glicina
utilizando ALA-Srecientemente preparada de Rp. ¿phenoLde5, pa:
cialmente inactivada y reactivada por acción del glicerol o eti
lenglicol.

Las tres preparaciones exhibian el mismo valor de Kmres
pecto de la glicina, mientras que para el PyP los valores con
enzima inactivada eran mayores que con la enzima fresca. Por
reactivación el valor disminuyóa los niveles correspondientes
a la enzima fresca. Estos resultados sugieren que la labilidad
de la conformación proteica alrededor del sitio de unión del fos
fato de piridoxal podria ser responsable, al menos en parte, de
la inactivación que sufre la enzima. i

IV.4. PROPIEDADES PROTEICAS

El peso molecular del ALA-Svaria, dependiendo del te
jido en estudio, de la especie de la que proviene y de las con
dicioñes de purificación.

Uno de los parámetros que afecta la determinación del
peso molecular es la fuerza iónica del buffer utilizado durante
el proceso de purificación. En un buffer con baja fuerza iónica
se producen agregados de mayor peso molecular, principalmente
cuando se trabaja con la enzima citosólica (Nhiting y Elliot ,
l972). La enzima purificada requiere la presencia de un protec
tor de grupos sulfhidrilos para su estabil dad. Teniendo en
crenta estas consideraciones, Whiting y Elliot (l972) encontra
ron un valor de 77.000 y l48.000 daltons para el ALA-Sde higado
de rata mitocondrial y citoplasmática respectivamen Determi



nando además, que anticuerpos preparados contra 1a enzima mito
condria] purificada, daban reacción cruzada con 1a enzima cito
sóiica (Whiting y Granick, 1976).

El ALA-Sde Rp. ¿phenoideó ha sido purificada y e] grado
de pureza determinado por su comportamiento electroforético en
presencia o ausencia de dodeciïsuifato de sodio y uitracentrifu
gación analítica (Nandi y Shemin, 1977). E1 peso moiecular haiia
do por varios métodos resuitó ser 80.300. E1 vaior obtenido para
1a enzima denaturaiizada con dodecilsuifato de sodio o ciorhi
drato de guanidina fue de 45.000 y 41.000 daitons respectivamen
te sugiriendo estos datos 1a naturaieza dimérica de 1a proteina
que fue iuego confirmada mediante estudios de sedimentación en
gradientes de sacarosa y por electroforesis en ge] en presencia
de dodeciisuifato de sodio. Unaestructura cuaternaria simiïar
se reportó para e] ALA-Smitocondriai de higado de embrión de pg
110 (Whiting y Granick, 1976) ya que 1a enzima purificada a pa:
tir de este tejido presentó un peso moiecuar de 87.000, estando
formada por dos subunidades iguales.

Ohashi y Kikuchi (1977) purificaron ALA-Sde 1a fracción
citosóiica de higado de ratas tratadas con AIA. La enzima mostra
ba un peso moiecuiar de 320.000 y se disociaba en tres componen
tes proteicos por centrifugación en gradiente de sacarosa en prg
sencia de NaCi 0,25 M. Una de ias tres bandas tenia un peso mole
cuiar de 110.000 y era cataiiticamente activa: Las otras dos
eran cataiiticamente inactivas. Por recombinación de los tres
compónentes proteicos se obtenia e] ALA-Scitosóiica origina].
La enzima también perdia sus proteinas unidas cuando se trataba
con distintas proteasas y por digestión con tripsina se obtenia
una enzima de peso moiecuiar 170.000 que representaría, ta] vez,
el compiejo mitocondria]. La enzima citosóiica tendia a agregar
se en dimeros de peso moiecuiar 650.000 - 700.000. La hemina
estimuiaba 1a formación de dichos dimeros, los cuales eran di
ficiimente disociabies en sus componentes proteicos. Posterior
mente estos mismo autores (Ohashi y Kikuchi, 1979), purificg
ron ei ALA-Scitosóiica de higado de rata en dos formas:
una compieja y otra simpie, esta úitima representaría el compo
nente proteico cataliticamente activo de] compïejo. Por eiectrg
foresis en ge] de poiicacriiamida en presencia de dodeciisulfa
to de sodio, obtuvieron tres bandas asignándoles pesos moie
cuïares de 120.000, 79.000 y 51.000 daitons a cada una. Se de
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mostró que el peso molecular del componente cataliticamente ac
tivo del ALA-Scitoplasmática tenia el mismo peso molecular que
la enzima mitocondrial y que en la fracción particulada la pro
teina existiría comoun dimero, con subunidades idénticas de
peso molecular 5l.000. Estos datos sugieren que la enzima cito
sólica podria ser un complejo, compuesto por una subunidad cata
liticamente activa de peso molecular 5l.000 y dos subunidades
inactivas de pesos moleculares 79.000 y l20.000. Usando un anti
cuerpo especifico desarrollado para el ALA-Spurificada, Nakaku
ki y col (1980) demostraron que ambas enzimas eran inmunoquimica
mente idénticas. Las proteinas inactivas parecerian modular las
propiedades cataliticas del componente activo del ALA-Scitosó
lica (Ohashi y Kikuchi, 1979).

Paterniti y Beattie (1979) purificaron la enzima de mitg
condria de higado de ratas jóvenes no-inducida . La preparación
enzimática sometida a una electroforesis en gel de poliacrilaml
da en presencia de dodecilsulfato de sodio,migraba como una üni
ca banda de peso molecular 58.000 i 6.000. La enzima nativa prg
bablemente sea un dimero de peso molecular 120.000.

Recientemente, Yamamotoy col (l982) aislaron polisomas
de higados de ratas tratadas con AIAy llevaron a cabo una sin
tesis activa de ALA-S¿n uitno, obteniéndose un peso molecular
minimo de alrededor de 75.000, mientras que el valor obtenido pa
ra la enzima mitocondrial fue de 66.000. Los autores proponen
que la enzima citosólica seria completamente susceptible al ata
que de proteasas endógenas.

La enzima purificada de Euglena gnaciiió fue cromatogrg
fiada sobre gel de agarosa obteniéndose unaünica banda de acti
vidad correspondiente a un peso molecular de l38.000 (Dzelzkalns
y col, l982), independientemente del tipo de célula o de las
condiciones de crecimiento empleadas. Este valor de peso molecu
lar se encuentra dentro de los valores reportados para el ALA-S
de fuentes animales cuyos valores oscilan entre 100.000 y 300.000
parael dimero nativo, pero difiere del valor reportado para Rp.
¿phenoideó (entre 60.000 y 80.000). Esta diferencia sugiere que
existiría una divergencia evolucionaria mayor entre las enzimas
de procariotes y eucariotes que entre las formas animales y eu
glenoide.
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IV.5. MECANISMO DE REACCION

Neuberger en l96l pr0puso para lasintesis enzimática de
ALAun mecanismo según el cualse formaría primero un carbanión
estable a partir de glicina_y fosfato de piridoxal; éste reaccig
naria con el átomo de carbono electrofilico del carbonilo de la
succini14CoA produciendo ácido a-amino-B-cetoadipico y luego por
pérdida de C02 se formaría ALA. Matthew y Neuberger (l963) re
portaron que el aminomalonato (a-carboxiglicina) era un inhibi
dor competitivo de la reacción; este resultado experimental avg
laba el mecanismo propuesto, además se sabia que el ácido a-ami
no-B-cetoadipico se decarboxilaba esoontáneamente en sblución
neutra (Laver y col, 1959). Por lo tanto quedaba por dilucidar
si éste se formaba y decarboxilaba unido a la enzima o bien si
lo hacia libre en solución y por otro lado, si realmente era un
intermediario ya que era posible que la condensación y decarboxi
lación ocurrieran en forma concertada (Fiqura IV.l.).

El hecho de que preparaciones de eritrocitos y extractos
bacterianos con actividad de ALA-Stambién catalizaban la for
mación de aminocetonas a partir de glicina y acetil-CoA por una
reacción análoga a la formación de ALA, sugería que la enzima no
era eSpecifica para succinil-CoA. Sin embargo, en mitocondrias
de higado se determinó que estas reacciones eran catalizadas por
enzimas diferentes (Urata y Granick, l963).

Teniendo en cuenta los conocimientos sobre las reaccig
nes de transformación de aminoácidosen las cuales participa el
fosfato de piridoxal se pueden postular dos tipos de mecanismos
para la biosintesis de ALAa partir de glicina y succinil-CoA
(Figuras IV.l. y IV.2.). En ambos, el primer paso implicaría
la formación de una basede Schiff entre la enzima unida al fos
fato de piridoxal ya laglicina (2). Esta unión altera las propig
dades de los grupos C-H y -CO0Hde la glicina, transformando las
uniones que son muyestables en elaminoácido primitivo, en lábi
les, comoconsecuencia de la atracción de electrones por el nü
cleo piridinico. Se supone que en reacciones que necesitan al
fosfato de piridoxal comocofactor, la propiedad de atracción de
electrones puede verse exaltada por la presencia, en el sitio ag
tivo de la enzima, de un grupo capaz de protonar al nitrógeno de
la piridina , comose muestra en el compuesto (2) (Figuras lï¿l
1_g ). Se ha postulado en el mecanismo l que una reacción de de
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carboxiïación formaría e] carbanión (4), y éste se condensaria
con succiniI-CoA dando un compiejo de base de Schiff de ALAencg
denado a 1a enzima unida a1 fosfato de piridoxa] (5). Dicho com
plejo por hidrólisis produciría ALA1ibre (Fiqura IV.1.).

Hx/H H./H Ü- c-c4
(l: con” ¡J QJH

,0 + NH2 ¡N

/ I /
+ 6*.
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H\ ¡H H\ ¡H
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FIGURAIV.1.: Mecanismo 1 para 1a reacción dei ALA-8..
La estructura 1 representa 1a en21ma unida a fos
fato de piridoxa] (Akhtar y co], 1976).
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FIGURAIV.2.: Mecanismo 2 a (-4 ) y 2 b (--+) para 1a reacción
de] ALA-S (Akhtar y co], 1976).

En e] mecanismo 2 e] primer paso sería 1a eïiminación de
un protón para 1ar otro tipo de carbanión (7+8), e] que reaccig
narïa con Succiniï-CoA quedando 105 seis átomos de Ios sustra
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tos encadenados a1 compïejo enzima-fosfato de piridoxa] como
ácido a—amino-B-cetoadipico (9). Existirían en este punto dos
alternativas para 1a formación de ALA;en una de ellas (mecanis
mo 2 a) ocurriría una decarboxiiación por 1a presencia de un gr!
po B-carboniio, resuïtando un compïejo enzima-fosfato de piri
doxa] (5), e] que por hidróïisis produciría e] ALAiibre. La
otra a1ternativa invoiucra 1a hidróïisis de] intermediario (9)
liberando ácido a-amino-B-cetoadípico, que se decarboxiïaría no
enzimáticamente produciendo ALA.

Para determinar e] verdadero mecanismo<h 1a reacción de]
ALA-Sse prepararon gïicinas quiraïes, conteniendo tritio este
reoespecificamente localizado en orientación R o S (Jordan y
Akhtar, 1970; Akhtar y col, 1976), utiïizando 1a enzima serina
transhidroximetiiasa que cataliza 1a interconversión de glicina
y serina, dependiente de ácido tetrahidrofóïicoy tiene 1a parti
cularidad de intercambiar estereoespecificamente un átomo de hi
drógeno pro-S de] carbono a de 1a giicina con protones de] medio
(Akhtar y Jordan, 1968, 1969; Jordan y Akhtar, 1970; Akhtar y
co], 1975). Incubando 1a enzima en presencia de gïicina
(2RS-H232-C1“), fosfato de piridoxa] y ácido DL-tetrahidrofóli
co, se obtuvo una glicina que habia perdido 1a mitad de 1a marca
de tritio quedando e] resto en 1a posición pro-R (Akhtar y Jor
dan, 1969; Jordan y Akhtar, 1970). E1 otro enantiómero, e] que
tiene 1a marca de tritio en 1a posición pro-S,se preparó incu
bando gïicina en presencia de T20 con serina-transhidroximetiIa
sa y cofactores.

Las gïicinas quiraies asi preparadas se usaron comosus
trato de] ALA-S purificada de Rp. ¿phenoide¿. E1 ALAformado
se redujo con NaBHqy e] dihidroxiderivado se oxidó con perioda
to, transformándose e1.C5 en formaïdehido (Zamany co], 1973).
Durante este procedimiento se mantuvo 1a integridad de 10s áto

mos de hidrógeno de] C5 dei ALA, y además, dicho compuesto forma
do enzimáticamente no podia intercambiar hidrógenos de] C5 por
protones de] medio a1 pH óptimo de 1a enzima.

Con esta metodoïogia pudo demostrarse que cuando sv inc!

ba gïicina (2RS-H23) con ALA-Sen presencia de succiniI-CoA y
105 cofactores necesarios, se encuentra en e] ALAformado 1a mi
tad de 1a radioactividad proveniente de] tritio. Por otra parte,
el ALAproveniente de la incubación con gïicina (ZR-H3) no posee
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radioactividad correSpondiente a tritio, pero el que proviene
de gïicina (ZS-H3) mantiene e] tota] de 1a marca origina] (Zaman
y co], 1973), con ésto quedó demostrado que 1a formación de ALA
se produce con 1a pérdida de un sóïo hidrógeno en 1a posición
pro-R. Estos resuitados permiten descartar e] mecanismo1([igg
ra IV.1.) debiendo transcurrir 1a reacción según e] mecanismo

¡
2 a o 2 b (Figura IV.2.).

Para decidir cua] de estos dos mecanismos es e] rea], de
be considerarse que en e] mecanismo 2 a 1as reacciones de eiimi
nación y de formación de nuevas uniones lievan a 1a creación de

un C5 estéreo-especifico de] ALA,ya que ocurren mientras todos
10s intermediarios están unidos a 1a enzima, mientras que en e]

mecanismo 2 b 1a unión de] hidrógeno a1 C5 de] ALA no debe ser
estéreo-especifica, pues ocurre mediante una decarboxilación
no-enzimática. E1 estudio experimenta] se ve compïicado pues no
se conocen métodos de oxidación de] ALAque mantengan 1a quira

lidad en C5. Por eiio se ideó un procedimiento indirecto, usán
dose ALA-Sy ALA-Dpurificadas de Rp. ¿phcnoidea; estas enzimas
incubadas con giicina (2RS-H23)y ios cofactores necesarios pro
ducen PBGmarcado, compuesto que fue aisiado y degradado con prg
ducción de glicina tritiada, 1a cua] presentó quiraïidad S
(Abboud y col, 1974). '

La formación de un centro quirai en e] C5 de] ALAbiosin
tetizado a partir de giicina (2RS-H23)permite-descartar 1a par
ticipación de] mecanismo 2 b (Figura IV.2.).

' En 1a Figura IV.3. se postuïa un mecanismo para e] ALA-S
basado en ias evidencias encontradas; 1a primera reacción con
siste en 1a eiiminación de] hidrógeno pro-R de] complejo enzima
fosfato de piridoxaI-glicina (13), dando e] carbanión (14); és
te se condensaria con succinii-CoA para dar (15). Se han ha11ado
evidencias adicionaies en favor de 1a formación de dicho carba
nión, ya que incubando ALA-Saitamente purificada con gïicina
(2RS-H23) en ausencia de succinii-CoA se obtiene un intercambio
estereoespecifico de] hidrógeno pro-R, resuitando glicina
(ZS-H3). E1 átomo de hidrógeno intercambiado es e] mismo que e]
eliminado en 1a biosintesis compïeta de] ALA(Laghai y Jordan,
1976). E1 átomo de hidrógeno pro-S de 1a giicina es retenido y

ocupa 1a posición pro-S en e] C5 de] ALA.

Si se eiimina e] átomo de hidrógeno pro-R de 1a giicina
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(2RS-H23) y se 11ega a ALA-C5(S-H3), debe invertirse 1a config!
ración de aïgün intermediario. Podria postuïarse que esta inve;
sión ocurre en Ios primeros pasos, pero dada la preponderancia
de mecanismos con retención de configuración que ocurren en 1as
reacciones bioiógicas de reempiazo de uniones C-H por C-C, pug
de pensarse que dicha primera etapa ocurriría con retención de
la configuración (Akhtar y col, 1976).

SucciniI-CoA H?“ (protón proveniente
del medio)

Hn-É-Enz-E

-E .5 .
"¡B "z ‘H ‘CU-CHz-CHz-CODH

‘H C-CHZ-CHZ-CDOH °° coon
Y?) NN ,/

\ 4:02 /
l / <——— \N

15 15

\_ ¿HsHM 6-:an
SCD-CHZ-CHZ-CODH

| —> piridoxaI-enzima + ALA

17

FIGURAIV.3.: Mecanismo y estereoquímica postuïa
dos para 1a reacción de] ALA-S. Se
supone que en 1a conversión 14+ 15
e] hidrógeno separado por e] grupo
básico de 1a enzima se intercambia
con un protón de] medio (Akhtar y
co], 1976).
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Por otra parte. Nandi (1978 a) comprobó que 1a apoforma
pura de] ALA-Sde Rp. ¿phenoidea unia un mol de fosfato de piri
doxa] por mo] de enzima y su espectro de absorción presentaba
un máximo a 430 nm, con un hombro probabie cerca de 320-330 nm
tipico para 1a formación de una base de SChiff por interacción
de 1a proteina con e] fosfato de piridoxa]..Después de 1a re
ducción con borohidruro se observó un máximo de absorción a
325 nm característico de 1a formación de e-amino-fosfopirido
xil-Iisina; este compuestofue netamente identificado en hidro
1izados ácidos de] compiejo ó-aminolevulinato sintetasa-S-Fosfg
to de piridoxa] reducido. Los resuïtados aportaron fuertes evi
dencias a favor de 1a hipótesis de que un grupo critico e-ami
noïisii estaria involucrado en 1a formación de 1a base de Schiff
en 1a reacción entre 1a enzima y su cofactor. A continuación ocu
rriria una reacción de transaminación entre e] comp1ejo enzima
fosfato de piridoxa] y 1a gïicina, mecanismosugerido por estu
dios eSpectrales (Nandi, 1978 b). Dichos ensayos demostraron
que e1 compiejo no reaccionaba con 1a succiniJ-CoA, pero forma
ba dos compiejos con 1a glicina con absorciones máximas a 425 nm

x 510 a 520 nm.

E1 aminomaionato, un inhibidor competitivo de 1a gïicina,
protegía a 1a apoenzima de 1a inactivación por NaBHu en presen
cia de fosfato de piridoxa], apoyando este resuitado 1a transa
minación sugerida. Reacciones de intercambio isotópico muestran
que e] carbanión enzima-fosfato de piridoxal-giicina que ataca
a 1a succinil-CoA no se formapor pérdida de C02. La formación
de un pico a 510-520 nm por reacción entre e] compïejo enzima-fos
fato de piridoxa] y giicina, a1 que se leasigna una estructura
quinoide, sugiere que 1a formación de] carbanión es por pérdida
de un átomo de hidrógeno a de 1a giicina (Nandi, 1978 b). La de
carboxiïación esun proceso enzimático, ésto puede deducirse con
siderando 1a reversibiiidad de 1a reacción demostrada por 1a in
corporación de 1“C en 1a gïicina a partir de NaH1“C03. La decar
boxiiación enzimática de] grupo gïiciïcarboxilo deSpués de 1a
reacción de condensación de 1a unidad succinil forma e] ácido
a-amino-B-cetoadipico, un intermediario ïógico en 1a Formación
de ALA (Nandi, 1978 b).

Los estudios de veïocidades iniciaïes sugieren un mecanií
mo secuencia] para 1a reacción.
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En base a estos datos se propuso un mecanismo quimico
probable (Figura IV.4.). E1 paso de decarboxiïación ocurre con
retención de 1a configuración, mientras que e] ataque inicia]
sobre 1a succiniI-CoA ocurre sobre el 1ado opuesto y por lo tan
to se Iibera e] protón HRde 1a glicina. Esto se debe posibïe
mente a 1a naturaïeza eïectrofiiica de] carbón carbonilo de
1a succiniI-CoA.

FIGURAIV.4.: Mecanismo quimico propuesto para e] ALA-S de
Rp. ¿phenoideó (Nandi, 1978 b).
Las uniones dibujadas con trazos gruesos, represen
tan 1a posición detrás de] piano.
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También en este mecanismo se tiene en cuenta 1a rotación
de] carbono a de 1a glicina que acompaña 1a eiiminación de CoA,
para que ei grupo carboxilo quede fuera de] piano, posición ne
cesaria para 1a decarboxiiación. La base que originaimente acep
ta e] protón HR de 1a giicina probabiemente sea 1a misma que
Iuego dona e] protón HRde] producto, aunque ios estudios de la
man y co] (1973) demuestran que durante 1a reacción este protón
se equiiibra con e] agua.

IV.6. INDUCCION

IV.6.]. Porfiria quimica o experimenta]

En 1963, Granick y Urata, anaïizando ios efectos de com
puestos que inducian porfiria quimica o experimentaien anima
les, observaron que en estos casos, se producía primero un gran
aumento en 1a producción de ALA-S.

Cuando a un cobayo se e] administraba 3,5-dicarbeto
xi -4-dihidrocolidina (DDC)en una dosis de 1 a 2 gramos durante
2 dias, se observaba que 1a actividad de ALA-Sestaba 20 a 40 ve
ces aumentada en 1a mitocondria hepática y se acumuiaban ALA,
PBGy porfirinas en higado y orina.

IV.6.2. Compuestos quimicos que inducen a1 ALA-S
o

Actuaimente se conocen una ampiia variedad de compuestos
orgánicos,que difieren en sus actividades fisiológicas, capaces
de inducir porfiria.

Los compuestos más activos para 1a inducción tienen ias
siguientes propiedades:

- Son moiécuias liposoiubies.

- Son no-pianares

- Si contienen ésteres o amidas, estos grupos están estéricamen
te ocuitos.

Desde e] punto de vista de su estructura, 10s compuestos
inductores pueden dividirse en cuatro ciases: Coiidinas,



esteroides, barbituratos y otros (Granick, 1966).

- Colidinas

Marks (1969) estudió la relación entre la actividad in
ductora y la estructura de'estos compuestos. Los más activos
son no-planares y tienen estéricamente ocultos los grupos éste
res y amidas. Esta disposición estérica puede proteger a estas
moléculas de las enzimas hidroliticas que los convertirian en
reactivos más solubles en agua y por lo tanto menos eficientes
como inductores.

- Esteroides

De todos los inductores conocidos, los esteroides son
los únicos que se encuentran en las fuentes fisiológicas (Gra
nick y Kappas, 1967; Kappas y Granick, 1968). Además ciertas ob
servaciones clinicas (De Matteis, 1967) sugieren que durante la
pubertad, embarazo y menstruacion, es decir periodos en los cug
les se producen cambios significativos en la producción de este
roides, los sintomas en las porfirias hepáticas se agudizan o
disminuyen.

Los requerimientos estructurales para la inducción del
ALA-Spor los esteroides son: a) configuración preferencia]
5 B-H; los 5 a-H son menos potentes (Sassa y col, 1979); b) es
teroides totalmente saturados de 19 ó 21 átomos de carbono (o
cadenas aún más largas); c) sustituyentes alcohol y carbonilo en

los C C17 y C20 y posiblemente en C11.39

- Terpenos

Al igual que los esteroides son derivados isoprenos,
aunque las moléculas de los terpenos son mucho más simples. La
propiedad básica para que estos compuestos puedan inducir al
ALA-Ses que posean estructuras no-planares, hidrofóbicas y que
contengan un carbonilo como grupo polar (Granick y Sassa, l97l).

- Otros compuestos

Esta clase incluye compuestos halogenados aromáticos ta
les comohexaclorobenceno, pentaclorofenol y derivados que son
frecuentemente usados comomngicidas (Stricky Koeman, 1979).

Los policlorobifenilos, tóxicos industriales ampliamente



difundidos, son también potentes inductores (Kawanishy y col,
l981) del ALA-S. Kawanishy y col (l98l) han determinado la re
lación entre posición de los sustituyentes y aumento de la acti
vidad del ALA-S.

También algunos compuestos halogenados alifáticos tales
comoel diisopropil-fluorofosfato (DFP) (Granick y Sassa, 1971)
producen marcada inducción de la biosintesis de porfirinas.

IV.6.3. Factores que afectan la inducción del ALA-S

Los reactivos quimicos que inducen al ALA-Spueden ser
detoxificados, o los compuestos inactivos pueden ser convertidos
en inductores, por los sistemas metabolizantes de drogas del hi
gado. En general, los compuestos más activos como inductores son
lipofilicos. Por detoxificación tales compuestosson converti
dos en formas hidrosolubles para ser finalmente excretados. El
sistema oxigenasa microsomal puede oxidar un inductor activo,
agregándole grupos hidroxilos transformándolo en otro menos li
pofilico. Tales grupos hidroxilos, a su vez, pueden ser glucurg
nizados o conjugados, y en esta forma finalmente el compuesto
quimico es excretado via biliar u orina (Conney, l967).

Los ésteres y amidas, que se encuentran estéricamente g
cultos dificultan la hidrólisis de dichos grupos, y probablemen
te retienen de esta forma por más tiempo su capacidad inductora
(por ejemplo, el DDC)(Marks, 1969). Las enzimas que saturan los
dobles enlaces de esteroides como la progesterona y las que oxi
dan grupos hidroxilos a cetos en esteroides y terpenos, convertí
rán compuestos con poca acción inductora en buenos inductores
para la sintesis de ALA-S.

IV.6.4. Mecanismo de inducción

De Matteis (l978) y Elder (1980) sugirieron que los in
ductores quimicos disminuyen el pool de hemo regulatorio el cual
normalmente reprime la sintesis de la enzima. El agotamiento del
pool de hemo regulatorio, se ha atribuido a la destrucción del
hemo (por ejemplo por 2-alil-2-isopropilacetamida: AIA) y a la
incorporación de hemo en el citocromo P-450. Recientemente Lim y
col (1980) descubrieron que en higado de embrión de pollo,
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2-propi1-2-isopropi1acetamida y aiii-isoprOpiiacetamida, inducen
a1 ALA-Sy producen una disminución inicia] en e] citocromo
P-450 hepático microsoma]. Los autores propusieron que todos ios
reactivos que inducen 1a sintesis dei ALA-Soriginan una disminu
ción inicial de] hemo de] citocromo P-450. Por e] contrario, Kru
pa y co] (1974) habian encontradoque a1i1-isopropi1acetamida, pg
ro no propii-iSOpropilacetamida, causaba una disminución detecta
bie en e] citocromo P-450 hepático dehigado de
Sinclair y co] (1981) no confirmaron los datos
ron queia propi1-isopropi1acetamida no causaba
detectabie dei citocromo P-450 aunque producía
ción de] ALA-S.

permanece aün sin di1ucidar.

embrión de poiio.
de Lim y conciuyg
una disminución
una rápida indug

E1 mecanismo por e] cua] ocurre dicha inducción
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V. R D NASA

V.]. INTRODUCCION

Lang (1933 a, b) demostró 1a conversión enzimática de]
ion cianuro en sulfocianuro menos tóxico, asignando e] nombre
de rodenasa para 1a enzima invoïucrada en esta catáiisis (Reac
ción 1)

cn‘ + 5203= ——> scn' + 503: Reacción i

Actuaimente 1a reactividad especifica de 1a rodenasa
puede ser descripta en términos de la siguiente reacción:

rodenasa iibre + anión conteniendo un grupo sulfano :—-—+
rodenasans-sustituida + anión tiofilico

Reacción 2

Esta reacción genera] permite comprender e] mecanismo
catalitico y e] ro] fisioiógico de 1a enzima.

En este sistema 1a rodenasa, como todas 1as enzimas que
funcionan por mecanismos de dob1e despiazamiento, pertenece a
un grupo de proteinas "carrier" que reacciona aïternativamente
con sustratos que poseen grupos donores y aceptores.

Por 10 tanto, en todo sistema de reacción que contenga

además de rodenasa, un anión con un grupo sulfano (RSOXS)' y un
anión tiofi.ico no reiacionado (Y'), se establece e] siguiente
ciclo cataiitico (Reacción 3)

(RSOXS)' //’ rodenasa YS
Reacción 3

(RSOx)' rodenasa-S Y

donde x vale 0, 1 ó 2 y R puede ser un radical orgánico, un átg
mo de hidrógeno u oxigeno.

Los sustratos donores de azufre pueden ser: J‘osuifona
tos, persuifuros y poiisuïfuros. Los sustratos acepttres son:
cianuro, suïfito, sulfonatos orgánicos, tioles y ditioles, bo
rohidruro y ditionito. Muchasde ias reacciones catalizadas por



rodenasa, en las cuales los compuestos mencionados reaccionan
comosustratos, son totalmente reversibles, comose indicó en
las Reacciones 2 y 3. Sin embargo, la mayoria de estas combina
ciones no se han investigado aún en detalle y la Reacción l, la
primera y más extensamente estudiada de las de esta serie, es
atipica en este aspecto, ya que la formación de tiocianato es
irreversible.

Para que la actividad catalitica de la rodenasa se mani
fieste, es esencial que la enzima reaccione con los átomos sul
fanos de los sustratos donores por clivaje enzimático de las u
niones disulfuro. Un factor importante en la ruptura de tales u'
niones es la fuerza nucleofilica del grupo atacante.

V.2. DISTRIBUCION BIOLOGICA

Los estudios iniciales sobre la rodenasa (Lang, 1933 a,
b), se originaron a partir del descubrimiento de su acción detg
xificante del cianuro ¿n u¿vo (Lang, l894 y 1895). Posteriormen
te se determinó su actividad en varias fuentes biológicas.

V.2.l. Fuentes animales

El trabajo original de Lang (l933 a, b) sobre rodenasa
menciona una gran variedad de tejidos mamíferos y algunos estu
dios con ranas, pájaros y E. coli.

Todos los tejidos mamíferos presentaban actividad enzi
mática; en caninos, era alta en adrenales e higado y muy baja
en sangre y müsculo. Entre los animales estudiados la actividad
era mayor en ranas, seguida por conejos y ganado vacuno. En los
seres humanos, gallinas, gatos y E. coZL los niveles eran más
bajos.

Lang también reportó que su preparación de rodenasa de
higado, purificada alrededor de 20 veces a partir de polvos ce
tónicos, catalizaba la formación de tiocianato usando comodo
nor de azufre tiosulfato o azufre elemental.

Trabajos posteriores de Cosby y Summer (1945), Himwich
y Saunders (l948), Bénard y col (1948 a, 1949) y Saunders y
Himwich(l950), confirmaron el trabajo original de Lang, encon



trando además gran diferencia entre 1as diversas especies y órga
nos. En genera], e] higado es e] tejido en el que se detecta ma
yor actividad, aunque en perros a diferencia de otras eSpecies,
las adrenales se encuentran especiaimente activas.

Los riñones demamiferos son menos ricos en rodenasa que
e] higado. Tambiénse encontró actividad enzimática en ciertas
regiones.de1 cerebro (airededor de un 10%de 1a estimada para e]
higado). Vi11arejo y Nestley (1963 a) estudiaron‘ia distribución
de 1a enzima en órganos bovinos y encontraron que respecto a ios
niveies de actividad en higado, 10s riñones tenian un 50%y las
adrenaies sóio poseían un 2,5%.

Contrariamente a io que ocurre con 1a rodenasa cristaïi
na de higado bovino, 1as preparaciones crudas no utiiizan azufre
eiementaï comosustrato (sorbo, 1953 a).

Coïtorti y Giusti (1956 a) midieron 1a actividad de ro
denasa en eritrocitos; a diferencia de ios resultados de Lang,
encontraron airededor de] 2,5% de 1a actividad en higado. Bajos
niveïes de actividad enzimática se reportaron también en 1arvas,
ninfas y aduitos de moscarda (Parsons y Rothschild, 1962). E1
contenido de rodenasa de estos animaies enteros, es solamente
de] orden de 1 a 2% de] vaior en higado bovino.

Más recientemente, Schieveibein y co] (1969) determina
ron 1a cantidad de rodenasa en varios tejidos de un amplio espec
tro de especies. La mayoria de Ios animaies terrestres tienen ma
yor actividad en higado y riñones, mientras que 105 animaies ma
rinos presentan su máximaactividad-en branquias. En genera], 1a
actividad de rodenasa varia de una ciase a otra, pero es relati
vamente constante en especies de 1a misma c1ase.

Varios investigadores estudiaron muy cuidadosamente 1a 19
caiización intraceïuïar de rodenasa en higado mamífero. Ludewig
y Chanutin (1950) demostraron que menos de] 1% de la rodenasa de
higado estaba asociada a1 tejido conectivo. La mayor parte de 1a
actividad de] higado está en 1a fracción mitocondrial. sorbo
(195] a) también estudió 1a distribución subceïuïar de 1a enzima
y conciuyó que 1a rodenasa es una enzima mitocondria1.DeDuve y
co] (1955), en un estudio detaiiado diferenciaron 1isosomas de
mitocondrias, corroborando que 1a rodenasa se encuentra soïamen
te en 1a fracción mitocondria].

Para Ios vertebrados 1a distribución subceïular de rode
nasa depende de] proceso de evoïución; observándosequeia enzima
de higado aumenta su actividad y sufre un proceso de transio
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cación de] citopiasma a 1a mitocondria cuando se pasa de peces,
anfibios y reptiles a pájaros y mamíferos (Dudek y co], 1979).

Posteriormente Agnisola y co] (1981) estudiaron 1a dis
tribución enzimática en homogenato y hia10p1asma de preparados
a partir de tres tejidos (branquias, glánduia digestiva y riñón)
de cuatro especies de cefalópodos. La actividad de rodenasa es
mayor en octópodos que en decápodos y su patrón de distribución
es diferente en cada especie; 1a presencia de 1a enzima en órgg
nos estructura] y funcionaimente diferentes, sugiere e] carác
ter ubicuo de 1a misma; además en cefalópodos 1a actividad pare
ce ser, a1 menos parciaimente hiaiopïasmática.

Existen pocos trabajos sobre estudios de rodenasa en
ios distintos tejidos humanos. Jarabak y Nestiéy (1974 a) puri
ficaron Ia enzima de higado y 1a compararon con 1a rodenasa pu
rificada de higado bovino. Ambosmostraban diferencias en sus
actividades especificas, absorción U.V. y comportamientocinéti
co. Los datos indican que ias dos proteinas no son idénticas.
La enzima de humanos a diferencia de 1a rodenasa de bovinos,
presenta activación por e] sustrato aceptor cianuro.

Para expïicar dicha activación se postuló 1a existencia
de una forma isomérica de 1a enzima sustituida.

Scott y Wright (1980 a) estudiaron distintos aspectos
de 1a enzima de eritrocitos humanos. Por un 1ado investigaron
e] polimorfismo genético de 1a rodenasa. La enzima es monomórfi
ca en 1a mayoria de ias pobiaciones ensayadas pero es poiimórfi
ca en dos grupos Iingüisticos de indios.

Por otro 1ado, demostraron por e1ectroforesis que las
actividades de rodenasa y B-mercaptopiruvatosquotransferasa
de gïóbuios rojos humanos hemolizados eran e] producto de] mi;
mo gen. Las dos actividades de esta enzima se purificaron jun
tas y 1a actividad de rodenasa correspondió a una fracción me
nor de 1a B-mercaptopiruvato sulfotransferasa de eritrocitos.

V.2.2. Fuentes vegetaïes y microbiológicas

Gemeinhardt (1938 y 1939) detectó por primera vez 1a
actividad de rodenasa en piantas. En microorganismos , Lang
(1933 a) midió 1a enzima en E. coli, pero no hubo posteriores
trabajos en sistemas microbiológicos hasta ei pubiicado por
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Bénard y col en 1948 (b). Estos investigadores, además de hallar
actividad enzimática en bacterias, demostraron que la respira
ción inhibida por cianuro, podía ser reactivada por tratamiento
con extracto de higado y tiosulfato. Posteriormente, en 1954
Castrella Bertran presenta una breve comunicación sobre rodena
sa en plantas y en 1958 Mc Chesney detecta la enzima en diferen
tes especies de Thiobactlluó.

En l963 (b), Villarejo y Nestley encontraron que la ag
tividad de rodenasa en E. coli w, E. coli K-lz y Neunoapona
cnaóAa era muy baja, aunque se observó una pequeña catálisis
no-enzimática de la reacción tiosulfato-cianuro en preparacio
nes de células rotas de estos microorganismos. En cambio, Bact
Liuó óubttlió, B. coaguianó y B. ¿teanotenmophiiuó contenían
cantidades apreciables de la enzima, alrededor del 15%del ni
vel en higado bovino. Posteriormente los mismos autores (Villa
rejo y Nestley, 1966) purificaron unas 70 veces rodenasa prove
niente de B. Aubtiiió, estudiaron sus propiedades , comproban
do gran similitud con la enzima de higado bovino. La rodenasa
de B. ¿ubttiió parece ser una enzima constitutiva; su activi
dad especifica en células lisadas no pudo aumentarse usando tig
sulfato comoúnica fuente de azufre o disminuirse agregando cis
teina al medio de crecimiento.

Boweny col (1965) aislaron rodenasa de Thiobacitluó
denttn¿6¿can¿ y estudiaron su mecanismo y propiedades molecula
res. Ellos encontraron que el rendimiento de rodenasa a partir
de esta bacteria aumentaba considerablemente cuando se agrega
ba cianuro al medio de crecimiento.

Sargeant y col (1966) también estudiaron el contenido
de rodenasa en células de Thiobaciiluó denitnifiicanó crecidas
en condiciones anaeróbicas. Existen otros trabajos en varias
especies de Thtobaciiiuó. LeJohn y col (1967) analizaron el me
tabolismo energético de “htobaciituá ncveliuó en términos de
represión de la oxidación del tiosulfato por sustratos energéti
cos alternativos. Encontraron que lactosa, glucosa, ribosa, "i
cerol, lactato o piruvato reprimian todas las enzimas, inclu_en
do la rodenasa, involucrada en la oxidación del tiosulfato en
dicho organismo. Posteriormente Tabita y col (1969) purificaron
40 veces la enzima de Fennobaciltuó ¿annooxádanó (Thiobactiiuó
6ennooxtdau4).

Con respecto a otras fuentes bacterianas, Smith y Las



cclles (l966) comprobaron que extractos de Chnomath¿umsp. cepa
D, crecidos bajo condiciones anaeróbicas y a la luz, cataliza
ban la cianólisis del tiosulfato para dar sulfito y tiocianato.

Hall y Berk (l968) demostrarOn que los extractos de
Póeudomonaaacnug¿no¿a contenían rodenasa, obteniéndose un au
mento de actividad del 40%cuando las células crecian en un me
dio con mercaptosuccinato. En l978, Schook y 3erk hicieron est!
dios con Póeudomonaaaenuginoaa crecida con distintas fuentes
de azufre inorgánico, comprobando que la rodenasa es una enzi
ma constitutiva, que se encuentra en la fracción soluble y que
su actividad es independiente del medio de crecimiento empleado.

Yoch (l97l) estudió el contenido de rodenasa en reprg
sentantes de las tres familias de bacterias fotosintéticas:
ThLonhodaeeae, Ath¿onhodaeeae y Chzcnabacteniaceae; encontró
actividad de rodenasa en todos estos organismos pero no la corre
lacionó con el metabolismo del tiosulfato. Barton y Akagi
(l97l) purificaron a la enzima de Deóúiáa10Mdcuium"¿94¿6a"ó
y la separaron de la tiosulfato reductasa.

En l980, Vandenberghy Berk, purificaron y caracteriza
ron rodenasa de Acinetobacten caiccacctácuó. Se determinó que
la enzima estaba presente en todas las cepas y especies de
Acinetobacten estudiadas y su actividad era mayor que en cual
quiera de los otros géneros ensayados (Vandenbergh y col, 1979).

En los últimos l0 años, se han publicado varios traba
jos sobre rodenasa en plantas. Chewy Boey (1972) comprobaron
que las hojas de la tapioca Man¿hotutilióóima contienen sufi
ciente actividad de rodenasa comopara permitir la metaboliza
ción de cualquier cianuro libre, que podria formarse ¿n uávo
por la hidrólisis intracelular del glicósido cianogénico lina
marina, que se encuentra en esta planta. Más tarde, se detec
tó la actividad de la enzima en extractos crudos de hojas de
doce especies de plantas seleccionadas al azar; nueve de ellas
noucianofóricasy tres cianofóricas. En todos los ca os la acti
vidad medida fue significativa y no se encontró correlación en
tre oicha actividad y la naturaleza cianofórica de la planta
(Chew, 1973).

Finazzi Agró y cel (l97l) realizaron estudios desde un
punto de vista diferente; analizando la capacidad de la rodeng
sa de transferir azufre comoun método apropiado para reacti
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var la ferredoxina cuyo "sulfuro lábil" habia sido removido. To
mati y col (l972) efectuaron investigaciones análogas en cloro
plastos de espinaca, perejil, repollo y nabo. Los resultados
obtenidos mostraron una evidente correlación entre la activi
dad de rodenasa y el contenido de azufre lábil.

V.3. PROÉIEDADES CATALITICAS

Se han llevado a cabo muchas investigaciones sobre la
actividad de rodenasa para dilucidar las propiedades de la en
zima como proteina y su mecanismo catalitico. La mayoria de es
tos trabajos se realizaron con la enzima cristalina de higado
bovino (sorbo, 1953 b) y los estudios comparativos efectuados
con la enzima cristalina de riñón bovino (Nestley, 1959;
Nestley y Green ,1959) revelaron que no existen diferencias en
tre ambas.

V.3.l. Especificidad de sustrato

Durante 20 años se pensó que la rodenasa tenia solamen
te dos sustratos: tiosulfato comodonor y cianuro comoaceptor.
Lang (l933 a y b) en su reporte original mencionó que el azu
fre coloidal también podia servir como donor pero se demostró
que esto no era válido parala enzima altamente purificada (56r
bo, l953 a). Al principio se creyó que una segunda enzima lla
mada "rodenasa S" era responsable de la actividad medida con
azufre coloidal (sorbo, 1953 a). Sin embargo, más tarde Sórbo
(l954) indicó que se trataba de una reacción no-especifica que
involucraba la formación de una polisulfuro proteina y su pos
terior cianólisis.

El informe original de Lang (1933 a y b) sobre la forma
ción irreversible de sulfocianuro a partir de tiosulfato y cia
nuro, ha sido confirmado y ampliado por otros autores (Sórbo,
1953 b; Goldstein y Rieders, 1953; Davis, l962). Chung y Hood
(l970, 1971) demostraron que la generación de cianuro a partir
de sulfocianuro, que ocurre en lossistemas metabólicos, es una
reacción oxidativa que involucra peróxido de hidrógeno, actuan
do como catalizadores peroxidasa o hemoglobina.
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En 1953 se sugirió que e] mercaptopiruvato podia actuar
comosustrato donor de azufre para rodenasa (Hood y Fiedier,
1953). En 1964, sorbo demostró que este compuesto no servia como
donor para 1a enzima cristaiina. Sin embargo, 1a primera hipóte
sis fue posteriormente confirmada a1 descubrirse dos formas mo
leculares de rodenasa, con distinta carga (Blumenthai y Heinriï
son, 1971). La actividad detectada para e] mercaptopiruvato es
soiamente 1%de 1a medida con tiosuifato como sustrato donor, y
ta] pequeña magnitud podria haber sido no detectada en trabajos
anteriores (sorbo, 1964). Por otro lado, a menos que se tomaran
grandes precauciones para asegurar la ausencia de trazas de a
zufre poiisuifuro en e] mercaptopiruvato usado, 1a observación
de esa baja actividad era indudabiemente dificil de interpretar.

Existe una serie bien estabiecida de donores de azufre
distintos a1 tiosuifato. sorbo (1953 a y b) y Eriksson y sorbo
(1967) determinaron que ios tiosuifonatos de 1a forma

son capaces de actuar comodonores,frente a] cianuro comosustra
to aceptor. Más tarde, se comprobó que e] suifito también puede
funcionar comoaceptor formándose en este caso tiosuifato (Sor
bo, 1957 a). Los tiosuifonatos pueden pensarse comoderivados
de] tiosulfato en e] cua] uno de ios átomos de oxigeno ionizabie
es reempiazado por un residuo orgánico. Se sintetizan a partir
de los correspondientes haiuros de suifoniio y suifuros o a par
tir de ácidos sulfinicos y azufre elementai (Traeger y Linde,
1901; Cavaliini y co], 1963; Minte] y Nestiey, 1966 a ; Nestiey
y Heyse ,1971).

Sorbo (1960) también comprobó que una mezcia de poiisui
furos inorgánicos, principaimente disuifuros, constituyen un buen
sistema donor para transferir azufre a1 cianuro en 1a reacción ca
taiizada por rodenasa. Szczepkowski (1961) demostró que 1a rodeng
sa formaba tiosuifato, utiiizando un disulfuro comodonor y su]
fito como aceptor. Finalmente SzczepkoWski y Hood (1967) verifi
caron que e] trisuifuro "tiocistina" puede actuar comosustrato
donor

'OOC-gH-CHZ-S-S-S-CHz-EH-COO'
NH3 NH3
4 +



llO

De estos estudios resulta evidente que todos los dono
res de azufre contienen átomos de azufre sulfano y que estos á
tomos sulfanos son los transferidos a los sustratos aceptores.

Los sulfanos son compuestos que contienen una cadena
lineal de átomos de azufre todos en el nivel sulfonilo de oxida
ción y unidos unos a otros. excepto el átomo de azufre terminal
que se encuentra unido a un solo átomo de hidrógeno. También se
denomina "sulfano" al átomo de azufre más externo de los tio
sulfatos y tiosulfonatos, los átomos de las cadenas internas de
los politionatos y los polisulfuros orgánicos, el átomo de azu
fre terminal de los hidrosulfuros orgánicos (persulfuros) y por
supuesto todos los átomos de azufre de los di y polisulfuros
inorgánicos (Figura V.l.).

0 O 0 0

I 2- - I I - l

IS ¡IS S\\ ¡lsd
0"] \S 0' \S /\‘o 0' 1 \S

0 0 x 0 0

Tiosulfato Politionatos Tiosulfonatos

" S\ /SR-S-S R-S-S -S-R ,/ S ‘x\S/
Persulfuros Polisulfuros Azufre elemental

‘FIGURAV.l.: Compuestos con átomos de azufre
sulfano que existen en sistemas
biológicos.

Actualmente se acepta que todos los sustratos donores
efectivos deben ser aniones netos, por lo menos en parte, a los
valores de pH de los medios de incubación que se utilizan para
medir la actividad de rodenasa.

Cuando se compararon las velocidades de transferencia
del azufre catalizada por rodenasa a partir de etanotiosulfong
to y s-aminoetanotiosulfonato (tiotaurina) se comprobó que e
xistían diferencias en las mismas al variar el pH, concluyendo
Ique probablemente sólo la forma aniónica neta, y no el zwitte
rion, del amino-compuesto servia c0mo sustrato (Nestley y Heyse,
1971). Estos resultados coinciden con los hallados por Finazzi
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Agró y col (l972). Todos estos datos avalan la hipótesis que
postula que el sitio de unión de la enzima para el donor contig
ne un grupo catiónico(Mintely Nestley, 1966 b; Leininger y
Westley, 1968).

Todos los aceptores para rodenasa son aniones tiofili
cos. Ademásdel clásico cianuro (Lang, 1933-a), también actúa
como tal el sulfito (Szczepkowski, 1961; Eriksson y Sorbo, l967).
Sorbo (l962 a) comprobó que la rodenasa cataliza la reacción de
intercambio isotópico entre 355032' y 55032'. También se encon
tró que los alquil y aril sulfinatos (RSOz') eran sustratos ac
tivos (sorbo, l962 a). Cuando estos compuestos se usan como a
ceptores las reacciones totales son reversibles. Los sistemas
de reacción conteniendo un aril tiosulfonato y-un alquil sulfi
nato, o viceversa, llegan rápidamente a un equilibrio en presea
cia de rodenasa, por ejemplo:

Toluenotiosulfonato + B-aminoetanosulfinato (hipotaurina)

Keq= l,2 a pH 7,4 > Toluenosulfinato + B-aminoetanotiosulfonato
(tiotaurina)

1‘

Conociendoel grado de tiofilicidad de los tioles, po
dría esperarse que éstos funcionen comosustratos aceptores,
con formación de los correspondientes persulfuros (RSS') como
productos. sorbo (l962 a) midió la actividad enzimática frente
a diversos sulfuros inorgánicos, cisteïna, cisteamina y gluta
tión; éstos resultaron inactivos, y cuandoutilizó mercaptoeta
nol y tioglicolato, con petoluenosulfonato comodonor, la reag
ción fue lenta y los productos no fueron identificados.

En 1963, Villarejo y Nestley (a, b) reportaron los re
sultados de los estudios sobre la actividad de tiosulfato redug
tasa de rodenasa, en los cuales una variedad de agentes redug
tores, incluyendo cisteina y glutatión, no servían comosustra
tos. En estos estudios, sin embargo, los ditioles lipoato, li
poamida y 2,3-dimercaptopropanol (BAL)resultaron activos, produ
ciendo 503= y HS' a partir de 85032' en la reacción catalizada
por rodenasa. Posteriormente Koj (1968) y Sido y Koj (l972) de
mostraron que la cisteina y el glutatión pueden servir comosus
tratos aceptores, pero la velocidad de reacción fue baja



(2-3,5 1 de la obtenida con cianuro) y no se pudo establecer
una relación lineal entre la velocidad y la concentración de
enzima, quizás debido a la alta reactividad de los persulfuros
formados como productos de la reacción.

El borohidruro (BHQÍ)y el ditionito (5203-) son otros
aniones tiofilicos que resultaron activos en el clivaje reduc
tivo del tiosulfato por rodenasa (Villarejo y Nestley, 1963 a y
b). Es interesante recalcar que los ditioles que se oxidan a di
sulfuros ciclicos con anillos de más de cinco miembros tales cg
moditiotreitol y ditioeritritol no son sustratos activos. En
realidad, estos compuestos inactivan rápidamente la rodenasa
(Volini y Nestley, resultados no publicados, reportado por
Nestley, 1973). '

Smith y Lascelles (l966) usando tiosulfato marcado con
355 en el átomo de azufre interno comprobaron que no habia acu
mulación intracelular de azufre radioactivo y establecieron que
la producción de sulfato ocurría principalmente a expensas del
átomode azufre interno (503:) del tiosulfato. La radioactivi
dad del tiosulfato marcado con 355 en el átomo de azufre exteg
no se acumulaba dentro de los organismos y era transferida al
sulfato a una velocidad que era similar a la velocidad de la se
gunda fase de producción de sulfato; la mayoria del azufre ex
terno pasaba asi a través del estado de azufre interno. Se con
cluyó que el azufre endógeno es un intermediario en la oxida
ción del tiosulfato por Chnomatium-Dy el clivaje de la unión
S-S en la molécula es el paso limitante en el proceso de oxidg
ción.

Estudios cinéticos comparandoal metanotiosulfonato y
tiosulfato comosustratos para la rodenasa de higado bovino con
firmaron que el clivaje de la unión disulfuro del tiosulfato li
mita la velocidad máximade la reacción de transferencia de az!
fre entre el tiosulfato y el cianuro, con formación de un com
plejo enzima-tiosulfato cinéticamente importante (Mintel y Nes
tley, 1966 a). En el mismo estudio. se indicó que la constante
de Michaelis para el tiosulfato es una verdadera constante de
disociación para este complejo.

Kelly (l976) purificaron rodenasa de ThLobaci
en un medio que contenía tiosulfato y estudia
de la enzima sobre las cuplas tiosulfato con
dihidrolipoamida. Cromatográficamente se com

Silver y
¿Lua A2, crecido
ron la actividad
dihidrolipoato y

llZ
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probó que comoconsecuencia de dicha reacción se producia a-li
poato o lipoamida y como intermediarios los persulfuros de dihi
drolipoato y dihidrolipoamida, verificándose la importancia big
lógica de la degradación oxidativa del tiosulfato por un camino
biosintético central de conservación de energia.

v.3.2. Actividad de Tiosulfato Reductasa

Sórbo, en 1964, estudió la actividad de tiosulfato re
ductasa glutatión dependiente en cortes de higado. Encontró que.
la inhibición de la reducción del tiosulfato por arsenito era
revertida tan efectivamente por mercaptoetanol comopor 2,3-di
mercaptopropanol. El autor concluyó que la reductasa dependieg
te de glutatión, y no la rodenasa. era la responsable primaria
mente del clivaje reductivo del 55032' ¿n vivo. Koj (l968) y
Sido y Koj (1972) continuaron con estos trabajos y encontraron
que la capacidad total de tiosulfato reductasa del homogenato
de higado contenia dos componentes. Uno de éstos, reSponsable
de casi el 35%de la actividad total , coincidia con las propig
dades de rodenasa: alto pHóptimo y habilidad para utilizar cia
nuro, borohidruro o cisteina comoaceptores de azufre. El otro
componente que representaba el 65%de la actividad total, tenia
un pHóptimo bajo y alta especificidad por el glutatión comoa
nión tiofilico. Koj pudo separar fisicamente las dos activida
des mediante fraccionamiento con sulfato de amonio y acetona,
seguido por‘ filtración en gel de Sephadex.

El descubrimiento de la actividad de reductasa asociada
a rodenasa dio lugar a importantes estudios cinéticos realizados
pOr Volini y Nestley en l966. Estos autores estudiaron la velo
cidad inicial de la reacción tiosulfato-lipoato catalizada por
rodenasa, como una función de las concentraciones de ambos sus
tratos aseis valores de pH. Se detectó inhibición competitiva
mutua por los dos sustratos y se demostró que era causada por
la formación reversible de complejos "dead-end" pues el tiosul
fato excluye al lipoato por formación delcomplejo con la enzima
S-sustituida y el lipoato excluye al tiosulfato por formación
del complejo con la enzima libre.
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V.3.3. Inhibición y activación

El trabajo original de Lang sobre rodenasa informaba sg
bre la inhibición sustancial de la enzima parcialmente purificg
da de higado por iones alcalino-térreos. Con CaCl20,02 M, se
producía un 35%de inhibición y se podia incluso detectar este
efecto a concentraciones menores (Lang, 1933 a).

Posteriormente Lang (1949) reportó la inhibición de ro
denasa por cianuro y sulfito, datos que suscitaron considerable
interés. En realidad la enzima era inactivada más que inhibida
en presencia de estos reactivos, a menos que el tiosulfato estu'
viera también presente. En base a estos datos Sórbo (1951 b;
l953 b, c) postuló que en el sitio activo de la enzima habia un
puente disulfuro.

El hallazgo de Green y Nestley (l96l) de la rodenasa
azufre-sustituida, sumadoa la mayor sensibilidad que presenta
ba la enzima diluida frente al cianuro y al sulfito, llevó a
estos autores a sugerir que las inactivaciones causadas por di
chos iones en ausencia de tiosulfato simplemente reflejaban la
labilidad aumentada de ia enzima libre relativa a la forma az!
fre-sustituida. Estas suposiciones fueron discutidas por Sórbo
(1962 b), quien encontró condiciones bajo las cuales la inacti
vación por 355032" era acompañada por la unión del radioisótopo
a la proteina. Similarmente, en ciertas condiciones la inactiva
ción por cianuro requeria la presencia de oxigeno. Comoprueba
adicional de que el sulfo-sustrato no se requiere para la es
tabilidad enzimática, Sórbo (1963 a) citó una experiencia no
publicada en la cual la rodenasa bastante concentrada se hizo
reaccionar con cianuro y luego se separó el exceso de CN' por
intercambio iónico. Luego de este tratamiento, la enzima rete
nia la mayor parte de su actividad.

Esta controversia se mantuvo durante mucho tiempo hasta
que Sórbo (1962 b) estableció que no existia puente disulfuro
en la rodenasa nativa. Se determinó también que la presencia de
5503: o de su átomo sulfano transferible disminuia la sensibili
dad de la rodenasa a una considerable variedad de tratamientos
inhibitorios o inactivantes (Davidson y Nestley, 1965; Hang y
Volini. 1968; De Tomay Hestley. 1970), pero el efecto quimico
exacto del cianuro o del sulfito depende de muchos factores, en
tre ellos la concentración de proteina y de oxigeno.
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Para formular el mecanismo de acción de la rodenasa se
consideraron las reacciones de la enzima con los reactivos sul
fhidrílicos.

Saunders y Himwich (1950) reportaron la inhibición por
tales reactivos. Sórbo (195l a) también encontró que una varie
dad de estos compuestos tenian efectos sobre rodenasa, aunque
éstos eran considerablemente más débiles que los observados so
bre las "enzimas sulfhidrílicas" típicas. Sato y Hayashi (l952)
detectaron la inhibición de la rodenasa de mamíferos por agen
tes tiólicos, y lo mismo fue observado por De Ritis y col (1954)
y Coltorti y Giusti (1956 b). Los últimos investigadores mencig
nados comprobaron que la inactivación de rodenasa por N-etilma
leimida podía evitarse preincubando la enzima con SSO3ZÏ.

Sórbo (1963 b) estudió la inactivación de rodenasa por
mercuribenzoato y comprobó que se producía una lenta reacción
de la enzima con dicho reactivo; llegó'a la conclusión, contra
riamente a su opinión previa (1953 b y'c), que existía un grupo
sulfhidrílico esencial en la rodenasa. Davidson y Hestley (1965),
sin embargo, fueron incapaces de hallar evidencias sobre la e
xistencia de un grupo sulfhidrílico, notando que la reacción con
mercuribenzoato, por ejemplo, requería condiciones que desesta
bilizaban la estructura terciaria de la enzima, incluso en au
sencia del mercurial.

En 1968, Wangy Volini demostraron completamente la hi
pótesis de Sórbo sobre los grupos sulfhidrilos esenciales de la
rodenasa. Estos investigadores determinaron que la enzima_sufría
la pérdida completa de la actividad cuando se la trataba con a
gentes alquilantes,0 se la oxidaba adisquuros mixtos indicando la
importancia de los grupos sulfhidrilos para la catálisis. Los a
nálisis efectuados durante el curso de la inactivación con cual
quiera de estos reactivos revelaron la pérdida de uno de los dos
grupos -SH en el monómero de la rodenasa cuando la inactivación
era completa. El análisis de aminoácidos de la enzima inactivada
con iodoacetato mostró que la mitad de sus residuos cisteína ha
bían sido carboximetilados. Por medio de experimentos de sedi
mentación se demostró que la enzima inactivada por dinitrobencg
no era un dímero oxidado, indicando la formación de un puente di
sulfuro intermolecular entre monómeros. Cuando la enzima inacti
vada por mercaptoetanol se redujo, se detectaron dos grupos -SH,
lo que sugirió la existencia de un disulfuro mixto entre el reag
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tivo y la enzima. Por otra parte la inhibición competitiva de
la actividad de rodenasa por iones aromáticos, pero no por los
correspondientes alifáticos, confirmó evidencias previas sobre
la presencia de un residuo triptofano en el centro activo. Re
sultados posteriores sugirieron la proximidaddel sulfhidrilo
esencial y el grupo aromático en el sitio activo de la enzima.
Más aün, el tratamiento prolongado con tiosulfato revertia to
talmente la inactivación y la pérdida del sulfhidrilo debida
a la formación del disulfuro, pero no aquellos efectos causados
por la alquilación; la extensión de la reactivación y de la re
cuperación del sulfhidrilo estaban exactamente correlacionadas.
En estudios posteriores, se notó la necesidad de remover el sul
fo-sustrato de la rodenasa azufresustituida para lograr que el
grupo sulfhidrilo esencial pudiese ser alquilado (De Tomay
Nestley, l970), justificándose asi la baja reactividad de la rg

'denasa cristalina con reactivos sulfhidrilicos tipicos, ya que
la enzima cristalina, comousualmente se la aisla, está en gran
parte constituida por la forma azufre Sustituida.

Se han encontrado otras dos clases de reactivos inhibi
dores e inactivadores. Estos son aniones en general, por lo
comúnen altas concentraciones (Sakai, 1960; Mintel y Westley,
1966 b), y compuestos aromáticos (Davidson y Westley, 1965;
Nang y Volini, 1968). Ambasclases de reactivos actúan simple
mente comoinhibidores reversibles, estrictamente competitivos
con el sustrato tiosulfato. Sin embargo, iones inferiores en la
serie de Hofmeister (por ejemplo, los haluros) tienden a afec
tar la velocidad de saturación con tiosulfato y pueden también
actuar en parte induciendo cambios irreversibles en la enzima.
Los efectos de los aniones competitivos se interpretaron en base
a consideraciones de fuerza iónica,particularmente teniendo en
cuenta los efectos obtenidos al cambiar la constante dieléctrica
del medio de ensayo (Mintel y Hestley, 1966 b). Agregando meta
nol al solvente de reacción, aumentó considerablemente la velo
cidad de reacción a concentraciones subsaturantes de tiosulfato.
Tomadosconjuntamente, estos datos indican que el sitio activo
de la rodenasa debe contener un centro catiónico al que se une
el sustrato aniónico para formar el complejo enzima-tiosulfato.
Posteriormente,un análisis más profundo de esta clasede datos
demostró que podia llegarse a una mejor interpretación cuanti
tativa del fenómeno en base a consideraciones de pares iónicos,
en lugar de utilizar la teoria de la fuerza iónica (Volini y
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Hang, comunicación persona] efectuada a Westley y reportada por
dicho autor en l973) aunque se alcanza el mismoresultado cuali
tativo, un sitio activo catiónico, por ambasrutas.

La existencia de un grupo triptofano en el sitio activo
fue confirmada por los trabajos de Davidson y Westley (l965).
Estos autores determinaron que varios compuestos aromáticos in
hibian competitivamente a la rodenasa con reSpecto al tiosulfa
to. El ion piridilpiridinio fue el primero probado (Davidson y
Nestley, 1965); dicho ion forma complejos de transferencia de
carga con los residuos triptofilo. Estos datos y el hecho de que
la destrucción de unsolo residuo triptofilo en la rodenasa con
N-bromosuccinimida también inactivaba la enzima, sugirió que el
triptofano está involucrado en el sitio activo, posiblemente cg
mo el subsitio de unión del azufre sulfano. La unión de un áto

-mo de azufre a la rodenasa extingue la fluorescencia dela enzima
libre (Davidson y Nestley, l965) originada por su grupo tripto
fano. Sin embargo, no hay diferencia entre los espectros ultra
violeta de la enzima libre y azufre sustituida, a longitudes de
onda por debajo de 300 nm y Finazzi Agró y col (1972) concluye
ron que la extinción de la fluorescencia, probablemente no se de
bía a un mecanismo de contacto intimo, postulando que el triptg
fano del sitio activo no se une a los átomos de azufre sulfano
y que su función es contribuir a mantener una región fuertemen
te apolar en dicho sitio. n

Estas conclusiones son también avaladas por los trabajos
de Horowitz y Hestley (l970) quienes reportaron los siguientes
hallazgos: a) los aniones aromáticos son inhibidores competiti
vos muchomás fuertes que los alifáticos y b) el uso de acetato
mercürico fluorescente, como un "grupo marcador" unido al grupo
sulfhidrilo esencial, mostraba la naturaleza completamenteapo
lar de la región del sito activo.

Finazzi Agró y col (1972) determinaron también que la
banda de absorción en el U.V. cercano en el complejo rodenasa-a
zufre, era causada por la formación de un grupo persulfuro,
R-S-SH. Por lo tanto el solapamiento de tal banda de absorción
con la fluorescencia del triptofano podria producir la extinción
observada en rodenasa.

Debido a la similitud que existe entre el azufre y el
selenio se intentó determinar si la enzima podia unir selenio u
tilizando un donor apropiado, tal-como selenosulfato. Cannella
y col (1975 a) hallaron que la rodenasa en la forma libre reac
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que es estable en solución a pH's mayores que 8. La adición este
quiométrica de selenosulfato a la solución de rodenasa reduce
su fluorescencia alrededor del 60%. El mecanismo de extinción
de la fluorescencia deberia ser el mismo para el selenio y pa
ra el azufre, ya que en ambos casos la unión de estos elementos
a la enzima produce.una nueva banda de absorción en el ultravig
leta cercano, que compite con la emisión del triptofano. Este
solapamiento es la condición esencial para la transferencia de
energia no-radioactiva,desde los triptofanos al cromóforo forma
do en presencia de azufre o selenio. En este trabajo Cannella
y col (l975 a) demostraron que la unión del selenio se efectua
ba sobre un grupo cistina.

Estudios posteriores (Cannella y col, 1975 b) comproba
ron que el S-fosfato de piridoxal y otros aldehidos aromáticos
inactivan la rodenasa. Esta inactivación alcanza mayor extensión
si la enzima está en la forma libre de azufre. El residuo reac
tivo se identificó como un grupo amino por determinación espec
trofotométrica del derivado 5'piridoxal fosforilado de la enzima.
La inactivación aumentaba con la concentración de fosfato de pi
ridoxal y podia ser parcialmente revertida por el agregado de
tiosulfato o valina. Amboscompuestos podrian desestabilizar la
unión del P-piridoxal al sitio activo. La diálisis prolongada
contra buffer fosfato también producía reactivación de la enzima,
confirmando la reversibilidad de la inactivación. El espectro
de absorción del complejo fosfato de piridoxal-rodenasa presen
taba un pico a 410 nm relativo a una base de Schiff y un hom
bro en la región de 330 nm debido probablemente a la reacción
entre el fosfato de piridoxal y los grupos amino y tiol de la
enzima que se encuentran muy cercanos. La enzima completamente
inactiva contenía 4 residuos e-piridoxil-lisina por mol indican
do que esos 4 grupos lisina son esenciales para la actividad de
rodenasa (Cannella y col, 1975 b).

Todos estos estudios efectuados con ayuda de diversos g
gentes inhibidores e inactivadores, permiten postular la exis
tencia de tres componentes esenciales en el sitio activo de la
rodenasa:

a) un grupo sulfhidrilo
b) un grupo catiónico
c) una región hidrofóbica
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Todos estos componentes deben estar próximos desde el
punto de vista espacial ya que la reacción con uno de ellos mo
difica la acción de los demás.

V.4. PROPIEDADES PROTEICAS

V.4.l. Estructura primaria

Sorbo (l953 a) empleando la enzima pura cristalizada,
demostró qué la rodenasa presentaba un espectro de absorción en
el ultravioleta, caracteristico para proteinas, con el corres
pondiente máximo de absorbancia a 280 nm (sorbo, 1953 b).

No se hallaron evidencias sobre la existencia de algún
grupo prostético. Cuandose descubrió la actividad sustrato a
ceptor del lipoato (Villarejo y Nestley, 1963 a y b), se trató
infructuosamente de encontrar lipoato en los hidrolizados ácidos
de rodenasa (Villarejo y Nestley, 1963 b).

Sarbo (1963; a) determinó la composición de aminoácidos
de la rodenasa de higado bovino. Reportó un peso molecular de
37.000, cuatro grupos sulfhidrilos y ningún puente disulfuro
(sorbo, l963 a y b). De acuerdo al trabajo de sorbo, la enzima
con este peso molecular contenía 8 histidinas, 7 isoleucinas y
5 metioninaS.Trabajos posteriores demostraron que la rodenasa
de PM37.000 correspondía a un dimero,probablemente de subuni
dades idénticas (Volini y col, l967) y la cantidad de los ami
noácidos mencionados podia ser lO, 6 y 4 respectivamente, coin
cidente con lo hallado por Davidson y Nestley (resultados no pu
blicados).

Varios autores encontraron diferencias con respecto a
la cantidad de triptofano presente por molécula de enzima. Sor
bo (l963 a) halló ll residuos triptofano, determinados espectro
fotométricamente, para un PMde 37.000, mientras que Davidson
y Nestley (l965) obtuvieron un valor de 8 por ambos métodos: es
pectrofotométrico (Benzce y Schmid , l957) y quimico (Spies y
Chambers, 1949). Finazzi Agró y col (l972) en sus estudios obtu
vieron por el método de Edelhoch (1967) 9 residuos. Para los o
tros aminoácidos, los únicos valores que se publicaron corres
ponden a la suma de los residuos lisina y arginina (37,5 del in
forme de sorbo y 36 del análisis de Davidson). Esta suma fue
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coincidente con la hallada por Volini y col (1967). Estos auto
res efectuaron un mapeo peptídico de rodenasa pura y separaron
l8-20 péptidos trípticos, indicando que el peso molecular mono
mérico era la mitad de 37.000 (Volini y col, 1967).

De Tomay Hestley (1970) estudiaron la composición de
aminoácidos de cuatro péptidos trípticos de la rodenasa y halla
ron que el péptidoconteniendo el grupo sulfhidrilo del sitio ag
tivo y los tres péptidos que contenían los triptofanos eran fuer
temente hidrofóbicos. —

En un trabajo más reciente, Neng y col (1928 a) me
diante la combinación de técnicas de filtración en gel y elec
troforesis de alto voltaje en papel, aislaron 19 péptidos tríp
ticos obtenidos por ruptura en 18 residuos arginilo. Los pépti
dos trípticos fueron producidos a partir de la S-carboximetil
cisteinil-rodenasa de hígado bovino cuyos grupos amino fueron
bloqueados reversiblemente por reacción con anhidrido citracó
nico. La secuencia parcial o completa de estos fragmentos fue
determinada utilizando la degradación de Edman. En algunos casos
los análisis se completaron por degradación de lospéptidos deri
vados con tripsina, quimotripsina o la proteasa de Staphyloco
ccuó auñeuó. La información así obtenida permitió el alineamien
to de siete de los fragmentos trípticos y se determinó la se
cuencia de los primeros 79 residuos de la cadena polipeptídica.
El fragmento tríptico 19 contenía además del residuo cisteinilo
esencial para la catálisis, uno de los restos metionina. Dicho
residuo cisteinilo, involucrado en la función catalítica de la
rodenasa, estaba ubicado en la posición 247 (Russel y col, l978).
Los mismos autores comprobaron que la enzima era un polipéptido
simple constituido por 293 restos de aminoácidos. En algunas
preparaciones de la enzima faltaba el dipéptido MHz-terminal Val
His y la secuencia comenzaba con glutamina en la posición 3. La
rodenasa así obtenida contiene 291 aminoácidos y posee completa
actividad enzimátita (Russell y col, 1978).

Estudios realizados por Heng y col (1978 b) modificando
químicamente la enzima de hígado bovino, permitieron establecer
importantes diferencias entre la rodenasa libre y el intermedia
rio catalítico en el cual el átomo sulfano del donor de azufre
está unido a la enzima covalentemente (rodenasa-S-sustituída).
El tratamiento de la enzima libre con cantidades estequiométri
cas de iodoacetato o fenilglioxal producía una rápida modifica
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ción del grupo sulfhidrilo esencial de la Cys-247 y la consi
guiente inactivación de la enzima . Del análisis de los datos
de velocidad para la reacción del iodoacetato se obtuvo un pK
aparente para este grupo de 7,8 con la enzima libre y de 6,7-7,0
para los complejos de la enzima con sustratos análogos donores
de azufre. La inactivación de la rodenasa libre por fenilglio
xal en presencia de CN' era causada por las uniones disulfuro
formadas entre la Cys-247 y la Cys-254 o Cys-263.

En contraposición a estos resultados obtenidos con la
rodenasa libre, la enzima azufre sustituida no era inactivada
por iodoacetato y sólo era lentamente afectada por tratamiento
con grandes excesos de fenilglioxal. La pérdida de la actividad
enzimática en la rodenasa-S-sustituida no involucraba los resi
duos cisteinilos pero podria relacionarse con la modificación
de los grupos guanidinio principalmente el de la Arg-l86, cuyas
cadenas laterales podrian jugar un rol importante en la unión
del sustrato.

La enzima por lo tanto existe en dos formas: una conte
niendo azufre, en la cual dicho átomo está unido a la cisteina
247 como grupo persulfuro (E-S-SH), y la otra en forma libre
(E-SH) donde el azufre transferible ha sido removido por acepto
res nucleofilicos (Davidson y Nestley, l965; Finazzi Agró y col,
1972). Se han usado muchos reactivos especificos para determinar
las propiedades de estas dos formas y el rol de los grupos -SH
en la reacción catalitica. En particular se ha estudiado la reag
ción de larodenasa con el ácido 5-5'ditio-bis(2-nitrobenzoico)
(DTNB)tanto con la enzima azufre sustituida como con la forma
libre (Pensa y col, l977). El agregado de DTNBa la rodenasa li
bre de azufre produce un disulfuro mixto entre el grupo sulfhi
drilo esencial de la enzima y el tionitrobenzoato, que puede
ser atacado por ambossustratos, cianuro y tiosulfato, restau
rando la actividad catalitica.

El análisis de la estructura del derivado obtenido por
tratamiento de la enzima con DTNBmuestra que durante la reac
ción con este reactivo ocurre la formación oxidativa de un puen
te disulfuro entre dos grupos sulfhidrilos de la rodenasa (fi
gura V.2.).

La cianólisis de la enzima modificada produce un tiocia
no derivado de la enzima, del cual se libera tiocianato a partir
de una B-eliminación parcial. El clivaje de las uniones disulfu
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ro presentes en el aducto enzima-tionitrobenzoato usando cianu
ro marcado. sufre una incorporación de radioactividad mayor que
la prevista.

su o s2 l

SH + DTNB ——> s + TNB' + H20 + H+
SH S-TNB

.FIGURAV.2.: Reacción de rodenasa con DTNB.
DTNB= 5-5' ditio-bis(2-nitrobenzoico)

Pensa y col (1980) postularon que ocurre una unión eleg
trostática entre el cianuro y los grupos de la enzima cargados
positivamente.

Losmismosautores comprobaron que se obtenían diferen
tes S-ciano derivados si la enzima azufre sustituida o la enzi
ma libre se trataban con ácido 2-nitro-S-tiocianobenzoico (NTCB)
(Pecci y col, l980). La interacción con los grupos sulfhidrilos
vecinos libera tiocianato del derivado rodenasa-azufre y cian!
ro del derivado rodenasa libre de azufre. En ambos casos se for
ma una unión disulfuro (Figura V.3.).

V.4.2. Estructura secundaria y terciaria

Drenth y Smith (l97l) iniciaron estudios de cristalogrg
fía empleando rayos X, en cristales de rodenasa y en un deriva
do obtenido por agitación de los cristales de la enzima en una
solución de p-cloromercuribenzoato. Comprobaronasi la existen
cia de una molécula dimérica por unidad asimétrica y la unión
de un átomo pesado por monómeroen el correspondiente derivado.

Volini y Hang (l97l, 1972) investigaron los cambios es
tructurales provocados por modificaciones en el ciclo cataliti
co utilizando técnicas de dispersión por rotación óptica y di
croismo circular. Los resultados confirmaron que se producía
una transición conformacional de cierta magnitud cuando el tio
sulfato, sustrato donor de azufre, formaba un complejo con la
rodenasa. Por comparación de'los espectros de las dos formas en
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zimáticas se concluyó que unos 20 aminoácidos estaban involucra
dos en un cambio, en el cual una estructura desordenada de ti:
po espiral pasaba a una ordenada tipo s, cuando laenzima unia el
ión tiosulfato y descargaba el ión sulfito. La incapacidad del
ión sulfato para producir un cambio conformacional sugirió que
ademásdel sitio catiónico, debia existir otro grupo enzimático
comprometido en la unión del sustrato (Volini y Hang, 1973 a).

a) *

EI/IS-SH\SH

i
S-S-CN 

+ NTCB E//' + TNB + H+

E" | + SCN‘ + H+

b)

/*SH /*s-cn
E + NTCB , E + TNB’ + H\ SH \ SH

H *s *SHE/I +CN'+H+*E/
\s \s-CN

+

FIGURAV.3.: a) Cianolización de la rodenasa azufre sustitui
da

b) Cianolización de la rodenasa libre de azufre
El azufre marcado es el responsable de la acti
vidad enzimática. NTCB:ácido 2-nitro-5-tiocia
nobenzoico; TNB: tionitrobenzoato

En l974, Smith y col encontraron diferencias en la con
fbrmación de la cadena principal de las dos "subunidades" del
presunto dimero.

Finalmente, Russell ycol (1978) pudieron determinar la
secuencia completa de aminoácidos de la rodenasa comprobando
que está constituida por una única cadena polipeptidica de 293
residuos a la cual corresponde un PMde 32.900. Estos autores
postularon que la rodenasa está formada por dos "domains" globu
lares de tamaño y conformación casi idénticos conectados por un
segmento que comprende los residuos l43 a l58. La localización
de este loop conectante, rico en prolina, en la superficie de
la molécula podria hacerla especialmente susceptible a la pro
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teólisis y originar los pseudodimerosaislados y reportados prg
viamente por varios autores (Volini y col, 1967, 1978).

El sitio activo de la enzima está localizado en una de
presión entre los dos "domains" y la Cys-247 esencia] para la
catálisis se encuentra ubicada en el fondo de esta cavidad
(Ploegman, l977).

Por estudios cristalográficos efectuados sobre la ro
denasa-S-sustituida se confirmó que la Cys-247 es el sitio al
cual se une en forma covalente el azufre del sustrato donor
(Ploegman y col, l979). También pudieron explicarse en este tra
bajo las predicciones anteriores sobre la importancia de las re
giones hidrofóbicas y catiónicas en el sitio activo (Mintel y
Hestley, 1966 b; Horowitz y Nestley, l970). Se determinó (Russell
y col, l978) que las cadenas laterales del Trp-35, Phe-lOGy
Tyr-l07 del "domain" (I) y Phe-212 y Val-25l de la segunda mi
tad de la molécula (II) contribuyen a formar la pared hidrofóbi
ca del sitio activo. Sin embargo todas las contribuciones hidrg
filicas y la Cys-247 misma, derivan de la estructura COOH-termi
nal. Existe además, una asimetría funcional entre ambos "domains"
a pesar de su semejanza estructural. Aunque la secuencia homólg
ga entre residuos equivalentes podria interpretarse comouna e
videncia de que los dos "domains" de la rodenasa están relacig
nados evolutivamente, sus semejanzas estructurales están mejor
expresadas en sus modelos conformacionales que en sus estructu
ras primarias. Los modelos de estructuras secundarias predichos
para cada "domain" de acuerdo a las reglas de Chou y Fasman
(l974) corresponden perfectamente con las conformaciones dete;
minadas experimentalmente (Ploegman y col, 1978 b).

Debido a que las semejanzas entre los "domains" son tan
importantes, parece poco probable que sus equivalencias confor
macionales sean casuales. La similitud estructural entre los
dos "domains" está en agudo contraste con sus equivalencias fun
cionales; ésto es válido si consideramos a la rodenasa como una

sulfotransferasa y aceptamos que ambos "domains" contribuyen
al ünico sitio activo de esta actividad catalitica de la enzima.

Si las cadenas MHz-terminal y COOH-terminal se produje
ron por duplicación genética y divergencia, es dificil compren
der la presión selectiva que llevó a la conservación de modelos
plegados análogos a pesar de los considerables cambios en la
estructura covalente.
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Podriapensarse que la cadena NHz-terminal tuvo tiempo
atrás un sitio activo y que posteriormente se alteró por pérdi
da de una cisteina. En este caso. la similitud estructural-que
presenta con el "domain II" podria ser sólo un reflejo de su
función ancestral. Tambiénpodria ser que estos hallazgos justi
fiquen una función de la rodenasa no conocida hasta el presente
(Russell.y col, 1978).

Recientemente Cannella y col (l98l) separaron, por e
lectroforesis en gel de poliacrilamida preparativa en disco,
cuatro formas moleculares de la enzima.cristalina de higado bo
vino llamadas rodenasa I, II, III y IV, basándose en sus dife
rentes movilidades electroforéticas anódicas. lodos estos compg
nentes tenian el mismo peso molecular de alrededor de 35.000 y
también poseían la misma composición de aminoácidos. Las formas

aisladas de la enzima eran estables y no se interconvertian en
un proceso tiempo-dependiente, si se conservaban en solución o
al estado cristalino. Estos resultados demostraban que las cua
tro formas tenian la mismaestructura covalente sugiriendo que
se trataba de isómeros conformacionales.

Esta hipótesis fue apoyada por los espectros de dicrois
mo circular en la región U.V. cercano de los cuatro componentes
en la forma conteniendo azufre, es decir S-enzima, ya que el
cambio conformacional que implica la unión del S a la rodenasa e
involucra el grupo o grupos triptofanilos, ocurre durante la
catálisis mediante ciclos enzimáticos en los cuales se pasa de
la forma S-sustituida a la forma S-libre (Cannella y colt 1980).
Las diferencias observadas en los espectros de dicroismo circu
lar indicarian una modificación en la estructura terciaria del
sitio activo (Cannella y col, 1981). Los estudios cristalográfi
cos revelaron que el azufre unido a la enzima se encuentra como
grupo persulfuro y es estabilizado por las uniones hidrógeno de
los grupos peptidicos vecinos (Ploegmany col, 1978 a). Asi, las
diferentes conformacionesdel sitio activo deberian influir so
bre la estabilidad del grupo persulfuro. Incluso la cantidad de
azufre transferible unido a las cuatro formas, determinado por
la absorbancia a 276 nm y 335 nm o a partir del contenido de a
zufre cianolizable era diferente variando desde un valor de
0.97 a 0,74 mol S/mol de enzima en la forma IV y en la forma I
respectivamente. A pesar de este hallazgo las formas presentaban
actividades especificas similares excepto la forma I cuyo vaTor
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era Un 40%menor (Cannella y col, l98l). Evidentemente las di
ferencias en la estructura terciaria de estos isómeros confor
macionales no afectaba significativamente sus capacidades de
transferir azufre. Esta interpretación está de acuerdo con los
datos reportados previamente (Hang y Volini, l973; Volini y
Hang,l973 a) indicando la flexibilidad de la molécula de rodeng
sa con respecto a la unión del azufre.

Considerando que en los extractos mitocondriales de hi
gado se encontró esencialmente la forma IV de la enzima, el com
ponente de mayor actividad y más alto contenido de azufre persul
furo, se sugirió que los otros isómeros conformacionales pueden
originarse a partir de la forma IV durante el proceso de purifi
cación; apoyando esta hipótesis Blumenthal y Heinrikson en l97l,
habian reportado que las proporciones delas diferentes formas
de rodenasa dependian del procedimiento preparativo empleado.
Más aún, Cannella y col (198l) encontraron que dichas proporcig
nes variaban de preparación a preparación incluso empleando el
mismo procedimiento.

VL4.3. Estructura cuaternaria

El peso molecular de la rodenasa de higado bovino deter
minado por Sórbo (1953 b), usando métodos de velocidad de sedi
mentación, fue de 37.500. En un trabajo posterior, Nestley y
Green (1959) reportaron el mismo coeficiente de sedimentación
para las enzimas de higado y riñón bovinos. Sin embargo, Molini
y col en 1967, realizaron estudios de filtración en gel y sedi
mentación y postularon que la forma de PM37.500 estaba en rápi
do equilibrio dependiente del pH con especies cuyo PMera la mi
tad, permitiendo a la enzima convertirse por autooxidación a una
forma estable de PM37.500. El mapeo peptidico de la enzima co
rroboraba un PMde l9.000 para el monómero, sugiriendo que pro
bablemente ambas subunidades fuesen idénticas.

Horowitz y Nestley (1970), usando técnicas de polariza
ción fluorescente, confirmaron el equilibrio monómero-dimero.
La disociación del monómerose favorecia cuando la constante
dieléctrica del medio bajaba,introduciendo detergentes o elevan
do el pH a lO. La rodenasa previamente oxidada a un dimero es
table no mostraba ninguno de estos efectos.



Ellis y Noodward(1975) re-investigaron la disociación
propuesta por Horowitz y Nestley (1970) empleando electrofore
sis en gelde poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio. Cuan
do la rodenasa de higado bovino altamente purificada se trató
con agentes denaturalizantes y reductores de uniones disulfuro.
se encontró un único peso molecular parala enzima de 35.000. De
estos datos surgian dos posibilidades: a) la enzima poseía, en
realidad, una ünica cadena polipeptidica, o b) se trataba de
un homodimero unido covalentemente. La primera posibilidad Sedes
cartó ya que los mapas de los péptidos tripticos de la rodenasa
en dos estudios independientes (Volini y col, 1967; Blumenthal
y Heinrikson, 1971) revelaron secuencias redundantes. Otros tra
bajos también interpretaron la secuencia de ciértos péptidos en
términos-de una tiosulfato sulfotransferasa dimérica (Blumenthal
y Heinrikson, l972 a y b).

En base a estos conceptos se llevaron a cabo experien
cias para determinar si la enzima era un dimero unido por unio
nes disulfuro (Ellis y Noodward, 1975). La enzima fue sometida
a un tratamiento que incluia reducción y carboximetilación en

‘guanidina-ClH 8 M a 37 °C y diálisis contra SDS 2%y mercaptoe
tanol 5%. Sin embargo, el peso molecular determinado por electrg
foresis en dodecilsulfato de sodio era el mismo. También se la
sometió a un clivaje por acción del bromuro de cianógeno en so
lución de ácido fórmico al 70%y se obtuvieron productos inter
medios de PMmayor que el supuesto para el presunto monómero de
18.500. Estos datos son consistentes con la proposición que la
tiosulfato sulfotransferasa es un monómerode peso molecúlar a
proximadamente 35.000 con cuatro residuos metionina por molécu
la.

También para la enzima de Acinetobacten catcoaceticua
se halló un peso molecular de 35.000 y no se observó degradación
de la misma en subunidades más pequeñas cuando se la sometió al
tratamiento con 2-mercaptoetanol (Vindenbergh y Berk, 1980).

Asimismo, recientemente se determinó un peso molecular
de 33.000 para la enzima de hojas, pulpa y cáscara de mandioca
(Anosike y Ugochukwu, 198l), dato que coincide con el valor de
32.000 previamente reportado para la enzima de repollo (Tomati
y col, 1972).

Con respecto al contenido de iones metálicos de la enzi
ma. Volini y col (1967) encontraron que la rodenasa de higado bg
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vino cristalina contiene un ion Zn por monómerode PM18.500.
Bryant y Rajender (l97l) usando técnicas de resonancia magnéti
ca nuclear, confirmaron la existencia de un sitio de unión para
el i0n Zn en el monómero de la rodenasa y encontraron además que
la enzima nativa puede prepararse libre de Zn. Asimismo demos
traron que la inhibición enzimática por dicho ion aparentemente
se deberia a la disminución en la concentración del sustrato
por formación de un complejo entre el cianuro y el Zn2+ agrega
do.

DesafOrtunadamente, aün no se ha establecido la impor
tancia de la capacidad de unión del ion metálico para la acti
vidad enzimática. El problema surge de la dificultad para elimi
nar las últimas trazas de cationes divalentes no solamente del
material de vidrio y buffers sino también de los sustratos uti
lizados. La cantidad de iones metálicos necesarios para activar
la enzima es muy pequeña y todos los sustratos de la rodenasa
excepto los tiosulfonatos son agentes complejantes de estos io
nes. Cualquier catión complejado al iOn sustrato donor o al i0n
sustrato aceptor presumiblementellegaría fácilmente al sitio
activo. En base a estos datos, ha sido muydificil verificar o
eliminar la posible participación de los iones metálicos diva
lentes en la actividad de rodenasa.

V.5. MECANISMO DE ACCION

A partir de los estudios de Sorbo (l962 a) se consideró
a la rodenasa como una enzima muy útil para realizar estudios de
mecanismo. Debido a la simplicidad estructural de sus sustratos
y productos y al bajo peso molecular de la enzima misma se espe
culó que el mecanismo de reacción catalizado por la rodenasa de
bia ser muysencillo.

V.5.l. Mecanismocinético

El primer mecanismo formal fue propuesto por sorbo
(l95l b). Dicho mecanismo planteaba la existencia de una unión
disulfuro en el sitio activo, e involucraba el clivaje de la
misma por acción del tiosulfato, con formación de un sulfenil
tiosulfato. Esta especie era atacada por el cianuro, eliminando
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sulfito y formando un tiocianato orgánico, e] cua] posteriormen
te era descompuesto para regenerar e] disuifuro por eiiminación
de sulfocianuro (Figura_1¿í¿). Ta] secuencia se ajusta forma]
mente a un mecanismo irreversible de Theoreil-Chance.

_ s

5503?- E<g scn'

E/s-s-so3- E,s-scu’
xs- S

CN“ 5032“

FIGURAV.4.: Mecanismo de Theoreil-Chance pro
puesto por Sorbo (1951 b)

A posteriori Sorbo (1964) reconoció dos faïïas químicas
en su teoria: a) no pudo demostrar 1a aparición de] grupo sul
fhidriio, cuando 1a rodenasa era tratada con tiosuifato en au
sencia de cianuro, y b) los tipicos suifenii-tiosulfatos propueí
tos no eran cianoiizados con eliminación de suifito.

Szczepkowski (1961) refutó e] mecanismo de Sórbo después
de ensayar la cianóiisis de sulfenil-tiosulfatos y obtener
tiosuifato y un tiocianato orgánico en iugar de ios productos
postuiados en e] mecanismo. Además aunque Szczepkowski mantuvo
la idea de 1a unión disuifuro en el sitio activo, propuso un mg
canismo alternativo con un intermediario enzimático trisuifuro
(Figura V.5.).

Este es un mecanismo de dobie despiazamiento.

En 1962 (b), Sorbo comprobó que 1a rodenasa no contenía
uniones disuifuro y ambos mecanismos fueron descartados pero 1a
propuesta de dobie despiazamiento fue estabiecida por demostra
ción directa de un intermediario enzimático azufre-sustituido
y sus reacciones con los iones tiofiiicos apropiados.

Green y Nestiey (¡961) observaron que la rodenasa como
usualmente se 1a aisia es en reaiidad 1a forma azufre-sustitui
da. Por métodos poïarográficos se determinó que la reacción de
la enzima cristalina con cantidades estequiométricas (aproxima
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damente 2 equivalentes por PM37.000) de sulfito o cianuro ren
dia tiosulfato o sulfocianuro respectivamente. _

s
xs’ E‘/' '

\\¿ scn
6

sso32’

x' E'/'S\‘s CN“\\.S,/
ó

5032“

FIGURAV.5.: Mecanismo propuesto por
Szczepkowski (l961).
XS : donor sulfano

En base a estos experimentos, el mecanismo propuesto
fue la tipica forma de doble desplazamiento (Figura V.6.).

sso32' E SCN'

5032' E-S CN’

FIGURAV.6.: Mecanismo de doble
desplazamiento

Este mecanismo fue confirmado por las experiencias de
Hestley y Nakamoto (1962), quienes comprobaron que la enzima
tratada con 3555032' quedaba marcada con 355 en cantidades equi
valentes mientras que no se hallaba marcación si la rodenasa se
trataba con 5355032'. Por tratamiento con CN' o 5032- a 0 °C,
el 355 era removidomuy rápidamente de la enzima marcada aislada,
obteniéndose 3SSCN'o 3555032" respectivamente. El azufre ra
diactivo podia también ser removido por denaturalización térmi
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mica de la enzima, liberándose en este caso como azufre elemen
tal. En trabajos posteriores basados en la actividad de tiosul
fato reductasa de rodenasa, se demostró también que ese inter
mediario azufre-enzima reaccionaba estequiométricamente con di
hidrolipoato para producir sulfuro y lipoato oxidado (Villare
jo y Nestley, l963 b).

Los resultados citados hasta aqui permitieron estable
cer la formación de una rodenasa azufre-sustituida capaz de
reaccionar rápidamente en sistemas que constituyen un ciclo cg
talitico. En todos estos casos, surgió la incógnica de comodg
terminar en qué sentido se producía el flujo principal de la
reacción catalizada por la rodenasa. La respuesta se obtuvo del
análisis de una cinética con dos sustratos. Volini y Nestley
(l966) la aplicaron estudiando la reducción de tiosulfato por
dihidrolipoato catalizada por rodenasa. Estos resultados config
maron que operaba un mecanismo formal tipico de doble desplaza
miento con inhibición competitiva mutua por ambos sustratos.
Hestley y Heyse (l97l) realizaron un análisis similar para las
reacciones entre tiosulfato y cianuro, y tiosulfonato y cianuro
catalizadas por rodenasa; estos autores obtuvieron resultados
que coincidían rigurosamente con un mecanismo formal de doble
desplazamiento incluso a concentraciones extremadamente altas
de ambos sustratos (Westley, l972).

Luego de establecer inequivocamente la existencia del
mecanismo por doble desplazamiento, quedó por dilucidar la ocu
rrencia y localización de los intermediarios transitorios signi
ficativos cinéticamente dentro del mencionadociclo catalitico.

Mintel y Westley (1966 a) hallaron que la velocidad
máxima de la reacción catalizada por la enzima era mucho mayor
con tiosulfonatos que con tiosulfato comosustrato donor de a
zufre. Por lo tanto, la rodenasa deberia formar un complejo ci
néticamente significativo con tiosulfato y postularon el mecanis
mo descripto en la Figura V.7.

P teriormente, Volini y Westley (1966) comprobaron que
la rodena azufreasustituida forma un complejo cinéticamente
significativo cuando se usa lipoato comosustrato aceptor (Fig 
ra V.8.).

La aparición del intermediario lipoato persulfuro ya
habia sido demostrado anteriormente (Villarejo y Nestley, 1963 b)



y confirmado también por Silver y Kelly (1976) en trabajos po;
teriores empleandorodenasa purificada a partir de cultivos de
Thiobaciliuó.

55032“ E SCN

(E.SSO32') ‘
5032' <————1———->ES CN“

sso32'«—1——»(ES.SSO;2')

FIGURAV.7.: Mecanismo propuesto por Mintel
y Westley (l966 a). Formación
del complejo rodenasa-tiosulfg
to.

S S- S_ . // . z/
55032 E Llp Llp

l l \\SH ¿L \\s
/,SH

(E-SSO32

SH

5032' ES «——L——r Lip< s

FIGURAV.8.: Mecanismo propuesto por Volini y Westley (l966).
Formación del complejo enzima-lipoato.

Nestley y-Heyse (l97l) realizaron estudios con dos
sustratos utilizando tiosulfonatos comodonores y cianuro como
aceptor;obtuvieron por extrapolación de sus datos valores de
velocidad máxima infinita cuando las concentraciones de ambos
sustratos se aumentaban en forma ilimitada. Estos resultados
permitieron proponer un mecanismosin complejos cinéticos signi
ficativos para esta combinacióndesustratos (Figura V.9.).



RSOzs- E SCN

RSOZ- ES CH

FIGURAV.9.: Mecanismo ci
nético propueg
to para rodena
sa sin forma
ción de compig
jos intermediarios.

Probabiemente sin embargo, un estudio más preciso con
concentraciones de Ios sustratos suficientemente a1tas demostrg
tria 1a saturabilidad de 1a enzima por estos sustratos, e indi
caria 1a formación de por lo menos un complejo cinéticamente
significativo.

Minte] y Westley (1966 a) ha11aron evidencias que justi
ficaban que 1a inhibición por sustrato ocurría por formación de
compiejos dead-end con 55032', CN', dihidrolipoato y algunos
tiosuifonatos. Estos investigadores, a partir de datos cinéti
cos obtenidos para los tiosuifonatos aromáticos, detectaron 1a
formación de compiejos no-productivos por "unión incorrecta o
equivocada" de ios sustratos. —

Hestley y Heyse (1971) también demostraron bajo ciertas
condiciones experimentaïes, inhibición por sustrato.

Estudios efectuados sobre 1a estructura de 1a rodenasa
habian permitido concïuir que e] sitio activo de la enzima era
de naturaleza catiónica (Mintel y Nestley, 1966 b) y asi e]
complejo inicia] formado entre 1a rodenasa y su sustrato anióni
co es un par iónico. En estudios posteriores, Wangy Volini
(1973) demostraron que 1a enzima Iibre también forma pares ióni
cos con suifato, acetato, formiato y glicinato e igualmente con
los iones producto suifito y tiocianato. Estos autores basándo
se en sus resuitados propusieron e] mecanismo detallado en 1a
F'gura V.10._E1 intermediario azufre-enzima (ES) también forma
pares iónicos con ios aniones antes mencionados incïuyendo e]
sustrato tiosulfato. Los pares iónicos formados con 1a enzima
libr- ,onstituyen compïejos dead-end. Sin embargo Ios pares ió



nicos formados con ES, en particuïar aqueïios con suïfato, ace
tato, formiato y giicinato, Ilegan a producto y a1 hacerlo, eii
minan 1a inhibición observada con e] ión tiosuifato. Por otro
lado, e] estudio de ios parámetros termodinámicos indica que 1as
interacciones enzima-anión tienen lugar en un contorno hidrofó
bico en e] cua] 1a solvatación de] ion es minima.

sso3 = E
(E.A)¿/

J 4
A SCN"

(E.SSO3=) 5 (E.SCN')

CN
2 ES.A 3

A 4/1
503= A—r ES

FIGURAV.10.: Mecanismo forma] para 1a reacción
de catálisis de rodenasa en pre
sencia de aniones inhibitorios
distintos de] sustrato.
Las reacciones 4 y 5 y 1a reac
ción tota] catalizada por 1a enzima son irreversibles.

Estos mecanismoscinéticos descriptos representan un ni
ve] de resoiución minimo. Es probable que existan otros intermg
diarios además de ios propuestos y que estudios adecuados per
mitan su detección. Por ejempio, aunque se encontró (Schlesin
ger y Nestiey, 1972) que la reacción de] ion cianuro con azu
fre-rodenasa para producir suifocianuro y 1a enzima iibre puede
ser una simpie reacción bimoiecular de difusión controlada a va
lores de pH por debajo de 5,5, no hay razón para dudar que uno
o más compiejos intermediarios pueden estar invoïucrados en es
ta reacción a vaïores de pH más altos y hay evidencias que con
firman esta hipótesis (Hintei y Nestley, 1966 a; Volini y Hang,
1971, 1972).

E1 comportamiento cinético de 1a rodenasa de higado bo
Vino fue investigado a valores de pH entre 5,0 y 10,8
(Schlesinger y Nestley, 1974). Se comprobóque e] tiosuïfato se



unia más fuertemente a 1a enzima protonada que a 1a forma des
protonada. Además1a enzima Iibre y la forma azufre sustituida
reaccionaban con numerosas especies aniónicas incïuyendo sustrg
tos que inhibïan 1a reacción, proceso pH dependiente.

En base a 105 datos obtenidos se pianteó 1a existencia
de tres formas para 1a enzima azufre sustituida (ES) (figura
[Lll) y se caicuïaron los pK de sus equiïibrios en 5,9 y 9,4
(Schlesinger y Nestiey, 1974).

H+ H+

ESH ESH 4———————¿1—————+ ES
2 KESH KEs

- ' A ' ¡A - A

A KESH2 A kESH A KEs

H+ H+

ESHZA «—————¡‘¿1—————+ ESHA <——————Í¿L—————+ ESA
_ ESHA ESA

cn CN" cn“

K+3A QíiiA K+3A
‘SCN v H+ 1' SCN H+ SCN

EH A <——————¿1———-——* EHA «+———-—¿¿L—————+ EA

‘sz KEHA ¡ KEA- A - ¿j A — A
A KEHz A KEH A KE

+
i H+ ir H

EH2«——fi—>EH+E
FIGURAV.11.: Mecanismo forma] propuesto que inciuye las tres

formas de] compiejo enzima azufre sustituida
anión y 1as reacciones de estos compiejos con
e] compïejo enzima libre-anión más tiocianato.

También se determinaron 1as constantes de 1a reacción
de segundo orden producida cuando 1a S-enzima reacciona con e]
ion cianuro, éstas son 8,9 x 108 M"1 s']; 2 x 107 M'] 5'] y
j 104 H'] s'], pasando de] estado más protonado (E-SH2) a1 menos
protonado (ES). Además estos mismos autores estudiaron 1os pa
rámetros de activación para 1a reacción de rodenasa con tiosul
fato y cianuro a pH 8,7, ha11ando.que 1a entalpia de 1a activa



ción era muy pequeña mientras que 1a entropía de activación era
muchomayor y negativa indicando que probabïemente existe un e;
tado de transición entre 1a S-enzima y los productos y que di
cho estado de transición involucra una considerabie neutraiiza
ción de cargas.

Jarabak y Westiey (1974 c) trataron de determinar si dis
tintos grupos de sustratos donores o aceptores actuaban en e]
mismositio activo de 1a rodenasa o en sitios diferentes y rea
lizaron experimentos anaiizando la cinética en e] estado estacig
nario cuando se empieaban sustratos mixtos. Utiïizaron enzima
purificada de higado humano y bovino y comprobaron que 1a E-azu
fre sustituida difiere en su reactividad dependiendo de 1a na
turaieza de] sustrato donor de azufre. En otras paiabras, pare
ce que 1a enzima "recuerda" 1a estructura de] sustrato de] cua]
recibió e] átomo de azufre transferibïe, duranteun periodo sig
nificativo después que e] primer producto ha sido liberado de
la enzima. Este fenómeno se observó tanto para 1a rodenasa de
higado bovino como para 1a enzima de higado humano y está pro
bablemente reiacionado con e] importante cambio conformaciona]
que ocurre en esta enzima durante 1a unión con e] sustrato do
=nor (Jarabak y Hestley, 1974 b).

Estos mismos autores, Jarabak y Hestley (1974 a) reaii
.zaron un estudio comparativo entre las enzimas de higado huma
=noy bovino. Hailaron diferencias en ias actividades especifi
cas, absorción u1travi01eta y comportamientocinético, sugirien
do que ambas proteinas no eran idénticas. Además sóio ia-enzima
“humanapresentó activación por e] sustrato aceptor cianuro;
Estos resuitados fueron expiicado' considerando 1a formación de
un isómero de 1a enzima azufre SUscituida (Figura V.12.).

Los datos obtenidos para 1a enzima bovina quedaban ju;
tificados en e] esquema de 1a Figura V.13.
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FIGURAV.12.: Mecanismo forma] prgpuesto para 1a
reacción CN" + 5503 cataiizado
por 1a rodenasa de higado humano.
(E) enzima; (ES) enzima S-sustitui
da; (ES') enzima S-sustituida iso
merizada.
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FIGURAV.13.: Mecanismo de acción de 1a rg
denasa de higado bovino

V.5.2. Mecanismo quimico

Considerando e] mecanismo de dobie despiazamiento, surgl
do de ios numerosos estudios cinéticos efectuados, juntamente
con 1a especificidad de 1a rodenasa por sus sustratos nodemos
representar 1a reacción catalizada por esta enzima mediante 1a
Siquiente ecuación:

rodenasa libre + anión conteniendo un grupo suifano ;:::::t
rodenasa-azufre sustituida + anión tiofiiico



En esta reacción.el proceso quimico para la formación
de la enzima S-sustituida involucra la ruptura de una unión
S-S. Los estudios para dilucidar el mecanismo quimico de esta
enzima, se han basado en los resultados logrados con sistemas
quimñcos puros utilizados por Kice (l968, 1971) para investigar
el clivaje de la unión disulfuro. Los ataques electrofilicos
y nucleofilicos que se producen sobre la unión S-S del tiosulfa
to podrian resumirse en la Figura V.l4.:

55032“ E+ _
'E 47:4 (E-Soá)

Nu' NuS'

FIGURAV.l4.: Mecanismo quimico prg
puesto para la rodeng
sa basado en ataques
electrofilicos y nucleofilicos.
E+: estructura elec
trofilica ; Nu': reagtivo tiofilico.

Mintel y Nestley (l966 a, b) reportaron estudios cinéti
cos de rodenasa empleando solventes de distinta composición y
una variedad de tiosulfonatos comosustratos, considerados análg
gos del 85032'. Los resultados mostraron dos efectos: a) la prg
sencia de sales neutras interferian con la unión del tiosulfato,
y b) el reemplazo de un -0- del tiosulfato por cualquier unidad
orgánica relativamente electrofilica causaba un gran aumento
(aproximadamente lOO veces) en la velocidad máxima alcanzada por
la reacción catalizada por la enzima. Estos efectos se interprg
taron en términos de la participación de un sitio catiónico pa
ra la unión del tiosulfato y un sitio electrofilico, probablemen
te el mismo grupo, como catalizador en la reacción de ruptura de
la unión azufre-azufre. Esta etapa es el paso limitante de la ve
locidad máximaen este ciclo catalitico, con tiosulfato comodg
nor de azufre. La participación del sitio electrofilico, se ex
plica por los efectos inductivos que produce sobre la unión di
sulfuro.
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Leininger y Westïey (1968) reportaron un estudio más de
tailado de 1a reacción entre tiosuïfato y cianuro catalizada
por rodenasa, en términos de Ios parámetros termodinámicos apg
rentes para 1a unión de] tiosulfato y 1a ruptura de 1a unión
azufre-azufre. Los resultados de este trabajo sugieren que en
e] clivaje de la unión azufre-azufre, ademásde la catálisis
electrofilica, se requiere un fuerte nucïeófiio enzimático.

Se observó un cambio de entropíamuygrande en e] paso
de unión de] tiosu]fato,superior a1 que puede atribuirse a e
fectos electrostáticos y otros efectos conocidos, sugiriendo
un cambio conformaciona] de 1a enzima en este paso. E1 mecanis
mopropuesto entonces, invoïucra grupos eiectrofiïicos y tio
filicos existentes en 1a estructura de 1a enzima segün puede ver
se en 1a Figura V.15.

E+- //
55032< > En\Zima

Nu

55032“ 5+
Enzima

Nu

503- E
Enzima

NuS'

<————1»—————+ //E+5032- Enzima --—]\—-— CN\\ NuS'

<—<

x’

FIGURAV.15¿: Mecanismo quimico propuesto para 1a
rodenasa, donde los grupos electro
filicos y tiofiiicos formanparte
de 1a enzima.

Voïini y Hang (1973 a, b) y Hang y Volini (1973) comprg
baron, a partir de estudios cinéticos y espectraies combinados,
que a1 unirse e] tiosuïfato y liberarse e] ion suifito 1a pro
teina sufre una transición de una forma tipo espiru desordenada
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a una estructura tipo B ; estando involucrados en esta etapa 20
residuos de aminoácidos. La proteina, en el intermediario azu
fre-sustituido está en una forma contraida y se relaja a la
forma enzima libre por liberación de tiocianato via la transi
ción reciproca desde 6 a espiral, interviniendo los mismos resi
duos aminoácidos. En la Figura V.l6. se representa esquemática
mente el mecanismo propuesto por los autores, el cual está de
acuerdo con los resultados obtenidos.

50:5
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s'soa= S. .+ _,scn'

lA C1 I A C

.s—503_= ,SCN‘._

s" s"
\AAAAW%W/ \AvavJ

A
c2 _

s.
= / K _

503 s CN
\N\N\N\/

fIGURAV.lGL: Mecanismo propuesto para la catáli
sis de rodenasa.
Ac: cambio conformacional

Los datos termodinámicos y espectrales relacionados al
ion sulfato indican que la neutralización de carga no es condi
ción suficiente para producir el cambio conformacional y, con
secuentemente, implica que el azufre transferible del tiosulfa
to está involucrado en la unión del sustrato. Mintel y Nestley
(l966 b) demostraron que el grupo sulfhidrilo enzimático, era
esencial para la actividad, y lo propusieron comoel sitio de
unión para el azufre transferible. La unión del tiosulfato lle
va al grupo sulfhidrilo y al sitio catiónico (fiintei y'Westley,
1966 b; Volini y Hang, l973 a ) a una mayor proximidad en el
complejo, resultando de ello un cambio conformacional (Figura
V.l6., Acl). La ruptura del complejo y la descarga del ion
sulfito produce una cercanía aün mayor de estos grupos en el ¡g
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termediario azufre-sustituido, con e] Concomitante cambio con

formaciona] (Figura V.16., ACZ). La ocurrencia de estos cambios
está justificada por datos termodinámicos (Hangy Volini, 1973).

El intermediario azufre-enzima se representa aqui como
un derivado persuifuro estabiiizado por asociación con e] sitio
catiónico. Finazzi Agró y co] (1972) comprobaron que 1a enzima

presenta una banda de absorción cerca de 330 nm,caracteristi
ca de uniones persuifuro; sin embargo, e] coeficiente de extin
ción es muy bajo comparado con e] de ios derivados persuifuro
en sistemas modeio (Viilarejo y Hestïey, 1963 b). La asocia
ción producida con e] grupo catiónico podria explicar la dismi
nución en 1a intensidad de absorción observada. Este mecanismo
(Hang y Voiini, 1973) justifica también que 1a veiocidad máxima
de la reacción sea independiente de 10s cambios de fuerza ióni
ca. E1 paso Iimitante de 1a veiocidad está constituido por la
suma de dos procesos en ios cuales ocurren cambios de carga de
igua] magnitud pero de signo opuesto; por ejempïo 1a unión azu
fre-azufre entre e] tiosuifato y 1a enzima genera una carga ng
ta de -1 y 1a liberación de] ion suifito produce una carga neta
de + 1. La evidencia termodinámica indica también una reiaja
ción mayor de 1a proteina por liberación de] ion tiocianato;

E1 cambio conformaciona] AC], sirve para distorsionar
la unión azufre-azufre en e] complejo enzima-tiosulfato favore
ciendo e] ciivaje de 1a unión y reforzando e] efecto de despia
zamiento eiectrónico producido por e] sitio catiónico. E1 cam
bio Acz, sirve para estabiiizar e] intermediario persuifuro al
tamente reactivo permitiéndoie unirse a1 sitio catiónico.

Incluso, los mismos autores comprobaron que los cambios
conformacionales de 1a proteina se producen por unión de ésta
con otros aniones que no actúan como sustratos sino que son
inhibidores, originando estructuras inertes (Volini y Hang,
1973 b).

A pesar de Ios numerosos estudios reaiizados aün queda
por diiucidar 1a identidad de los grupos eïectrofilicos y nucleo
filicos activos de 1a rodenasa. Si se acepta que un ion metáli
co funciona] está presente en 1a enzima, seria obviamente e]
punto c1ave para atribuirle e] ro] combinadode sitio catiónico
y e1ectrófilo. Varios autores (Volini y col, 1967; Bryant y
Rajender, 1971; Volini y Hang, 1973 a y b) han demostrado que 1a
rodenasa es capaz de unir a] Zn2+ fuertemente y en base a estos
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datos, Schlesinger y Nestley (1974) han postulado que este ion
seria el responsable del sitio catiónico divalente. Si por el
contrario, se demuestra que un ion metálico no está involucra
do, las cadenas laterales de arginina y lisina deberian considg
rarse con mayor interés. Incluso un grupo catiónico univalente
podria ser un poderoso catalizador en un sitio activo hidrofóbi
co.Hasta el presente, la identidad del grupo electrofilico es
una incógnita.

El nucleófilo enzimático es probablemente el grupo
sulfhidrilo esencial (Hangy Volini, 1968). sorbo (l962 b) fue
el primero en sugerir que la rodenasa azufre-sustituida podria
ser un persulfuro. Hylin y Hood (1959) encontraron que los tio
les serian catalizadores de esta reacción con la formación de
intermediarios persulfuro

Nestley y Heyse (l97l) estudiaron a los tioles comocg
talizadores para la reacción tiosulfato-cianuro, hallando evi
dencias espectrales de la formación de intermediarios persulfu
ro. Dichas evidencias parecen confirmar muchos de los principa
les hallazgos quimicos de la catálisis de rodenasa. Un tiosulfona
to switteriónico sirve comodonor de azufre sólo si es netamen
te aniónico a cualquier pH; esto apoya el requerimiento para
una interacción electrostática entre el sustrato donor de azu
fre y el sitio activo de la enzima. Ademásla particbación del
grupo sulfhidrilo enzimático esencial comonucleófilo está am
pliamente confirmada por el éxito de los tioles simples para
actuar comocatalizadores de la misma reacción.

V.6. FUNCIONES BIOLOGICAS

Las funciones biológicas de la rodenasa no pueden plan
tearse mediante una ünica reacción quimica. Si bien esta enzima
se descubrió debido a su -efecto detoxificante del cianuro en ma
miferos existen actualmente evidencias que postulan que ésta no
es la única función; o incluso que no es su función más impor
tante. Se han propuesto otros roles; en particular en determina
das especies bacterianas en las cuales el metabolismo del azu
fre es sumamente importante.

Veamoscuáles son y cómo se interpretan actualmente di
chas funciones.



V.6.l. Detoxificación de cianuro y sulfuro inorgánico

Comoya se mencionó,cuando en 1933 Lang (a y b) detectó
actividad de rodenasa en mamiferos,propuso que su función prin
cipal seria la detoxificación del cianuro.

Posteriormente, sorbo (l957 a) demostró que la citocro
mo oxidasa de mamíferos inhibida con cianuro o sulfuros, podia
reactivarse por tratamiento con rodenasa y tiosulfato. Sin emba;
go, los elevados niveles de esta enzima presentes en higado hu
mano(Nestley, l973) no justificarian la función primaria asig
nada a esta enzima.

Por otra parte, es importante recordar que uno de los
principales problemas en salud humanaa escala mundial, está
relacionado con el predominio de glucósidos cianogénicos en teji
dos de plantas usados para la alimentación. Millones de personas
utilizan la mandioca comosu principal fuente de calorias, ésta
contiene cantidades considerables de materiales cianogénicos.
Comoconsecuencia de ello poblaciones enteras padecen una into
xicación crónica provocada por el cianuro proveniente de esta
fuente. El resultado es neuropatia atáxica, e indirectamente
bocio y varias otras enfermedades (Nestley, 1980). La etiologia
deestas enfermedades es compleja, y a pesar de que pueden estar
implicadas varias interacciones nutricionales, se acepta que el
compromiso primario es causado por la toxicidad del cianuro
(Hilson, 1973). Incluso en áreas donde la población no es tan
dependiente de alimentos que contienen glucósidos cianogénicos,
la importancia de los mecanismos de detoxificación del cianuro
se hacen evidentes en los casos enlos que se presenta la enfer
medad hereditaria conocida comoatrofia óptica de Leber. Los pg
cientes que padecen esta enfermedad son extremadamente sensi
bles a las trazas de cianuro encontradas en el humodel tabaco,
sidra, etc. Estos pacientes exhiben una difusa neuropatologia
semejante a la presentada por las poblaciones que consumen man
dioca y además sufren una ceguera repentina y permanente luego
de la primera exposición al cianuro aün en cantidades más bien
pequeñas, como la incorporada al organismo cuando dichos pacien
tes comienzan a fumar (Wilson, 1965). Evidentemente, el resto
de las personas poseen un mecanismoeficiente de detoxificación
de cianuro.

Otraintoxicación muy conocida es la producida por el
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sulfuro inorgánico que es prácticamente tan tóxico para los ma
mïferos como el cianuro. El sulfuro es muy abundante ya sea con
siderando las fuentes minerales o las biológicas. Las intoxica
ciones causadas por la forma mineral,como sulfuros metálicos,
son poco probables. Sin ambargo, existe una cifra anual estable
cida de victimas producidas por contacto industrial con el gas
sulfuro de hidrógeno (Burnett y col. 1977); el aporte de HZSa
la atmósfera por procesos microbiológicos es del orden de lO8
toneladas de azufre anuales en el mundo (Kellogg y col, 1972).
Además, incluso los tejidos mamíferos contienen enzimas que
producen persulfuros,los que pueden liberar HZSespontáneamente.
Á pesar de ello, por algún mecanismo,los mamíferos no sufren in
toxicación por el sulfuro inorgánico producido endógenamente.
Por otra parte los humanos, generalmente, se sobreponen a la
intoxicación originada por exposición accidental a HZS, lo que
indica que deben existir también mecanismos efectivos para de
toxificar el sulfuro inorgánico.

V.6.l.l. Interpretación convencional

Las consideraciones anteriores nos llevan a anticipar
la existencia de procesos de detoxificación para el cianuro y
el sulfuro inorgánico. Ambosvenenos ejercen sus efectos bio
químicos primarios por inhibición reversible de la citocromo o
xidasa, debido a la alta afinidad que poseen por los iones metí
licos presentes en este transportador final de electrones. Po
dría esperarse, por lo tanto, que sus mecanismosde detoxifica
ción tuviesen mucho en común. Esta suposición se confirma por
el hecho de que los tratamientos de emergencia para las intoxi
caciones por cianuro y sulfuro inorgánico son similares: alejar
al paciente de la atmósfera tóxica, mantener la respiración, y
permitir una detoxificación fisiológica normal, ayudada algunas
veces por administración de nitritos (Thiens y Haley, 1964) 0
aminofenoles (Cristel y col, 1977), los cuales permiten que el
cianuro o sulfuro sea almacenado temporariamente como ciano o
sulfometahemoglobina. En el caso de la intoxicación por cianuro,
la’administración de tiosulfato o sales de cobalto también fa
vorece la recuperación (Frankenberg y Sórbo (1975); pero no se
ha desarrollado una terapia equivalente para el caso de intoxi
cación por sulfuro.
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Durante muchos años se aceptó que en ios animaïes e]
cianuro era detoxificado por conversión a tiocianato a través
de una reacción catalizada por rodenasa (Lang, 1933 a). E1 tio
sulfato, sustrato donor de azufre de 1a rodenasa, es relativa
mente abundante fisiológicamente (Giast y co], 1952) y 1a admi
nistración de tiosuïfato o tiosuïfonatos, resuitó un tratamieg
to efectivo para esta intoxicación (Sórbo, 1972).

Koj y Frendo (1962) y Szczepkowsky y Nood (1967) pro
pusieron que la rodenasa estaria involucrada también en 1a prg
tección contra e] envenenamiento por suifuro producido endóge
namente por acción de 1a cistationasa sobre cistina y compues
tos-análogos según se detaïia en 1as Reacciones 4 a,b,C,dae Y f

CySSCyMim-Si» CySSH + CH3CH3C00H+ NH3

cistina tiocisteina
Reacción 4 a

La tiocisteina puede reaccionar con cistina producien
do tiocistina:

CySSH + CySSCy ——-—+ CySSSCy + CySH Reacción 4 b
tiocistina cisteina

o producir azufre

CySSH ————+CySH + S Reacción 4 c

para finaïmente 1iberar SH2

2 CySH + S ———-> CySSCy + SHz Reacción 4 d

La rodenasa acoplada a 1a cistationasa y en presencia
de un sustrato aceptor evitaria la liberación de suifuro de hi
drógeno.

CySSSCy+ cu' ¿CEM scu' + CySSCy Reacción 4 e

CySSH+ cu“ M954» scu' + CySH Reacción 4 f
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V.6.].2. Interpretación modificada. El-pool de azufre suïfano

Varias observaciones sugieren que 1a interpretación an
terior de] proceso fisiológico norma], para la detoxificación
de cianuro y suïfuro inorgánico, es inadecuada.

Fundamentalmente los efectos agudos, y ios efectos tg
xicos producidos por exposición aguda o crónica a ambos agente,
ejercen su acción primaria sobre e] sistema nervioso centra],
principaïmente sobre e] centro de contro] de 1a respiración.
Sin embargo, e] contenido de rodenasa de] sistema nervioso cen
tra], y de] tejido nervioso en genera], no guarda relación con
e] contenido de] tejido hepático y rena]. Además, en una into
xicación aguda, puede presentarse una faïïa directa circulatg
ria, sin embargo e] contenido de rodenasa en müscuïo cardiaco
es pobre. Teóricamente se deberia esperar que e] agente protec
tor, estuviera concentrado en e] órgano u órganos más sensibles
a1 tóxico (Nestïey, 1980).

Observaciones posteriores (Sórbo, 1975), sugirieron que
1a rodenasa no estaria invoiucrada en este proceso de detoxifi
cación de una manera directa ya que soTamente una muy pequeña
parte de 1a actividad enzimática se utiïizaria para 1a detoxifi
cación de] cianuro administrado ¿n vivo. La gran discrepancia
ha11ada por Sórbo (1975) entre sus experimentos ¿n vivo e ¿n
vitno mostraron una ineficiencia inusua] de los mecanismos di
rectos desarroïiados en respuesta a un requerimiento de detoxi
ficación.

Estas diferencias podrian justificarse en parte considg
rando que 1a incorporación natural de cianuro, para 1a cua] se
desarroïïó teóricamente eïmecanismo de detoxificación, se produ
ce principaimente a través de los aiimentos. En esta situación,
la Iocaiización hepática de la mayor actividad de rodenasa tiene
sentido teieoïógico y 1a eficiencia de 1a detoxificación estaria
vinculada con 1a entrada primaria de] tóxico en 1a circulación
porta] (Hestiey, 1973) encuyo caso, e] higado tendria oportuni
dad de eiiminar e] tóxico de la sangre impidiendo que llegue a
otros tejidos. '

Sin embargo, e] mismo razonamiento no seria ap1icab1e a
la detoxificación de sulfuro inorgánico, cuyas vias de incorpg
ración a] organismo serian 1a endógena o 1a respiratoria.
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Otra observación delsistema de detoxificación del cia
nuro que no puede dejarse de lado, está relacionada con los pg
cientes con atrofia óptica hereditaria. Examinandomuestras de
biopsias de higado o de autopsias de dichos pacientes, se encon
tró un contenido de rodenasa completamente normal (Wilson, 1965)
y, a pesar de ello, estos individuos no podian detoxificar cia
nuro convirtiéndolo en tiocianato. Se postuló entonces que la
falla primaria no estaba a nivel de rodenasa sino en un pool
de azufre en el estado de oxidación correcto para efectuar di
cha conversión (Wilson, 1965).

Esta teoria se generalizó postulándose que en indivi
duos normales existe un pool fisiológico de azufre en el nivel
de oxidación apropiado para reaccionar con el cianuro (Hestley,
1973). A pesar de las otras funciones de los componentes de es
te pool. ellos están siempre disponibles para reaccionar con
el cianuro cuando es necesario. En realidad se demostró la exis
tencia de tal pool de azufre sulfano por medio de experimentos
con marcación en ratas, comprobando que dicho pooles muy reacti
vo con el cianuro (Schneider y Hestley, l969). Ademásde utili
zarse para la detoxificación de cianuro, puede usarse también
en la sintesis de cisteina. Puede, asimismo, ser la fuente del
azufre inorgánico requerido para la sintesis de ferro-sulfoprg
teinas, tales comola ferredoxina. Por lo tanto el análisis de
la detoxificación del cianuro ¿n vLuo debe plantearse actualmen
te considerando el pool de azufre sulfano, su composición, los
compuestos relacionados, incluyendo los sulfuros inorgánicos.

o

Para ello es importante analizar la sintesis y utiliza
ción de los componentes del pool mencionado.

Todas las estructuras que contiene átomos de azufre sul
fano se sintetizan naturalmente enïos sistemas biológicos. Sus
átomos sulfanos son rápidamente intercambiables ¿n vao, si in
yectamos a mamíferos derivados conteniendo 3'5S-SUlfano se obse;
va una rápida aparición de radioactividad en tiosulfato, politig
natos y proteinas asociadas a azufre. Esta experiencia apoya fi:
memente la teoria del pool de azufre sulfano.

Veamosa continuación las reacciones involucradas en la
sintesis y utilización de S-sulfano.
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V.6.l.21 Reacciones catalizadas por enzimas que usan o producen
azufre sulfano

Hay cuatro enzimas que están involucradas en la forma
ción, interconversión yutilización de azufre sulfano: tiosulfa
to sulfotransferasa o rodenasa, mercaptopiruvato sulfotransfe
rasa, tiosulfato reductasay y-cistationasa.

Las dos primeras son capaces de utilizar cianuro como
sustrato aceptor de azufre; las cuatro enzimas pueden producir
persulfuro que espontáneamente pasa a sulfuro inorgánico a me
nos que se acople a otros sistemas que lo transformeen compues
tos no tóxicos (Nestley, l977).

V.6.l.2ll Utilización de azufre sulfano

Se conocen dos enzimas que utilizan azufre a partir del
pool sulfano: rodenasa y tiosulfato reductasa. Ambastransfieren
átomos sulfanos. Ellas difieren en la especificidad por el sus
trato aceptor, la distribución biológica y mecanismo.

V.6.l.2ll.l. Rodenasa(Tiosulfato sulfotransferasa)

Analicemos bajo este nuevo enfoque las reacciones en
las cuales participa esta enzima.
. La reacción con cianuro

Comoya se ha mencionado, muchos farmacélogos y toxicg
logos aceptan que la reacción entre tiosulfato y cianuro cata
lizada por rodenasa, es el principal mecanismopara la detoxi
ficación de cianuro y que esta función constituye el rol
primario de la enzima. Sin embargo, existen razones que inva
lidan esta hipótesis. Una de ellas surge de considerar que la
rodenasa está ubicada en la matriz mitocondrial (sorbo. 1951 a
y b; DeDuve y col, 1955; Koj y col, 1975), mientras que el
tiosulfato comotal aresenta una lenta e incompleta penetra
ción a través de la membrana interna de la mitocondria (Grg
ville y Chapell, l959).
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La reacción con sulfito

Usando un
tiosulfonato

sustrato donor de azufre sulfano, por ejemplo
de la forma RS(02)S', se observa que el sulfi
comosustrato aceptor de azufre alternativo

cianuro (sorbo, 1957 a) (Reacción 5).

puede servir

RS(02)S- + 5032- 2 RSOz- + 55032- Reacción 5

Ademásla utilización por rodenasa del sulfito comosus
trato aceptor con persulfuros comosustratos donores- evita
la formación de compuestos tóxicos (Reacción 6).

Hs'W Rss“ “dem” RSH
RSSR' R'SH 5032' 85032

Reacción 6

Considerando que los persulfuros pueden ser producidos
por varias enzimas y que el tiosulfato es no tóxico (sorbo,
1972), esta reacción se ha propuesto como la base para la de
toxificación endógena de sulfuro (Koj y Frendo, 1962;
Szczepkowski y Hood, 1967).

Interconversión de formas de azufre sulfano

Considerando todas las investigaciones efectuadas hasta
el presente podria postularse que el rol primario de la rode
nasa es la interconversión de distintas formas de azufre-sul
fano. Por ejemplo: persulfuro + tiosulfato; persulfuro + poli
sulfuro.

Para poder evaluar la importancia de esta función, será
necesario primero conocer las múltiples funciones del pool
de azufre sulfano.

.6.l.le.2. Tiosulfato reductasa (T531

Reacción

Estudios realizados por Kaji y McElroy (1959) determina
ron que la tiosulfato reducta cataliza la siguiente reacción:
(Reacción 7)
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2 GSH + ss032’.—_>Gsse + 5032'+ Hs' + H+ Reacción 7

Uhtegy'westley (l979) sugirieron que posiblemente la
enzima funcione como una simple transferasa, produciéndose
luego una reacción no-enzimática de uno de los productos con
el exceso de tiol (Reacción 8).

TSR
GSH+ sso32‘ z s032' + Gss' + H+

Reacción 8

Gss'+GSH esse+'HS'

Planteada asi, la reacción catalizada por esta enzima
resulta muysimilar a la catalizada por rodenasa. La diferen
cia fundamental es la especificidad por el sustrato aceptor:
para la rodenasa el cianuro es mejor aceptor que cualquier
tiol; para la tiosulfato-reductasa, los tioles GSHy cisteina,
son los únicos sustratos aceptores conocidos y el cianuro no
es utilizado por esta enzima (Uhteg y Nestley, l979).

Todavia no se conoce con exactitud el rol fisiológico
de la tiosulfato reductasa.

La reacción que cataliza esta enzima podria ser ütil en
la sintesis de ferro-sulfoproteinas, en las cuales el azufre
se halla al estado sulfuro.

Alternativamente, la reacción inversa, análoga a la ca
talizada por rodenasa con persulfuro comodonor y sulfito co
moaceptor, seria efectiva en la detoxificación de sulfuro.
Probablemente ambos roles se cumplan parcialmente.

La enzima: distribución biológica, mecanismo y propiedades mo
leculares

En muchosprocariotes, la actividad de tiosulfato redug
tasa requiereun sistema de hidrogenasa comodonor de electro
nes. En contraste, la tiosuliato reductasa de tejidos mamife
ros, y de levadura, utiliza tioles comosustratos donores de
electrones (aceptores de azufre). La distribución de la redug
tasa en tejidos mamíferos difiere de la de rodenasa. El higa
do y el riñón tienen actividades de reductasa equivalentes;
cerebro, corazón, intestino y testículos contienen un tercio
o un cuarto de la actividad especifica del higado (Koj y col,
1977).
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En cuanto a la distribución intracelular, a diferencia
de la rodenasa, la tiosulfato reductasa no está restringida
a la matriz mitocondrial, ya que también se detecta un 20%de
su actividad en el citosol (Koj y col, 1975).

El mecanismo cinético es completamente diferente al de
rodenasa. En lugar de una enzima azufre-sustituida en una
reacción por doble desplazamiento, la reductasa funciona por
un mecanismo secuencial random que requiere la presencia de
ambos sustratos al mismo tiempo (Figura V.l7.).

GSH 4—‘> E <——7 GSSH

I 55032-*--I—--+ <—————Ï—->5032- ‘
( ( ) ( ) ( )

‘VI GSH GSSH A]55032' >(Complejo t 5032ternario)

V

FIGURAV.l7.: Mecanismocinético de tiosulfato reductasa.
Los paréntesis representan complejos de adición
binarios.

La tiosulfato reductasa de levadura es una pequeña enzi
ma de PMaproximadamente 17.000, que contiene una única cade
na polipéptida (Uhteg y Nestley, 1979). '

V.6.l.2l2. Producción de azufre sulfano

La rodenasa y la tiosulfato reductasa pueden intercon
hvertir las varias formas de azufre sulfano; además están involu
cradas en las reacciones de óxido-reducción de dichos compuestos
pero no pueden producir "nuevas" moléculas que contengan azufre
sulfano.

En tejidos animales existen 2 enzimas capaces de
clivar las uniones carbono-azufre para dar nuevo azufre-sulfanoï
la 3-mercaptopiruvato sulfotransferasa y la y-cistationasa. Am
bas enzimas producen persulfuros inestables y en consecuencia
sulfuro.



V.6.1.212.1. 3-Mercaptopiruvato suifotransferasa

Se cree que e] 3-mercaptopiruvato se produce biosinté
ticamente por transaminación de 1a cisteina (Meister y co],
1954). Sus principaies rutas metabólicas incluyen: ciivaje a pi
ruvato, con transferencia de] azufre comoátomo sulfano a suifi
to formando tiosuifato, o a tio] formando e] correspondiente
persulfuro, o a cianuro formando tiocianato. La enzima que cata
liza las transferencias a estos aceptores es 1a 3-mercaptopiru
vato sulfotransferasa, pero el 3-mercaptopiruvato no es su üni
co sustrato donor. Es evidente que esta enzima podria estar tan
invoiucrada en e] metabolismo de] cianuro y de] suïfuro como lo
está 1a rodenasa. Además, puede participar en 1a tioiación de
las bases pirimidinicas de] tRNA,aunque todavia se discute si
¿n vivo e] 3-mercaptopiruvato o la cisteina actüan comodonores
de azufre para este propósito (Nong y co], 1970; 1974; 1975;
Harris y co], 1975 y Harris, 1978).

La reacción con cianuro

E1 contenido de rodenasa y de 3-mercaptopiruvato suifg
transferasa enhigado y riñón es aproximadamenteequivaiente;
a pesar de eïlo a esta última enzima no se 1e atribuye un ro]
importante en 1a detoxificación de1_cianuro. Una razón es que
el mercaptopiruvato ha sido un efectivo antidoto para 1a intg
xicación por cianuro en algunos mamíferos pero no en otros
(Clemedson y co], 1958).

Además, de estudios cinéticos minuciosos efectuados con
la enzima aitamente purificada, se ha comprobado que se forma
menos tiocianato que piruvato desconociéndose hasta e] momen
to las razones de esta desigua]dad.(Jarabak y Nestïey, 1980)
(Reacción 9).

0 0
l| l _ 

HSCHz-C-COO' + cu' ——> H3C-C-C00 + scn Reacción 9

. La reacción con tioles

La 3-mercaptopiruvato sulfotransferasa utiiiza a ios tig
ies comosustratos aceptores, con formación de piruvato y e]
correspondiente persuifuro, actuando asi comoun potencia]
productor de suifuros. La reacción inversa no ha podido ser
demostrada.
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La reacción con sulfito

Cuandoel sulfito (o un sulfinato) es el sustrato acep
tor, se produce tiosulfato (sorbo, 1957 b) (Reacción lO).

o o
. u _ _ n

HSCHZ-c-coo + R502 a: H3C-C-C00- + RSOZS'

Reacción lO

donde R puede ser el grupo -0' o un residuo orgánico. Se pien
sa que esta reacción con sulfito inorgánico comoaceptor es la
principal fuente fisiológica de tiosulfato.

Más aün, considerando la velocidad con que el sulfito
es producido a partir de cisteina ¿n vao via cisteina sulfi
nato, sulfinil piruvato, es muyprobable que ésta sea la prin
cipal fuente "de novo" del azufre sulfano. Nuevamenteel sig
nificado fisiológico de esta sulfotransferasa se apreciará
mejor cuando se conozcan las funciones del pool de azufre sul
fano.

La enzima: distribución biológica, mecanismoy propiedades mo
leculares

La 3-mercaptopiruvato sulfotransferasa está ampliamente
distribuida filogenéticamente. Se la ha medido en tejidos ani
males, hongos y bacterias. Los niveles más altos de actividad
especifica se encontraronen higado y riñón; corazón y otros
tejidos poseen actividades menores (Koj y col, 1977). En eri
trocitos se detectaron cantidades significativas de actividad
enzimática (Van Den Hamery col, l967). En las células hepáti
cas, la mayor concentración de la enzima se halla en la ma
triz mitocondrial pero también existe un 20%en el citosol
(Koj y col, 1975).

Los únicos estudios acerca del mecanismo de esta sulfo
transferasa, se llevaron a cabo con la enzima aislada de ri
ñón bovino. Si bien el mecanismo cinético depende de la natu
raleza del sustrato aceptor de azufre usado, para todos ellos
se ha propuesto quees de tipo secuencial (Figura V.18.)(Sorb05

l957 b; Vachek y Hood, l972; Jarabak y Nestley, 1978 y 1980);
es decir, se requiere la presencia de ambossustratos sobre la
superficie de la enzima antes de que cualquier producto sea



liberado; además, aparentemente no se necesita la formación
de un intermediario enzima azufre-sustituida. Aunqueel 3-mer
captopiruvato, siendo un tiol, puede actuar a su vez como sus
trato aceptor, existen otros tioles tales comoel mercaptoeta
nol que son aceptores más activos.

Todavia no se conocen detalles sobre el mecanismo quïmi
co, aunque Vachek y Hood (1972) han demostrado que el cobre no
está involucrado.

RSH >E _ piruvato

R*SHv-1 R*SH R*SSH

RSH .6 l

R*SH< fis (“mph”) RSSHternario

FIGURAV.18.: Mecanismo cinético propuesto para la
3-mercaptopiruvato sulfotransferasa.
Los paréntesis representan complejos
de adición binarios.

R*= ‘OOC-fi-CHZ’ R= HOCHz-CHZ'

En cuanto a las propiedades moleculares, la enzima de
E. coli se comporta como una tipica proteina globular con un
peso molecular de aproximadamente 24.000 (VaChek y Wood, 1972).
La enzima de riñón bovino tiene un peso molecular similar al
de la rodenasa de higado y riñón (aproximadamente 33.000),
calculado en base a diagramas de elución de columnas de Sephg
dex G-lOO (Jarabak y Nestley, 1978).

V.6.l.212.2. y-Cistationasa (Cistationina y-liasa)

Reacción con cistina para producir cisteina persulfuro

Comose mencionó anteriormente, la y-cistationasa actúa
clivando asimétricamente la cistina dando comoproductos de
reacción cisteina persulfuro, piruvato y amonio (Reacción ll)
(Cavallini y col, l962; Flavin, 1962).
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CySSCy + H203=2CySS' + piruvato + NH“+ Reacción ll

Análogamentea la 3-mercaptopiruvato sulfotransferasa
el clivaje de la unión carbono-azufre por y-cistationasa pro
duce un átomo de azufre sulfano. La diferencia radica en el
sustrato donor, el cual es un tiol para la sulfotransferasa y
un disulfuro para la cistationasa.

A pesar de la abundancia en que se encuentra esta enzi
ma en los tejidos mamiferos, se duda sobre el significado fi
siológico de la reacción que involucra a la cistina comosus
trato, fundamentalmente porque en las células hay muy poca
cistina libre para ser utilizada por la enzima. La principal
función metabólica de esta enzima seria la transformación de
homocisteina, producto remanente de las metilaciones por S-a
denosil-L-metionina a cisteina y a-cetobutirato. Sin embargo,
como ya hemos visto, también se ha propuesto la existencia de
un sistema acoplado cistationasa y rodenasa, que utiliza ¿n
vitno cistina y sulfito para producir tiosulfato, el cual ex
plicaria la función de la rodenasa en la detoxificación del
sulfuro endógeno (Szczepkowski y Hood, 1967).

La enzima: distribución biológica, mecanismo y propiedades mo
leculares

La y-cistationasa pareceencontrarse solamenteeneucarig
tes (Greenberg, l975). Fue purificada a partir de Neunohpona
(Flavin y Segal, l964) y de higado de rata (Matsuo y Greenberg,
1958). También se la detectó en Rp. ¿phenoideó (Nider de Xifra

.y col, 1976).

En tejidos mamíferos la mayor actividad se halla en hi
gado y riñón, encontrándose muybajos va'ares en los otros ó;
ganos (Greenberg, 1975).

Intracelularmente. la cistationasa parece estar ubicada
en el citosol y esto dificultarïa la acción delpr0puesto sistg
ma acoplado con rodenasa, la cual está presente solamente en
la matriz m 'ocondrial. Sin embargo, como se señaló antes,
existen otros productores de persulfuro en la matriz.

El mecanismo de acción de la y-cistationasa es completa
mente diferente al de las sulfotransferasas. La cistationasa
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contiene un cofactor y su mecanismo de acción es un tipico
mecanismo fosfato de piridoxa] dependiente (Figura V. 19.)
(Greenberg, 1975).

NH“
x

RSSR E-PyP {
i piruvato

+ f
H20 H

a-carbanión
de 1a base
de Schiff

\2 H20

derivado amino
RSS' acriiico de 13 ———-———J

base de Schiff

FIGURAV.19.: Mecanismo cinético de y-cistationasa
usando cistina comosustrato
R =-CH2-%H -C00'

ua
La enzima de hígado de rata fue purificada hasta aparen

te homogeneidad. Tiene un peso moieCUIar de 170.000 y cuatro
moiécuïas de fosfato de piridoxal unidas (Matsuo y Greenberg,
1958).

V.6.l.213. Metaboiismo de pesticidas y sulfanos

Es importante considerar otra fuente de azufre suifano
biológica, además de las ya mencionadas. Un gran número de est!
'dios rea1izados a mediados y fines de 1a década de] 70 demostra
ron que e] azufre de] disuïfuro de carbono y de Ios pesticidas
tiocarbonilos y fosforotionatos, es retenido en la forma azufre
sulfano cuando estos compuestos son oxidados metabóïicamente
(DeMatteis , 1974; Catignani y Neal, 1975; Hunter y Neal, 1975;
Seawrighty col, 1976; Kamataki y Neal, 1976; Neal y col, 1976;
Jarvisalo y co], 1978).

E1 sistema ce1u1ar invoiucrado es e] citocromo P-450 de]
reticuïo endop'asmático, e] cua] por desulfuración oxidativa de
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esos compuestos produce azufre unido a proteinas; dicho azufre
está unido probablemente comogrupo persulfuro de los residuos
cisteinilos de la proteina. Unade las proteinas afectadas por
este proceso es la apoproteina del mismo citocromo P-450, con
la consecuente disminución de la actividad de este sistema. No
se sabe si este azufre sulfano proviene de la acción de las en
zimas 3-mercaptopiruvato sulfotransferasa y y-cistationasa.
Tampocose conoce si las enzimas capaces de'utilizar el a2ufre
sulfano (rodenasa y tiosulfato reductasa) favorecen la recupera

¿ación de la actividad del citocromo P-450 ¿n uLuo.

V.6.l.22. Toxicidad por agotamiento de azufre sulfano

Del análisis efectuadohasta aqui podemosconcluir:

l) Existen procesos para la detoxificación biológica de cianuro
y sulfuro.

2) Dichos procesos están directamente vinculados con las inte
racciones y niveles del pool de azufre sulfano, y no son
simples detoxificaciones enzimáticas.

Esta posición sugiere que algunos de los efectos tóxicos
vistos en la intoxicación crónica por cianuro, son posiblemente
efectos secundarios causados por el agotamiento del pool de az!
fre sulfano debido a las reacciones en las cuales se forma tio
cianato. Se puede suponer que tales efectos contribuyen a la
complejidad de las interrelaciontes nutricionales existentes en
tales intoxicaciones crónicas.

V.6.l.221. El problema de la mandioca

La neuropatia atáxica y los diversos grados de fallas
sensoriales que afectan a las poblaciones de Africa Occidental,
han sido objeto de estudios en el mundodelalnedicina durante
varios años. Entre los factores involucrados en la etiología de
esta enfermedad, se destaca la intoxicación crónica por cianuro
que deriva de la ingestión de grandes cantidades de glucósidos
cianogénicos incorporados en una dieta en la que predomina la
raíz de la mandioca, la cual contiene linamarina (Conn, 1973).

Es probable que muchos de los daños neurológicos sean
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causados directamente por el cianuro libre. Las concentraciones
de cianuro en el plasma, en ausencia de cianuro exógeno, son
muy pequeñas. El cianuro administrado tiende a ser secuestrado
dentro denlos eritrocitos, pero cuando la dosis aumenta, se prg
duce acumulación de cianuro en el plasma (Veseyy Hilson, 1978).
Aunqueel cianuro es detoxificado por conversión a tiocianato,
es posible que se exceda la capacidad de detoxificación del sis
tema. A dosis suficientes, entonces, elpool de azufre sulfano
se agota y las células del sistema nervioso, entre otras, son
irrigadas con un fluido conteniendo concentraciones significati
vas de HCN. Esta parece ser la situación en los humanos que con
sumen crónicamente grandes cantidades de materiales cianogéni
cos. Para la mayoria de las otras personas la velocidad de re-a
provisionamiento del pool sulfano y el efecto regulador ejerci
do por la captura del cianuro por las células rojas, son adecua
dos para mantener la concentración de cianuro libre en los flui
dos extracelulares a niveles suficientemente bajos para evitar
cualquier daño (Hestley, l980).

V.6.l.222. Interrelaciones nutricionales

Se sabe que el daño del cianuro es exacerbado por va
rias deficiencias nutricionales comunes. Unade ellas involucra

a la vitamina B12 (Wilson y Matthews, l966). El cianuro mantiene
a la vitamina 812 como cianocobalamina, que es la forma inacti
va. Asi el cianuro tiene la capacidad potencial para crear una
efectiva deficiencia de 812. Otra relación menos obvia tiene que
ver con la riboflavina. Las dietas de Africa Occidental pueden
ser precisamente deficientes en riboflavina; la falta de esta vi
tamina contribuye a la complejidad de las enfermedades caracte
risticas, en una manera que no es completamente razonable. Qui
'zás la conexión más importante sea, que la dieta de las personas
que subsisten principalmente de mandioca, es típicamente deficien
te en proteinas. Esto es fundamental ya que si nuestro análisis
de la participación delpool sulfano es correcto, la fuente pri
maria de la mayoria del azufre para la detoxificación del cian!
ro se logra ingiriendo cisteina y metionina. En realidad, el
problema es doble ya que el pool sulfano deficiente no solamente
no podrá detoxificar todo el cianuro sino que tampoco podrá
cumplir con sus roles fisiológicos normales.
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Otro problema relacionado con el cianuro que acosa a las
poblaciones mandioca dependientes tiene que ver con la función
tiroidea: el bocio es frecuente. Comolos componentes del pool
sulfano son convertidos a tiocianato, éste se acumula, debido
a que no es excretado bien por los riñones. Aunque el tiociana
to pasa bien a los glomérulos, es reabsorbido en los tübulos
comolo es el cloruro. Desafortunadamente, este carácter pseu
dohalógeno también se extiende al comportamiento del tiociana
to en el tejido tiroideo, donde compite con el ioduro, producieg
do una insuficiencia tiroidea. Además,aunque la peroxidasa ti
roidea (Maloof y Soodak, l964), como otras peroxidas&;(56rbo y
Ljunggren, l958; 0ram y Reiter, l966; Chung y Hood, l970) es ca
paz de oxidar el tiocianato, los productos de la reacción son
sulfato y cianuro; esto revierte la detoxificación que se habia
logrado a expensas del pool sulfano.

De acuerdo a las consideraciones hechas aqui , el pro
blema de la enfermedad de las poblaciones dependientes de man
dioca es complejo y dificil.

V.6.2. Transferencia de azufre sulfano a otras proteinas

V.6.2.]. Formaciónde azufre "lábil" en ferro-proteinas no-hémi
cas a partir de tiosulfato

Las ferro-proteinas no-hémicas, que contienen sulfuro
lábil son ubicuas y esenciales en los organismos vivos.Están fun
cionalmente ligadas al sistema de transporte de electrones, lo
calizado en estructuras organizadas comocloroplastos o mitocon
drias. El descubrimiento del DNAmitocondrial hizo suponer que
las proteinas especificas podrian sintetizarse dentro de la mi
_tocondria (Granick y Gibor, 1967). Sin embargo, es muy probable
que los componentes no-proteicos de las proteinas conjugadas
provengan del exterior de la organela. En el caso de las ferro
proteinas no-hémicas, tal proceso se refiere a la formación del
sulfuro “lábil”. Fee y Palmer (1971) demostraron que la recom
binación del hierro con la apoferredoxina ¿n vctno tiene lugar
solamente en presencia de sulfuro y un agente reductor. Parece
pocoprobableque el sulfuro inorgánico seala fuente del sulfuro
lábil ¿n vivo. Por otra parte se sabe que el tiosulfato es meta
bolizado en la mitocondria formando sulfato (Koj y col, 1967).
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Esto sugiere un posible rol para la rodenasa,enzima mitocondrial
que catalizaria el transporte de azufre desde el tiosulfato a
la apoferredoxina (Finazzi Agró y col, 197l) posibilitando asi,
la terminación de la sintesis de ferro-proteinas no-hémicas en
el interior de la mitocondria.

Pagani y col (1982) estudiaron el comportamiento del a
zufre no aminoacidico unido a proteinas en la interacción entre
rodenasa y ferredoxina de espinaca en presencia o ausencia de
tiosulfato. Estos autores determinaron la cantidad y estado de
oxidación (sulfuro, persulfuro, trisulfuro) del aZufre en ambas
proteinas y propusieron que el azufre es transferido desde la
rodenasa a la ferredoxina, aunque también puede ocurrir en seg
tido inverso. La cantidad transferida y el estado de oxidación
del azufre depende de las condiciones de las proteinas interag
tuantes y de la presencia o ausencia de tiosulfato, el cual ha
ce funcionar a la rodenasa comouna transferasa. Espectros de
dicroismo circular indican una absorbancia aumentada de los cen
tros hierro-azufre de la ferredoxina cuando esta proteina acep
ta azufre de la rodenasa. A su vez esta última es en parte inag
tivada en el proceso. La inactivación es disminuida por tiosul
fato. Los pasos individuales de la transferencia, especialmente
los concernientes a la reducción del azufre persulfuro de la
rodenasa a sulfuro, parecen ser especificos para la proteina a
ceptora considerada (Pagani y col, 1982).

V.6.2.2. Interacción entre rodenasagy succinato deshidrogenasa

La succinato deshidrogenasa contiene un tiol, un disul
furo y un azufre ácido lábil, éste último formando un complejo
con hierro. El sistema azufre lábil-hierro está involucrado en
.la actividad catalitica (Dervartaniany col, l969) y en el mantg
nimiento de la capacidad-.dela flavoproteina para transferir e
lectrones a otros carriers del sistema respiratorio (Baginsky y
Hatefi, l969).Dicho complejo es muylábil. Ciertas evidencias
(King, 1963; Kimura y Hauber, l963; Baginsky y Hatefi, 1969;
Hanstein y col, 197l) indican que una medida de la integridad
de la succinato deshidrogenasa aislada, está dada por la capa
cidad reconstitutiva, por ejemplo la capacidad de la enzima so
luble de restaurar un sistema oxidasa funcionante en las parti
culas sub-mitocondriales desactivado por álcalis.
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Comose señaló en la sección anterior, se sabe que la
rodenasa y el tiosulfato pueden sustituir al sulfuro inorgánico
para restaurar la ferredoxina a partir de apoferredoxina en pre
sencia de Fe(N03)3(Finazzi Agró y col, 1971). En base a estos
resultados, Pagani y col (l975)efectuaronestudios para determi
nar si la rodenasa podia restaurar la capacidad reconstitutiva
de la succinato deshidrogenasa. Los resultados obtenidos indi
can que la rodenasa‘interactüa con la succinato deshidrogenasa
induciendo cambios que pueden estar relacionados a modificacio
nes en el centro hierro-azufre. Para que la rodenasa reaccione
correctamente con la flavoproteina debe poseer azufre sulfano en
su molécula. Además, el centro activo de la rodenasa interac
tuante noestádisponiblealtiosulfato externo. En este aspecto
la acción de la enzima sobre la succinato deshidrogenasa difie
re de la misma sobre la apoferredoxina. donde el efecto es esti
mulado por el agregado de tiosulfato (Finazzi Agró y col, 1971).

Comoel tiosulfato externo no afecta la eficiencia de
la acción de la rodenasa sobre la flavoproteina puede pensarse
que el fenómeno descripto no involucre un cambio cuantitativo
total del sulfuro lábil, o bien que existe un suministro interno
de azufre a la rodenasa. En el primer caso como la succinato de;
hidrogenasa inactiva contiene sulfuro lábil, en presencia de r9
denasa el arreglo puede ocurrir involucrando esta especie de a
.zufre, para restaurar reconstitutivamente las moléculas activas.
La segunda alternativa está sustentada por el trabajo de Pete
ring y col (l97l); estos autores comprobaron que cuando el si;
tema hierro-azufre es degradado bajo condiciones oxidantes, el
azufre permanece unido a la molécula proteica comotrisulfuro.
Los trisulfuros son donores de azufre para la rodenasa (Nestley,
l973) y en el presente caso, el azufre del trisulfuro formado
a partir del sulfuro lábil en las moléculas desactivadas de la
succinato deshidrogenasa, podria ser el átomo intercambiado.

En 1976, Bonomi y col reportaron que la rodenasa no for
ma un complejo estable con la succinato deshidrogenasa: proba
blemente actúa modificando el equilibrio de asociación de la
flavoproteina hacia agregados de mayor peso molecular. La peque
ña cantidad de rodenasa asociada con la succinato deshidrogenasa
es inactiva en la catálisis de formación de tíocianato. Tenien
do en cuenta consideraciones previas según las cuales el tio
sulfato externo no afecta la acción de la rodenasa sobre la flg
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voproteina (Pagani y col, 1975), se puede suponer que el sitio
activo de la sulfotransferasa puede estar comprometidoa la in
teracción con la flavoproteina.

Estudios posteriores efectuados por Bonomiy col (1977)
determinaron que la capacidad reconstitutiva de la succinato
deshidrogenasa aumentaba paralelamente con la incorporación de
azufre luego de su interacción con rodenasa. La succinato deshi
drogenasa incorpora azufre sulfano de (355)rodenasa y, en pre
sencia de rodenasa no marcada, también incorpora azufre radioag
tivo de (355)tiosulfato. En este trabajo se postula que la ro
denasa liberaria gran parte de su azufre transferible y seria
re-cargada en presencia de tiosulfato. La liberación de azufre
de rodenasa parece depender de la presencia de grupos -SH en
la proteina aceptora (Bonomiy col. l977).

V.6.2.3. Activación de malato deshidrogenasa por rodenasa

Hemosvisto que ciertas proteinas intramitocondriales
que contienen azufre lábil necesario para la formación de su
grupo prostético, podrian ser los aceptores naturales del azu
fre sulfano transferido por la rodenasa (Finazzi Agró y col,
1971). Otra posibilidad es que algunas proteinas pueden cambiar
su actividad fisiológica por unión de azufre lábil. El alcance
quimico de esta opción es la presencia de un gran número de re
siduos -SH esenciales en las proteinas mitocondriales. La mala
to deshidrogenasa de corazón porcino tiene grupos -SH esencia
les que la hacen muy sensible a los metales pesados o reactivos
sulfhidrilicos. La malato deshidrogenasa mitocondrial pura mues
tra un aumento en su actividad especifica cuando es incubada
con tiosulfato y rodenasa (Finazzi Agró y col, 1976). Dicha ac
,tivación podria deberse a la unión de azufre de valencia cero a
la malato deshidrogenasa, ya que se obtiene un efecto análogo
cuando la enzima es incubada en presencia de azufre coloidal.
Selenosulfato y selenio coloidal, que pueden unirse a la rode
nasa de igual modo que el azufre (Cannella y col, l975 a), tam
bién activan la malato deshidrogenasa. Esta activación está rela
cionada con los grupos -SH de la enzima. Poco se sabe sobre la
naturaleza de la unión de este azufre a la malato deshidrogena
sa, pero la necesidad de los grupos -SH libres para la reacti
vación parece indicar la formación de grupos persulfuro. La acti
vidad de esta enzima y quizás otras, seria regulada dentro de
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la célula vía rodenasa (Finazzi Agró y co], 1976). Aqui cabe
recordar e] dramático efecto ejercido por e] selenio en 1a mi
tocondria (Levander y co], 1973), el cua] en cierta forma po
dria estar relacionado con este fenómenode activación.

V.6.2.4. Interacción entre rodenasagy ALA-S

Debido a 1a importancia de esta interacción, 1a misma
ha sido exhaustivamente anaïizada en los capitulos correspondieg
tes a Regulación de] metaboiismo de] hemo y ALA-S (III y IV).
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VI. PORFIRIAS

V1.1. GENERALIDADES

Las porfirias son enfermedades hereditarias o adquiri
das producidas por disturbios en la biosintesis del hemoque se
caracterizan por la excesiva producción, acumulación y excreción
de porfirinas y/o sus precursores: ALAy PBG. Generalmente estas
enfermedades están asociadas con síndromes clinicos definidos,
si bien pueden presentarse a veces, sólo comoanormalidades big
químicas.

En 1954, Schmid y col, considerando que los tejidos en
los cuales se expresaban fundamentalmente eran higado y médula
ósea. propusieron una división de las porfirias en dos grupos
principales: hepáticas y eritropoyéticas que todavia hoy se mag
tiene, aunque con cierta frecuencia se encuentran porfirias que,
de acuerdo a sus manifestaciones clinicas y bioquímicas, no pue
den ubicarse estrictamente en una de esas clases,o bien hay ca
sos de un compromiso variado de ambos tejidos.

V1.2. CLASIFICACION DE LAS PORFIRIAS

En l98l, Batlle y col adoptaron la siguiente clasifica
ción:

Eritropoyéticas: Porfiria congénita eritropoyética (PCE)
Protoporfiria eritropoyética (PPE)
Coproporfiria eritropoyética (CPE)

. Hepáticas: Porfiria Cutánea Tardia (PCT)
Porfiria Aguda Intermitente (PAI)
Porfiria Variegata (PV)
Coproporfiria hereditaria (CPH)
Nueva Porfiria Aguda de DOSS

Porfiria Hepatóeritrocitaria
Porfirinurias



VI.2.l. Porfirias eritropoyéticas

De todos los sindromes porfiricos, el denominado "eri
tropoyético" puede presentar los signos clinicos y bioquímicos
más espectaculares, y constituir uno de los problemas más difi
ciles.

Dentro de las porfirias incluidas en este grupo, las dos
primeras, PCEy PPEhan sido muy estudiadas; la CPEes muy rara
y existen pocos casos descriptos (Heilmeyer y Clotten, 1964;
Heilmeyer y col, 1966).

Las caracteristicas clinicas y bioquímicas de la PCEy
PPEestán perfectamente establecidas y diferenciadas entre si,
de manera que no puede haber confusión con otras porfirias

VI.2.l.l. Porfiria congénita

La PCE o enfermedad de Günther es el arquetipo de las
porfirias y en muchos sentidos la más severa de todas.

Encontramos referencias al respecto ya desde el siglo
pasado, y en las primeras décadas de este siglo el gran clini
co alemán Günther (Günther, lQll, 1922) describió la severa ci
catrización y mutilación de la piel en un caso que podriamos de
finir comouna tipica PCE. Este paciente, llamado Petry, fue in
tensamente estudiado por el bioquímico Hans Fischer en Munich.
Como,consecuencia de ello se hicieron importantes avances en el
conocimiento de la quimica de las porfirias. Dicho paciente era
un caso severo de porfiria congénita que acumulaba en tejidos y
excretaba por orina grandes cantidades de porfirinas cuya identi
ficación y caracterización se deben a Fisher.

- Prevalencia x genética

La PCEes una de las porfirias más raras, aunque es pro
bablemente una de las más conocidas.Hay quizás menos de cien pa
cientes descriptos en la literatura y a lo largo de los años ha
habido más o menos una regular incidencia de casos reportados,
observándose además que puede ocurrir en un amplio rango de gr!
pos raciales. asiáticos, africanos, mongolesy europeos.

La genética de la porfiria congénita ha sido estudiada
relativamente bien y actualmente se acepta que se transmite en
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forma autosómica recesiya (Chatterji y col, 1963; Darocha y col.
1971; Bnutani y col, l974; Pain y col, l975). Pueden existir ca
sos latentes (Heilmeyer y col, 1963; Pain y col. 1975).

- Cuadro clinico

Brevemente, la enfermedad se presenta con unanmrcada fo
tosensibilidad de la piel con lesiones bulloso-erosivas que de
jan severas cicatrices, cambios pseudoesclerodérmicos y pigmen
tarios, asociados con aumento del crecimiento del pelo. Las al
teraciones en ojos y dientes son comunes, asi como la anemia he
molftica y la esplenomegalia.

Comienza a manifestarse en edad temprana. El primer he
cho, que puede ser advertido por la madre del paciente, es el
color rosado que deja la orina en los pañales. También puede no
tarse que el niño está más irritado cuando permanece expuesto
cierto tiempo a la luz solar.

Estos ataques agudos de fotosensibilidad pueden conti
nuar intermitentemente durante unos años. En la segunda década
de vida, sin embargo, la enfermedad suele presentarse como una
forma erosivo-bullosa en las partes expuestas de la piel, tal
vez como consecuencia de la exposición solar y también ocurre un
aumento de la susceptibilidad de la piel a pequeños traumatismos.
Las lesiones llegan a ser particularmente molestas en las manos
y también en pies y cara. Pueden formarse úlceras que tienden a
dejar cicatrices. Los dedos de las manos y a veces de los pies
quedan raquiticos y presentan daños en los huesos periféricos.
Las lesiones de los cartilagos nasales y auriculares son tam
bién caracteristicas dando a la cara un tipico aspecto mutilado.
Puede ocurrir alOpecia en cuero cabelludo y pérdida de cejas y
pestañas. Eventualmente, la evolución temporal podria llevar a
un extenso endurecimiento de la piel del tronco y de los miem
bros, lo bastante severo comopara simular una esclerodermia.

Asociado con estos signos desfigurantes existe comocon
trapartida un patrón caracteristico de hipertricosis, especial
mente en la cara. En la porfiria congénita leve, sin lesiones e
rosivo-bullosas ni cicatrizales, éste puede ser un signo capital
y contribuir de manera importante al diagnóstico clinico correcto.

Otra caracteristica clinica peculiar es la eritrodoncia.
Consiste en un cambio de color, a gris o marrón de alguno de los



dientes, y es causado por depósitos de porfirinas en los mis
mos; esto puede comprobarse por la fluorescencia roja que emi
ten cuando se los observa bajo luz UV.

La anemia es de tipo hemolitico (Magnus, 1982).

- Cuadro bioquímico

El defecto básico es una actividad deficiente de la en
zima uroporfirinógeno IIIcosintetasa o isomerasa. o un balance
incorrecto entre esta enzima y la uroporfirinógeno I sintetasa o
deaminasa (Romeoy Levin, l969; Levin, 1975; Gidariy Levere,l977;
Moorey col, 1978) (Figura VI.l.).
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FIGURAVIQl.: Posibles modelos para explicar el patrón
de excreción anormal de isómeros tipo I en
la porfiria congénita eritropoyética.
Dzdeaminasa; I: isomerasa.

Ello se refleja en las porfirinas eliminadas (uroporfiri
na, coproporfirina y otras porfirinas con nümero intermedio de
grupos carboxilicos) que pertenecen a la serie isomérica I. La
cantidad total de porfirinas excretadas por orina está muyin
crementada. Predominan uro y coproporfirina y por lo tanto difig
re claramente del patrón de la porfiria cutánea tarda, en la que
se observa predominio de las porfirinas octa y heptacarboxilicas.

Cuando se examina una muestra de sangre fresca,protegida
de la luz, pueden verse fluorocitos. Estos muestran un color ro
jo- naranja bastanfe notable y permanecen casi sin cambios duran
te una hora o más permitiendo fácilmente su microfotografia. En
la protoporfiria eritroooyética, donde también encontramos fluorg
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citos, la fluorescencia es evanescente; cuandose mira con el mi
crosc0pi0de fluorescencia se comprueba que permanece menos de un
minuto (Magnus, 1982).

- Tratamiento

No hay un tratamiento adecuado y se recurre generalmente
a medidas preventivas.

Se ha propuesto la esplenectomfa como correctora de La
anemia y también de la fotosensibilidad, aunque sólo en pocos
casos se han obtenido resultados positivos.

La fotosensibilidad puede reducirse evitando el sol. Pug
den emplearse B-carotenos orales aunque éstos no parecen ayudar
mucho (Ippen y Fuchs, l980). La confección de barreras solares
constituye un problema, ya que deben ser efectivas contra la luz
visible y en este caso sólo son útiles las preparaciones que con
tienen sustancias reflectantes comoel óxido de zinc. Estas cre
mas son antiestéticas y por lo tanto su uso no es agradable.

Las medidas ideadas para aliviar el principal defecto me
tabólico son enumeradas por Ippen y Fuchs (1980) e incluyen pe
queñas dosis de cloroquina (usada también en la Porfiria Cutánea
Tarda), purinas, p-aminobenzoatoy corticosteroides. Se ha indi
cado la alcalinización metabólica para aumentar la excreción url
naria de porfirinas. Se ha intentado inhibir la actividad eritrg
poyética por hipertransfusión, o la biosintesis de porfirinas
con aplicaciones i.v. de hematina. Recientemente, Buthani-(1982)
ha utilizado ciclofosfamida con buen resultado en un paciente,
en dos ocasiones separadas, obteniendo una prolongada remisión
clinica y bioquímica.

VI.2.l.2. Protoporfiria Eritropoyética QPPE)

El primer caso fue descripto en l953 por un pediatra ale
món: Kosenow (Kosenow y Treibs, 1953) aunque no tuvo mayor tras
cendencia. En 1961 varios dermatólogos refirieron los siguientes
casos de PPE (Langhoff y col, 1961; Magnus y col, 1961).

Precisamente, Magnusy col (l961) efectuaron un intensi
vo estudio de esta porfiria, que permitiósu posterior caracteri
zación clinica ybioquimica.
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- Prevalencia y genética

La enfermedad probablemente afecta a todas las razas.
pero la prevalencia difiere ampliamente de unOs países a otros.
Para los dermatólogos del norte de Europa, la PPE está entre los
tipos más comunes de porfiria; en algunos lugares, Londres por
ejemplo, es incluso más común que la PCT.

La genética dela PPE ha sido estudiada por muchos auto
res, los primeros trabajos fueron efectuados por Haeger-Arünsen
(1963). La transmisión es claramente dominante, pero con un gra
do variable de penetrancia.

- Cuadro clinico

La PPE es una enfermedad de inicio precoz, principalmen
te con sintomas subjetivos de fotosensibilidad, que pueden ser
severos y completamente desproporcionados de acuerdo a hallaz
gos observables bioquímicamente. En la mayoria de los pacientes
los signos son exclusivamente cutáneos, rara vez hay complica
ciones hepáticas.

Las primeras manifestaciones pueden aparecer durante el
primer año de vida, como en la porfiria congénita. Los signos
de fotosensibilidad pueden presentarse aün en piel no expuesta
pero cubierta con ropas traslücidas y en este aspecto los sintg
mas de la PPE difieren de las quemaduras solares normales. La
PPE se diferencia de la PCEen que la orina es prácticamente no;
mal. es decir no se observa exceso de porfirinas (Magnus,.l982).

El cuadro clinico de la PPE es algo distinto al que en
contramos en otros tipos de porfirias cutáneas. Las caracteristi
cas ampollas erosivas de la PCT, PV y PCE, asi como el pseudoes
cleroderma, los cambios pigmentarios difusos y la hipertricosis
están ausentes en la PPE. A medida que el paciente crece, el cua
dro que domina es el de una fotosensibilidad subjetiva de la piel;
los sintomas son más completos que los vistos en el niño. El pg
ciente suele describir como, después de estar expuesto directa
mente a la luz solar durante un tiempo (variable de l-2 minutos
a media hora),desarrolla una sensación aguda de quemazón, pincha
zos y, con menos frecuencia, prurito. Esto ocurrirá habitualmen
teem cualquier área de la piel expuesta. El periodo de latencia
que transcurre entre el fin de la exposición y el inicio de los
sintomas puede variar de cero a l 6 2 horas y es, desde luego
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mas corto que el observado en las quemaduras solares normales;
este dato es ütil para el diagnóstico diferencia] de PPE.

Otros cambios encontrados en los pacientes son eritema,
edema, petequias y raramente franca urticaria solar (Magnusy
col, l96l). '

Conforme pasa el tiempo, estos sintomas agudos tienden
a ser menos severos.

- Cuadro Bioquimico

Se piensa generalmente que el cuadro bioquímico caractg
ristico reside en un aumento de la protoporfirina en hematies,
la cual está más en forma libre que quelada con zinc, tal como
sucede en la intoxicación por plomo y en la anemia Sideroblásti
ca. La deficiencia enzimática especifica está ubicada a nivel
de la ferroquelatasa y se ha reportado un aumento secundario
del ALA-S(Schwartz y col, 1971) (Fiqura VI.2.).

Examinandodiluciones de sangre fresca en el microscopio
de fluorescencia pueden verse fluorocitos rojo-anaranjados, de
corta vida (10 segundos o menos). La proporción de fluorocitos
es variable y al parecer depende directamente de la proporción
de células rojas nuevas (Piomelli y col, 1975).
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FIGURAVI.2.: Relación entre la deficiencia enzimática
primaria de ferroquelatasa y el aumento
de ALA-Sen protoporfiria eritropoyética.
Ferroq.: ferroquelatasa.

La protoporfirina está elevada en glóbulos rojos. La co
proporfirina puede ser normal o estar ligeramente aumentada, la
uroporfirina es indetectable.

Las porfirinas en heces pueden ser normales o mostrar un
aumento moderado de proto con valores normales para las otras
porfirinas.



180

Comose mencionó la orina es normal, excepto en un esta
do terminal de falla hepática en el que se ha descripto un au;
mento de las fracciones uro y coproporfirina en algunos pacien
tes (Magnus, l982).

Las complicaciones de la PPE son raras y se limitan al
higado. Se manifiestan comocolelitiasis o cirrosis. Ambaspare
cen estar asociadas a una concentración elevada de protoporfiri
na hepática, que puede deberse a un aumento de la captación de
protoporfirina sanguínea o a un aumento de su sintesis por este.
órgano, o a ambos fenómenos simultáneamente.

El resto del cuadro sanguíneo de la PPE generalmente es
normal, en contraste con el de la enfermedad de Günther. Los sig
nos de anemia hemolitica son muy raros (Magnus, l982).

- Tratamiento

El tratamiento de la PPEes exclusivamente preventivo.
El objetivo principal es educar al paciente para que evite el
sol y lleve ropas protectoras.

Algunas de las medidas usadas en la PCE sehgn propuesto
para la PPE, por ejemplo la hipertransfusión y el uso de carote
noides orales, sin mayor éxito. aunque inocuos.

VY.2.l.3. Coproporfiria eritropoyética congénita

Heilmeyer y Clotten (1964; l966) describieron dos casos
de esta variable de porfiria eritropoyética, caracterizada por
trastornos de fotosensibilización con significativo aumentode
coproporfirina III en glóbulos rojos, y cantidades incrementadas
de copro y proto en materia fecal, lo cual se debe a una deficien
cia de la CPGasa , que se transmitiria según un carácter dominan
te autosómico.

Desde el punto de vista clinico dijimos que se observa
fotosensibilización de tipo leve con prurito, edemay tumefaCción
de las zonas expuestas, con recaídas ante cada nueva exposición,
sin dejar cicatrices.

Dicha fotosensibilización no tendria fácil explicación a_
través del depósito de coproporfirina en la piel, ya que la mis
ma sólo ha sido encontrada en glóbulos rojos. Segün Heilmeyer y
Clotten (l964),aunque se demostrara su existencia en piel, la



copro produciria una fotosensibiïización minima.

- Tratamiento

Se deben aplicar 1as medidas conducentes a evitar la
acción de 1a qu que serán señaladas en las variedades de por
firias cutáneas.

V1.2.2. Porfirias hepáticas

. Las porfirias hepáticas se caracterizan por una excesi
va excreción de porfirinas y/o precursores en 1a orina (Figura
VI.3.).
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FIGURAVI.3.: Patrón de excreción urinaria de porfirinas
y/o precursores en las porfirias hepáticas.
En todas elias 1a actividad de] ALA-Sestá
aumentada en higado. Entre barras están
indicados Zos intermediarios de] camino de]
hemo que se excretan en forma eievada duran
te 1as fases agudas de las porfirias.
PAI: Porfiriaaguda intermitente; PCT:Porfi
ria cutánea tardía; CPH:Coproporfiria here
ditaria; PV:Porfiria variegata.
Ferroq.:ferroque1atasa

La Porfiria Aguda Intermitente (PAI), 1a Coproporfiria
Hepática (CPH)y 1a Porfiria Variegata (PV) se caracterizan por
una eïiminación urinaria aumentada de ALAy PBGdurante 1a fase
aguda, pero difieren en e] patrón de porfirinas excretado por
orina y heces. La Porfiria Cutánea Tardia (PCT) se diferencia
de las otras tres formas por 1a ausencia de precursores en ori
na.



VI.2.2.l. Porfiria cutánea tardía (PCT)

- Prevalencia y genética

La PCT es la más comün de las porfirias.

Afecta predominantemente al sexo masculino, en pro
porción 13:1 ( Enriquez de Salamanca y col, l982 a); lZ:l (To
pi y D'Alessandro, 1978) u 8:1 (Malina y Chlumsky, l978). Factg
res exógenos, endógenos y quizás también raciales (Eales, l972)'
ejercen sin duda su influencia sobre la incidencia de la PCTen
razón del sexo.

La BSTrecibe el nombre de "tardía o tarda" precisamen
te en virtud de su manifestación tardía. La edad media de apari
ción se encuentra alrededor de los 49 años según Malina y Chlums
ky (l978) y Enriquez de Salamanca ycol (l982 a). La PCT puede
permanecer latente durante toda la vida del paciente o excepcig
nalmente manifestarse en la primera infancia (Enriquez de Sala
manca y col, 1973; Piñol Aguadé y col, 1973; Laguna y col, 1975;
D'Alessandro y Topi , 1978; Cruces y col, 1980).

Aunquees frecuente hallar antecedentes alcohólicos en
pacientes con PCT, resulta sumamentedificil establecer la real
cuantía e influencia de la ingesta etilica. Aunquese sabe que
el alcohol puede alterar transitoriamente la actividad de algu
na de las enzimas del camino biosintético del hemo, incluida la
decarboxilasa (HcColl Kel y col, 1980, 1981; Doss y col, 1981)
y provocar el desencadenamiento de la PCT (Doss, l980), el al
coholismo por si mismo no seria capaz de inducir una PCT.

Clásicamente, la PCTha sido considerada como un tras
torno adquirido del metabolismo porfirinico y por ello denomina
da adquirida o sintomática. Tal creencia se basaba fundamental
mente en la ausencia de antecedentes familiares de enfermedad
porfirica a partir de la anamnesis del paciente y en el bien re
conocido efecto de los diversos factores precipitantes (alcohol,
estrógenos, hepatopatia, siderosis,...).

Sin embargo, hoy se acepta que la PCT puede ser también
un error congénito del metabolismo del hemo, análogamente a lo

.que sucede con las demás porfirias. Sin negar la existencia de
una variedad tóxica adquirida, se sotiene que la PCTen muchos
casos es una enfermedad hereditaria aunque para su manifestación
clinica e incluso bioquímica se requiere la interacción con cie;



tos factores precipitantes.

La hipoactividad hepática de la decarboxilasa constitu
ye la anormalidad primaria de ambas formas de PCT (Kushner y
col, 1976; Elder y col, l978) y de su modelo experimental indu
cido por hexaclorobenceno (Elder y col, l976). Si dicha enzimo
patia se reflejase también en los eritrocitos, el problema queda
ria en gran medida resuelto. Algunos autores han encontrado que
la actividad de decarboxilasa eritrocitaria se halla disminuida
tanto en los pacientescon PCTcomoen sus familiares afectados
(Kushner y col, l976; Benedetto y col, 1978; Felsher y col,
É978; Tiepermann y Doss,-I978), sin embargo otros autores no han
podido confirmarlo (Blekkenhorst y col, l976; Elder y col, 1978).

Por lo tanto, se ha propuesto que la PCTes también un
trastorno hereditario del metabolismo porfirinico aunque por
su baja penetrancia y por las dificultades técnicas y escasa sen
sibilidad de los diferentes métodosanalíticos utilizados no se
puede, con frecuencia, identificar a los demás miembrosafecta
dos. La incidencia de diversos factores exógenos y endógenos con
tribuye a la manifestación de la enfermedad, que, a su vez, tan
to en el hombre como en los animales de laboratorio, puede ser
reproducida mediante la acción de determinados tóxicos.

- Naturaleza enzimopatológica

Comoya mencionáramos anteriormente, el defecto patogéni
co fundamental de la PCTreside en una reducción significativa
de la actividad de la decarboxilasa hepática con respecto a los
valores normales.

Comoconsecuencia de esta deficiencia se acumulan y ex
cretan grandes cantidades de las porfirinas más policarboxilicas,
fundamentalmente uro y hepta (Dowdle y col, 1970).

Debido a un mecanismo de de-represión, secundario a ese
bloqueo parcial primario, o a la acción inductora directa de los
diversos factores precipitantes de la PCT, se observa generalmen
te un aumento de la actividad de la enzima limitante, ALA-S
(Moore y col, 1972) (Figura V1.4.).

Además de la enzimopatia de la PCT. también juega un pa
pel patogénico muy importante la alteración de las membranas de
las organelas celulares con el consiguiente escape de la uropor
firina del citosol tanto hacia la mitocondria comohacia el es
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pacio intercelular (Koszó y col, 1982). Para Doss (1980) la
PCTdebe definirse como "enfermedad de membrana" mientras que
las porfirias hepáticas agudas han de ser consideradas como"en
fermedades de regulación".
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FIGURAV1.4.z Esquema propuesto para explicar el cuadro
bioquímico característico de una porfiria
cutánea tarda sintomática.
Ferroq.: ferroquelatasa.

- Papel del hierro en la PCT

La importancia de la frecuente, aunque moderada, sobre
carga férrica de los pacientes con PCTse ve comprobada por el
hecho de que la eliminación del hierro corporal mediante sangrias
repetidas constituye un eficaz tratamiento (Ippen, 1977), mien
tras que la administración.de tal metal puede provocar la recai

"da (Lundvall, l97l; Ivanov y col, 1982). Dado que la actividad
hepática de la decarboxilasa no se recupera, aün luego de alcag
zar la remisión, en base a una disminución de los depósitos de
hierro mediante sangriasrepetidas (Elder y col, 1978), Felsher
y.col (l982) han propuesto que el hierro modula la producción
de uroporfirina a través de algün mecanismo no relacionado con
la actividad de esta enzima.

- Cuadro clinico

La PCT ha sido denominada "hepatocutánea" en virtud de
la especial relevancia de los dos signos clinicos básicos (hepí
tico y dermatológico) que la caracterizan.

Aspectos dermatológicos:

La hiperfragilidad cutánea ante los más minimos traumatig



mos constituye el sintoma más precoz (y en ocasiones único) de
la enfermedad, aunque el rasgo más característico es la forma
ción de ampollas, espontáneamente o bien en relación con la ex
posición solar, con el calor, o con los microtraumatismos.

Las ampollas contienen un liquido serotransparente o sg
rohemorrágico, son frágiles y efimeras, y tras su ruptura dan
lugar a erosiones de fondo serohemorrágico que se recubren de
una costra y tras cicatrizar suelen dejar una manchahiperpig
mentada. Tales lesiones se originan en las regiones expuestas a
la luz y a los traumatismos y por ello se presentan más frecuen
temente en dorso de manos.

La hipertricosis también se aprecia fundamentalmente en
las regiones descubiertas y caracteristicamente en la zona tem
poromalar (Enriquez de Salamanca y col, l982 a).

Hepatopatia de la PCT

La expresividad clinica de la afección hepática en la
PCTes en términos generales bastante pobre. Salvo la palpación
de una hepatomegalia en algo más del 45% de los casos, la fre
cuencia de otros signos comoesplenomegalia,ícteriCia subicteri
cia, etc., no alcanza al 8%.

El conjunto de lesiones hepáticas estructurales y ultraes
tructurales pueden coincidir en grado variable en un mismopa
ciente, siendo las afecciones más comunesla hepatitis crónica
persistente, la hepatitis crónica activa y la cirrosis hepática,
aunque con prevalencia muyvariable segün los distintos autores
(Mascaro y col,1973; Topi y D'Alessandro, 1976; Malina y Chlums
ky, l978; Enriquez de Salamancaycol, l982 a; Solis y col, l982).

La severidad de la hepatopatia subyacente parece estar
en relación con la edad del paciente o, más probablemente, con
el tiempo de evolución de la PCT (Bruguera y col. l980; Cortes
y col,.l980). Ippen (1982) sostiene que la PCTno tratada pro
gresa en el curso de 5-20 años hacia cirrosis hepática descompen
sada.

- Cuadro bioquímico

La tasa de porfirinas eritrocitarias. la excreción uri
naria de precursores (ALAy PBG)y la eliminación fecal de pro
toporfirina, son normales en la PCT. La excreción tanto urinaria
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comofecal de coproporfirina se encuentra moderadamente incre
mentada. El rasgo bioquímico más característico reside en la ma
siva uroporfirinuria,de manera que si bien fisiológicamente en
la orina predomina netamente la coproporfirina (Enriquez de Sa
lamanca y col, 1982 b), en la PCTson, en cambio, mayoritarias
las porfirinas altamente carboxiladas (7-CO0Hy 8-CO0H), lógi
ca consecuencia del defecto decarboxilativo¡

La determinación de estos parámetros mediante el empleo
de técnicas analíticas rutinarias, permite lograr una adecuada
evaluación bioquímica de la PCT.

Las porfirinas plasmáticas, hepáticas y en piel, adoptan
un perfil similar al urinario, aunque con mayor proporción aün
de las más policarboxilicas (Doss y col, l97l; Dayy col, 1978;
Polo y col, 1983).

- Tratamiento

Obviamente la primera medida que debe aplicarse a los
pacientes con PCTes la supresión de todo factor'precipitante o
agravante. La simple abstinencia de alcohol o la suspensión de
la medicación estrogénica pueden ser suficientes, en algunos ca
sos, para lograr la remisión de la enfermedad (Enríquez de Sala
manca y col, l982 c).

Los sintomas dérmicos consecutivos a la exposición so
lar pueden paliarse más o menos eficazmente con una serie de mg
didas entre las que se incluyen el uso de barreras protectoras
tópicas, la administración de carotenoides (de dudosa eficacia)
y las normas de sentido comúntendientes a evitar la exposición
solar directa (Poh-Fitzpatrick. 1982).

Podemosdividir los diversos tratamientos que han sido
preconizados para la PCTen tres.grupos. En el primero se inclu
yen los fármacos cuyo mecanismo de acción podria ejercerse, direg
ta o indirectamente, a nivel de la ruta biosintética del hemo.
En el segundo grupose incluye la medicación preferentemente encg
minada a la eliminación de porfirinas y en el tercero, la admi
nistración de desferroxamina y las flebotomias repetidas, que
tienen por objeto disminuir los depósitos corporales de hierro.



VI.2.2.2. Porfiria AgudaIntermitente.(PAI)

- Prevalencia y genética

La PAI es una enfermedad hepática del metabolismo del
hemoque se transmite con carácter autosómico dominante. Es la
ünica porfiria cuyo síndrome clinico no incluye fotosensibilidad
cutánea, ya que la excreción normal de porfirinas no suele estar
aumentada. Sus manifestaciones clinicas raramente se presentan
antes de la pubertad. Es la más comünde las porfirias en Suecia.

- Naturaleza enzimopatológica

En esta enfermedad se presentan dos anomalías en el ca
caminodei hemo: deficiencia de la deaminasa y elevación del
ALA-S,siendo el defecto primario la deficiencia de la deamina
sa (Figura VI.5.). Esta disminución ha sido descripta no sólo en
el higado de pacientes con PAI (Strand y col; 1970; Miyagi y
tol, l97l) sino también en eritrocitos (Meyery col, 1972; Strand
y col. l972; Magnusseny col¡ l974); cultivos de fibroblastos
(Meyer, 1973; Sassa y col, 1975 a, b); cultivos de células amnió
ticas (Sassa y col. l975 a, b) y linfocitos con mitosis estimg
lada (Sassa y col, l978). La deficiencia de deaminasa ( aproxi
madamente 50%del valor normal) ha sido observada invariablemen
te en estos tejidos tanto en presencia comoen ausencia de los
sintomas clinicos de PAI, y asociada o no a un incremento de
ALA-S. De hecho, el ALA-Ssólo se halló aumentada en las células
hepáticas durante las crisis agudas de la enfermedad. Estos ha
llazgos establecen que la deficiencia de deaminasa es el defec
to primario hereditario en la PAI, ya que esta deficiencia enzi
mática caracteriza a todos los portadores, incluyendoa aquellos
clínicamente asintomáticos, y el incremento de la actividad de
ALA-Ses probablemente un fenómeno asociado que puede ser la re
sultante de diferentes factores contribuyentes.

Se ha postulado que la deficiencia de deaminasa hepáti
ca en la PAI lleva a una deficiencia en la formación hepática
del'hemo, lo cual da comoresultado unade-represión de la sinte
sis de ALA-S(Strand y col, 1970). Estudios posteriores (Sinclair
y Granick, 1975; Sassa y Kappas, l977) con cultivos de células
hepáticas de embrión de aves,indicaron que es necesario que las
concentraciones de hemohepático sean considerablemente menores
que lo normal para que aumente la sintesis de ALA-S. No queda
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claro cómo una disminución del 50%de la deaminasa, que es lo
que ocurre en la PAI,puede deprimir la sintesis hepática de hem0'
tanto comopara ocasionar la estimulación secundaria de la pro
ducción de ALA-S. Es probable que para que esto ocurra se necesi
ten otros factores metabólicos tales como: cambios hormonales
producidos en el comienzo de la pubertad, variaciones en la prg
ducción hormonal durante el ciclo menstrual; exposición a conta
minantes ambientales y'a una amplia variedad de drogas, cambios
en la composición de la dieta y reducida ingestión de calorias
(Nelland y col, 1964; Tschudy y col, 1964; Kappas y col. l974;
Meyer y Schmid, l978; Anderson y col. 1979; Tschudy y Lamon,
l980). Entre los factores endógenos que pueden aumentar la sus
ceptibilidad de algunos pacientes con PAIy activar esta enfer
medad, se han estudiado particularmente las hormonas esteroides
y sus derivados. Actualmente está claro que un amplio espectro
de metabolitos derivados de la biotransformación de hormonas es
teroides o sus precursores son potentes inductores del ALA-Se
incrementan la producción de porfirinas en cultivos de células
de embrión de aves (Granick, 1966; Granick y Kappas, 1967;
Kappas y Granick, 1968; Kappas y col, 1968; Sassa y col, 1979).
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FIGURAVI.5.: Relación entre la deficiencia de porfobilinogena
sa y el incremento de ALA-Sen la porfiria agudaintermitente
Ferroq.: ferroquelatasa

La acción de los esteroides inductores del ALA-Shepática
es esencialmente análoga a la de las drogas y otros inductores
quimicos de esta enzima.

Asi, los quelantes, tales como el CaMgEDTA,aumentanel po
der inductor de los esteroides; la hemina, en concentración de
10'S n lo inhibe , y la insulina sola, o insulina con hidrocorti
sona y triiodotironina ejercen un efecto “permisivo” sobre la
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porfirinogénesis-inducida por esteroides. Los esteroides son ag
tualmente la única clase de compuestos naturales en el hombre
que poseen capacidad de inducir el ALA-Sy la sintesis de po:
firinas en higado (Granick y Kappas, l967; Kappas y Granick,
l968; Sassa y col, l979) y en células eritroides (Levere y col,
l967; Irving y col, l976; Singer y col, l976; Urabe y col, 1979).
Por eso, su rol potencial de incrementar la susceptibilidad de
los portadores de PAI y provocar la enfermedad clinica es de
considerable interés.

Comparando el metabolismo de esteroides usando hormonas ra
dioactivas en sujetos normales, pacientes con PAI clínicamente
expresada y sujetos con PAI latente, se ve que en pacientes cli
nicamente enfermos, la actividad de A"—Saesteroide reductasa
está significativamente disminuida (Anderson y col, l979) y es
interesante que este patrón anormal del metabolismo de esteroi
des distingue la PAI clínicamente manifiesta no sólo de los su
jetos normales sino de los portadores latentes. Asi, aunque la
deficiencia de deaminasa es igual en pacientes con PAI manifies
'ta y portadores latentes, el primer grupo presenta una anormali
dad en el metabolismo de esteroides en el higado, aün en perio
dos de remisión, lo cual no se observa en el grupo de portadores.

La base de esta deficiencia en A“-5a esteroide reductasa no
se conoce; de todas maneras, la incidencia de esta anormalidad
endócrina puede aumentar la.susceptibilidad de'los pacientes pg
ra la activación de esta enfermedad.

o

- Cuadro clinico

Todos los sintomas están relacionados con los disturbios
neurológicos de los cuales los más característicos son aquellos
que involucran al sistema nervioso autónomo, por ejemplo, dolor
'abdominal , vómitos y constipación (Goldberg y Rimington, 1962;
Taddeini y Hatson, l968; Tschudy y col, l97S; Meyer y Schmid,
1978; Tschudy y Lamon, 1980).

El dolor abdominal suele ser difuso, con mayor intensidad
en el hemiabdomeninferior, de tipo cólico, continuo con exaceg
baciones y periodos de calma. El dolor no cede con los analgési
cos ni opiáceos.

El enfermo presenta un estado de agitación y desasosiego
que puede llegar a simular un neurótico y suele acompañarse de



fiebre irregular y leucocitosis,

Además se encuentra predominancia de-fenómenos motores con
parálisis o paresias de extremidades y de músculos respiratorios,
laringeos, deglutorios e impotencia funcional. La complicación
más importante es la insuficiencia respiratoria (Batlle y col,
l98l).

La severidad de las manifestaciones clinicas, la incidencia
de los episodios agudos y el comienzo de los ataques en la PAI
son muy variables. Además, la gran mayoria de los portadores del
desorden genético, o sea aquellos que tienen la deaminasa dismi
nuida en un 50%, pueden permanecer clínicamente asintomáticos
durante toda la vida.

Estos hechos indican que distintos factores, tales comola
dieta, las drogas y las hormonas, deben ser importantes en la
expresión clinica del defecto genético de la PAI.

- Cuadro bioquímico

La PAI se caracteriza por la excreción urinaria de grandes
cantidades de ALAy PBG.

.El PBGes más especifico que el ALApara el diagnóstico de
las porfirias hepáticas hereditarias, ya que no se encuentra in
crementado en otros casos en los cuales el ALAsi lo está, por
ejemplo, en la intoxicación.con Pb. El PBGurinario puede dismi
nuir durante los periodos de remisión de la PAI, pero raramente
llega a valores normalesen pacientes que han sufrido episódios
agudos. Por otro lado,muchos portadores de PAI y que por lo tan
to tienen actividad de deaminasa disminuida en eritrocitos y o
tras células, n0presentanexcreción aumentada de PBGen ningún
momentode sus vidas y nunca desarrollan sintomas.

La concentración de porfirinas urinarias en pacientes con
PAI en remisión no suele estar significativamente aumentada
(Cookson y Rimington 1954; Tschudy, 1965; Meyer y Schmid, 1978).
Si la orina permanece estacionada, los valores de porfirinas
pueden aumentar, a causa de la ciclación espontánea del PBG
(Cookson y Rimington, l954; Watson, 1954), que se ve facilitada
por el pH ácido de la orina y por la luz (Cookson y Rimington,
l954). Asi, la mayoria de las porfirinas urinarias en la PAI pg
recen formarse artificialmente, luego de su emisión (Meyer y
Schmid, 1978). En concordancia con esto, copro y proto fecales



Sólo están levemente aumentadas.

En pacientes con PAI,se ha detectado ALAy'PBGen plasma
y fluido cerebro-espinal (Sweeneyy col, l970; Bonkowskyy col,
l97l).

Actualmente, existen discrepancias sobre el efecto direg
to que el ALAejerceria en las células del sistema nervioso cen
tral.

Cuando se administra ALAintraperitonealmente a ratas se
inducen trastornos neurológicos y de conducta (Moorey Meredith,
1976; Pierach y Edwards, 1978). Pero, Pierach y Edwards (l978)
concluyen que es improbable que el ALAo el PBGcausen los dis
turbios neurológicos de las porfirias ya que se requieren canti
dades relativamente grandes para ocasionar aberraciones neuroló
gicas en las ratas. Además, el principal sintoma en animales son
las convulsiones y éstas no son los signos más comunes en pacien
tes con PAI.

- Tratamiento

Las crisis agudas de las porfirias hepáticas heredita
rias pueden estar asociadas con la dieta (Knudson y col, 1977) y
pueden superarse aumentando la ingestión de carbohidratos o por
infusión de grandes cantidades de glucosa (Nelland y col, 1964).
La eficacia de la glucosa en el tratamiento de las porfirias ng
páticas tiene una analogía experimental ("efecto glucosa“) en
la prevención de la inducción quimica de la porfiria, ya_que
la administración de glucosa puede bloquear la inducción del
ALA-S(Rose y col, 1961; Tschudy y col, l964; Marver y col.
1966), aunque el mecanismo exacto de este efecto no se conoce.

Hatson y col (1973; 1974; 1977; l978) aplicaron una tg
rapia especifica para las crisis de PAI, utilizando infusiones
isv. de hematina. El empleo de hematina en las porfirias agu
das se inició sobre la base de que el ALA-Shepática se induce
durante los ataques agudos, y esta inducción estaria sujeta a
la represión por producto final, la hemina, hecho comprobadoei
perimentalmente (Granick, 1966} Haxmany col, 1966).

Más recientemente se ha aplicado con éxito una nueva tg
rapia desarrollada en nuestro laboratorio (Hider y col, 1980)
que consiste en la administración oral de ácido fólico durante
cortos periodos de tiempo.
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En todos los pacientes que recibieron fólico, se compro
bó una rápida recuperación tanto clinica.como bioquímica.

El fundamento de esta terapia se basa en estudios efes
tuados por Rossetti y col (l981) que determinaron la capacidad
activante del ácido fólico sobre lasenzimasPBGasa y deaminasa
aisladas de cultivos de Eugzenagnaciiió.

VI.2.2.3. Porfiria Variegata (PV)

- Prevalencia y genética

La PV es una de las formas agudas hereditarias de las
porfirias hepáticas, que se transmite con carácter autosómico
dominante.

El cuadro clinico y bioquímico de la PV fue descripto
por primera vez en l937 (van der Bergh y Groteppass, 1937) y
desde entonces el número de casos se ha incrementado significa
tivamente (Mustajoki, l978).

Esta porfiria es llamativamente comúnentre la población
blanca de Sud-Africa (Eales, 1963; Dean, 1971), con una indicen
cia del 3 Z0 y alrededor de l0.000 pacientes. En el resto del
mundo hay referencias de unos 300-500 casos. En nuestro pais es
dificil determinar la cifra, pero en los últimos seis años, sólo
a nuestro centro han llegado más de lO pacientes claramente diag
nosticados como PV.

Las porfirias agudas no se manifiestan clinica o bioqui
micamente antes de la pubertad; sin embargo. hay unos pocos ca
sos de PAI y CPHdescriptos en niños menores de 12 años, y tam
bién parece haber excepciones para la PV, referidas por Kramer
(1980) en un niño de 5 años quien después de haber sido tratado
durante un año concarbamacepina desarrolló los sintomas agudos
y cutáneos y otro por Parera y col (l983) en una niña de 4 años.

- Naturaleza enzimopatológica

El constante incremento de los niveles de protoporfirina
fecal en pacientes con PVindica que el defecto enzimático esta
ria en la porción terminal del camino del hemo. Podria estar a
nivel de la ferroquelatasa, enzima defectiva en la protoporfiria
(Bonkowskyy col, l975; Bottomley y col, 197SÍ. Pero, con excep
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ción del elevado nivel de protoporfirina fecal, las manifesta
ciones clinicas y bioquímicas de la PPE y la PV son muy dife
rentes. h

La otra alternativa era un defecto a nivel de la protg
Porfirinóqeno—oxidasa,lo cual se ha confirmado en el higado de
pacientes con PV (Brenner y Bloomer, l980)y en otros tejidos
por el grupo de Nordmann (Deybach y col, 1981):

Por otro lado, ya en 1967 (Dowdley col) habian demostra
do un aumento secundario de la actividad del ALA-Shepática en
PV.

- Cuadro clinico

Se incluyen ataques agudos de dolores abdominales, mani
festaciones neuropsiquiátricas y/o lesiones fotocutáneas.

La PV tiene caracteristicasen comün con la PCTy la PAI.
En algunos pacientes sólo se presentan manifestaciones cutáneas.
en otros sólo las agudas y en un tercer grupo, ambos sintomas.
El ataque agudo es típicamente intermitente y con frecuencia
precipitado por varias drogas y otros factores (Eales, l97l).

- Cuadro bioquímico

Los pacientes con PVtienen altos niveles fecales de
protoporfirina y una “fracción X porfirina" (Rimington y col,
1968), constituida por un complejo péptido-porfirinico.

En orina, la coproporfirina excede a la ur0porfirina, y
los niveles de ALAy PBGurinarios están muy incrementados du
rante los ataques agudos (Eales y col, 1963).

Las porfirinas eritrocitarias son normales en todo mo
mento, lo cual confirma que es el higado el único responsable
del exceso de porfirinas y precursores.

Existen disturbios electroliticos, hiponatremia (Eales y
col, l97l), cambios neuropatológicos (Campbell, 1963) y aün en
estado latente, se han descripto evidencias de neuropatia peri
férica (Mustajokiy Seppáláinen, l975).



VI.2.2.4. Coproporfiria hereditaria (CPH)

- Prevalencia y genética

La CPH se presenta en ambos sexos y por lo menos la mi
tad de los sujetos con CPH_sonasintomáticos o exhiben sólo sin
tomas leves (Jaeger y col, l975). El desorden es claramente hg
reditario, en forma autosómica dominante, pero la expresión cli
nica y la severidad son muyvariables y la sintomatología hetg
rogénea.

- Naturaleza enzimopatológica

En pacientes con CPHmanifiesta y en crisis aguda, la
actividad de ALA-Shepática está elevada (Sasaki y col, 1969;
Kaufmany Marver, l970; Mc Intyre y col, l97l), sin embargo se
encontró que sus valores eran normales cuando el paciente se ha
llaba en remisión, al tiempo que se normalizaban también ALAy
PBGurinarios (McIntyre ycol, 1971).

Comoen los casos de PAI, el patrón de excreción de por
firinas sugiere que la elevada actividad de ALA-Shepática puede
Ser un fenómeno secundario asociado al defecto enzimática prima
rioíque afectaría el paso de coprogen a protogen, o sea a la
coprogenasa (CPGasa) (Figura VI.6.). La medición directa de es
ta enzima en tejidos de pacientes con CPHconfirmó su deficien
cia. Dado que la CPGasa es una enzima mitocondrial, su ensayo
no puede llevarse a cabo en eritrocitos. Elder y col (1976) dee
terminaron CPGasaen cultivos de fibroblastos de piel de'3 pa
cientes con CPH, pertenecientes a dos familias y encontraron que
la actividad enzimática era aproximadamente la mitad que la de
los individuos normales o pacientes con otros tipos de porfiria.
Nordmann y col (1977) y Grandchamps y Nordmann (l977), también
observaron una deficiencia de la CPGasaen linfocitos de l7 in
dividuos con CPH. Tanto los pacientes como los portadores (sin
sintomas clinicos pero con altos niveles de copro fecal) tenian
aproximadamente la mitad de la actividad enzimática de los con
troles. Esta deficiencia también se demostró en leucocitos de
pacientes con CPH(Brodie y col, l977). Estos datos confirmaron
la hipótesis de que el defecto genético primario en la CPHes una
falla a nivel de la CPGasa.

De acuerdo con Elder y col (l976) una-CPGasa disminuida
un 50% en CPH está todavia en un exceso de aproximadamente 30
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veces con respecto a la deaminasa hepática (Strand y col, 1970).
Esta actividad normalmente baja de deaminasa puede explicar la
excesiva excreción de ALAy PBGdurante los ataques agudos de
CPH; de esta manera, las crisis en CPHpueden considerarse,
como en PAI, consecuencia del carácter limitante de la deamina
sa cuando el ALA-Sestá inducida. Esta condición es probablemeg
te más dificil de alcanzar en.CPH que en PAI, porque en el pri
mer caso la actividad de deaminasa es normal, mientras que en
el segundo está disminuida un 50%. Este hecho quizás explique
también el mayor porcentaje de casos latentes en CPHcomparado
con PAI, en varias familias estudiadas (Goldberg y col, 1967;
Lomholty'Hith, 1969; Strand y col, 1972; Brodie y col, 1977).
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FIGURAVI.6.: Relación entre la deficiencia de coproporfirino
genasa y el incremento de ALA-Sen copr0porfiriahereditaria
Ferroq.:ferroquelatasa.

- Cuadro clinico

La CPH es similar a la PAI y a la PV ya que su sintoma

tología clinica es esencialmente neurovisceral. Pero, a diferen
cia de los pacientes con PAI, en la CPHpuede presentarse tam
bién fotosensibilidad cutánea. Se sabe que los ataques agudos de
CPHpueden provocarse por los mismos compuestos que precipitan
los ataques agudos de PAI o PV.

Los sintomas y signos másfrecuentemente hallados son:
dolor abdominal (80%), vómitos (34%), fotosensibilidad (29%),
sintomas neurológicos y psiquiátricos (23%)y constipación se
vera (20%) (Brodie y col, 1977). Aparentemente, el desorden es
menos severo que en PAI, ya que se han reportado sólo 2 casos
fatales, debido ambosa insuficiencia respiratoria (Brodie y
col, 1977). Comoen PAI, los ataques agudos tienen preponderan
cia femenina (5:2). En el 54%de las crisis los factores preci
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pitantes fueron drogas o productos quimicos y los barbituratos
fueron responsables del 34%de los casos_(Brodie y col, 1977).

- Cuadro bioquímico

En la CPHclínicamente manifiesta predomina una excesi
va excreción urinaria de copro III. En algunos pacientes, más
del 95%de las porfirinas urinarias es copro, mientras que.en
otros están incrementadas tanto uro como copro (uro << copro)
además de menores proporciones de hepta. hexa y pentaporfirina.

Lás heces contienen grandes cantidades de copro, acompa
ñada de menores aumentos de porfirinas más carboxiladas. Aproxi
madamente el 15%de la copro fecal está quelada con cobre, prg
bablemente por una incorporación no enzimática del metal en
la porfirina (Carlson y col, 1978).

También puede estar incrementada la proto fecal, pero
siempre menos que copro. Durante los ataques agudos, las con
centraciones de ALA, PBGy copro urinarias se elevan marcadamen
te.'

Tanto enlachHcomo en PV,en remisión se normalizan los
niveles de precursores, a diferencia de lo que ocurre en la PAI.

¡1.2.2.5. Porfiria aguda de Doss

Doss y col (l980) describieron un nuevo tipo de porfiria
hepática aguda, con ALA-Dmuy disminuida, y manifestaciones agu
das intermitentes. Los dos pacientes estudiados presentaban una
elevada excreción urinaria de ALA, un leve aumento de PBGy un
gran incremento de porfirinas, principalmente coproporfirina.

La actividad del ALA-Deritrocitaria en ambos casos era
inferior al 1%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 de porfiria hepática aguda hereditaria con manifestacig



nes intermitentes, clínicamente análoga a la PAI.

VI.2.3. Porfiria Hepatoeritrocitaria

Esta denominación fue originariamente propuesta por Pi
ñol Aguadéy col (l975) a raiz de un caso en el cual encontraron
caracteristicas correspondientes a la PCT, y además, protopog
firina aumentada en glóbulos rojos.

Una sugerencia interesante de Elder y col (1972) es que
esta condición es de hecho una forma homocigótica de la PCT fa
miliar, opinión compartida por Eriksen y Seip (l973) quienes a
demás sugirieron que podria tratarse de un tipo de porfiria he
pática, como la PV, pero producida por un gen raro y único de
transmisión dominante, aunque de muy baja penetrancia. Aún no
se ha llegado a un acuerdo al respecto.

Clinicamente, el cuadro es dificil de distinguir de un
caso severo de PCT o de PCE. La excreción urinaria y fecal de
porfirinas se asemeja al de la PCT, pero en glóbulos rojos la
protoporfirina es la única porfirina que está aumentada. En
las porfirinas acumuladas y excretadas predomina el tipo isomé
rico III.

VI.2.4. Porfirinurigí

VI.2.4.l. Intoxicacióngpor Pb

La intoxicación por Pb ha sido reconocida como la causa
de una porfirinuria desde fines del siglo XIX (Goldberg, l968).

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 sólo constituye una amenaza para quienes tie
nen contacto directo con el mismo, sino también, en forma acci
dental, para los usuarios y los familiares de las personas ex
puestas.

Existen dos vias de ingreso de los compuestos de plomo
inorgánicos en el cuerpo humano:



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

por el tracto digestivo, por ingestión de compuestos de Pb
atrapados en la parte superior del tracto respiratorio o in
trodhcidos en la boca con la comida, cigarrillos, herramien
tas, dedos y otros objetos. No penetra p0r la piel (Calabrg
se y Astolfi, l980).

b
V

- Cuadro clinico

Los sintomas se pueden agrupar en cuatro grandes sindrg
mes, de acuerdo con el tropismo del plomo (Calabrese y Astolfi,
1980):

a) Sindromeneuropsiquiátrico: irritabilidad, vómitos, convulsig
nes, coma, paresias y parálisis, cefaleas persistentes, psi
copatias diversas, impotencia sexual, frigidez, astenia, in;
somnio, neuritis óptica, etc.

b) Sindrome-gastrointestinal: constipación persistente, cólicos
abdominales, dolores espasmódicos difusos, ribete gingival y
yugal, disgeusias, dispepsias, inapetencia, sindrome pseudo
ulceroso.

Vc Sindrome hematológico: anemia microcitica hipocrómica, puntea
do basófilo en GR.

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

- Disturbios en el metabolismo del hemg

A nivel del metabolismo celular, el Pb actúa inhibiendo
las enzima sulfhidrilicas, que dependen de la presencia de gru
pos -SH para su actividad. La manifestación más clara del efec
to inhibitorio del Pb sobre este tipo de enzimas, es el distur
bio que produce en la biosintesis del hemo.

Aunque la mayoria de las enzimas de este camino son-sul
fhidrilicas y por ende, sensibles al Pb, las etapas sobre las
cuales el metal ejerce mayor acción son las que llevan a la for
mación del PBG, la conversión de coproporfirinógeno III a pro
toporfirina IX y la quelación de ésta con el Fe (Kreimer-Birn
baumy Grinstein, l965) (figura V1.72).

Comoconsecuencia de estos desórdenes metabólicos, la in
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toxicación por Pb se manifiesta bioquimicamente por una excre
ción aumentada de ALAy Coproporfirina III en orina y un exce
so de protcporfirina IX queiada con Zn (Zn-PP) en GR. La pre
sencia de estos compuestos es de aito vaïor para e] diagnóstico.
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fl_yRA V1.7.: Efecto de] piomo sobre 1a actividad de dis
tintas enzimas de] camino de] hemo. Inhibi
ción demostrada (flechas sólidas) y postu
iada (fiechas punteadas).
Ferroq.: ferroqueiatasa.

La actividad de] ALA-Dse encuentra significativamente
disminuida en GR(BO-100%), existiendo una correlación iineal
entre e] logaritmo de 1a actividad de] ALA-Deritrocitaria
o e] contenido deALAen orina y 1a concentración de Pb en san
gre (Nada, 1976).

- Tratamiento

E] Pb es un tóxico acumuiativo, que se libera a muy ba
ja veiocidad y sólo cuando ha cesado 1a exposición.Por ello, ios
sintomas ciinicosyiaioquimicos disminuyen espontáneamente sóio en
forma muy ienta.

E] método de detoxificación usado es 1a terapia con que.
lentes. Los complejos metai-queiantes son soiubies en agua y se
excretan rápidamente por via renal. Por e] momento, sóio e]
CaNaz-EDTA, 1a D-peniciiamina y e] BAL (en niños) han probado
ser efectivos (0055,1978; Perdersen, 1978). Además de] Pb, mu
chos otros iones metálicos pueden formar queiacos. Durante e]
tratamiento con queiantes se presentan entonces una serie de e
fectos colaterz s, a causa de su interacción con eiementos fi
siológicamente enciales que se encuentran presentes en e] or
ganismo en bajas concentraciones o trazas. Estos efectos inde
seados pueden evitarse, compensand' i disminución de los bi0mg
taies por administración exógena d= os mismos.
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Un tratamiento que está prácticamente libre de efectos
colateraies es 1a terapia por reempiazo enzimático. Reciente
mente se apiicó con éxito esta nueva técnica en un caso de into
xicación crónica por Pb, utiiizando fantasmas de eritrocitos dei
propio paciente cargados con 1a enzima ALA-Dpurificada a par
tir de sangre de dadores normaies. La rápida recuperación clini
ca y bioquimica de] paciente, indicaron que este nuevo trata
miento puede resuitar beneficioso para un gran número de intoxi
cados con Pb (Batiie y cc], 1983).
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VII. SISTEMAS ENZIHATICOS EMPLEADOS

VII.1. pALLOS DE SOYA

VII.1.1. Tejidos vegetaies

Las céïuias de las piantas superiores a1 igua] que 1as
céiulas animaies, se encuentran organizadas y diferenciadas en
tejidos.

Existen cuatro tipos de tejidos vegetaies importantes:
meristemático, protector, fundamenta] y conductor.

En cuanto a1 tipo de céiuïas que constituyen estos teji
dos se ias pueden dividir en dos grupos; e] primero comprende
céiuias perfectamente diferenciadas que realizan una función de
terminada y que tienen una forma definida; este tipo de céïuias
se encuentra en ios tejidos protector, fundamenta] y conductor.
A1 segundo grupo pertenecen Ios tejidos formados por cóiulas
jóvenes capacesde muitipiicarse rápidamente y transformarse, se
gún ias necesidades, en células de] tipo requerido (tejido me
ristemático o de crecimiento).

Los tejidos meristemáticos se encuentran en las partes
de] vegeta] que crecen rápidamente taies como embriones, yemas
o brotes y en 1a zona generadora o de cambio de] taiio y de 1a
raiz. E] meristema de] estremo de raices y taiios se denomina a
pica] y su función es aumentar 1a iongitud de ios mismos, mien
tras que e] meristema de] cambium o 1atera1 es e] responsabie
de] aumento de] diámetro. Este tipo de tejido es e] encargado
de] crecimiento y además, de 1a división y diferenciación para
dar origen a otro tipo de tejidos.

- Tejido de caiios de soya

Se denomina "caiio" a1 tejido meristemático, de a1ta di
visión ceiuiar, obtenido a partir de] cotiiedón de 1a semiiia
de soya.

Miiier (1963) Io describió como una especie de tejido
tumorai de gran utiiidad para 1a detección de sistemas activos.



VII.l.l.l. Cultivo de tejidos

' Los cultivos de tejidos se obtienen por transferencia
de las células o tejidos aislados de su medio normal a un medio
que sólo es suficiente para sobrevivir.

Estos sistemas permiten estudiar las respuestas a dis
tintas variaciones provocadas en el medio ambiente en que se
desarrollan; en base a estas experiencias es posible luego pos
tular el comportamiento de la célula en su medio normal ante i
guales estímulos.

Para que un tejido se desarrolle es necesario colocarlo
en un medio nutriente que contenga sales, hidratos de carbono,
vitaminas y otras sustancias necesarias para crecer.

En este medio minimo las células se multiplican, pero
no se diferencian en raices, hojas o tallos. Se produce general
mente una masa sin forma que puede hacerse crecer en esas condi
ciones por largo tiempo. Esa masa puede a su vez subcultivarse
o repicarse en gran número de cultivos idénticos. Amedida que
aumente el número de subcultivcs sucesivos de un tejido, éste
va perdiendo en forma progresiva su capacidad para diferenciar
se y también se van modificando varias de sus propiedades.

Unaaplicación importantísima de los cultivos de teji
dos es su utilización en el estudio del cáncer.

Las plantas desarrollan varias clases de tumores.

VII.l.l.2. HormonasVegetales

Las hormonas vegetales son compuestos orgánicos que ag
túan en cantidades muy pequeñas sobre el metabolismo celular y
el crecimiento. No existen en el vegetal órganos de seCreción
interna especializados en la formación de hormonas. Estas se
originan principalmente en tejidos no diferenciados comoel me
ristema apical.

Las hormonas tiene" variadas acciones según el órgano
sobre el que ejercen sus c tos. Actüan en forma sinergistica,
y por lo tanto la acción cc cada una de ellas es influenciada
por la presencia de las otras.

Las investigaciones de Frit. ent en Holanda (1926) per



mitieron descubrir en semiila de avena, 1a existencia de un ti
po de sustancia difusibïeg denominada auXina, que activaba e]
crecimiento de ias piantas.

Dentro de ias auxinas, 1a más conocida que participa
principaimente en los fenómenos de crecimiento de 1as piantas
es e] ácido 3-ind01acétic0 (IAA), también 11amado heteroauxina
Este compuesto,agregado a un medio nutriente,promueve 1a divi
sión ceiuiar y da lugar a un crecimiento continuo. Se origina
en ios meristemas y su concentración es muy pequeña en los teji
dos en crecimiento (5 - 6 ug/kg). Esto se debe a que se destru
ye continuamente por acción de 1a enzima especifica ácido 3-in
doiacético oxidasa (IAA oxidasa) que actúa reguïando ios niveh
ies hormonaies en 10s tejidos.

Aigunos grupos de investigadores han iogrado preparar
auxinas sintéticas capaces de reproducir, en ios vegetaies, a1
gunas o todas ias acciones fisioiógicas de] IAA; 1a más conoci
da es e] 2,4-dic1orofenoxiacético, su acción es más prolongada
e intensa que 1a de] IAA, ya que 1a IAA oxidasa no la destruye.

Existen otros factores de crecimiento:

- gigereiinas: La acción de estas hormonas es muy ampïia depen
diendo de] iugar de] vegeta] en que actúan y de 1a concentra
ción de ias otras hormonas presentes. Promueven 1a germina
ción, 1a eïongación ceiuïar y actúan sobre 1a f1oración. A
diferencia de] IAAson aitamente móviies en forma especifica.

- Citocininas: Son necesarias para e] crecimiento ce1u1ar y 1a
diferenciación, actuando en forma sinergistica con e] IAA. Di
fieren de] IAAy de ias gibereiinas pues son inmóvi1es y tie
nen acción 10ca1.

Existen inhibidores de] crecimiento vegeta]. Dentro de
éstos se encuentra 1a dormina o absicina. Su acción puede ser
contrarrestada por 1a citocininas o por las gibereiinas.



VII.1.1.3. Inducción y crecimiento de] caiio

Pueden inducirse calios a partir de 1a mayoria de ias
piantas y 1a razón por 1a cua] en aigunos casos no se produce
dicha inducción puede atribuirse a deficiencias en ias condicig
nes de cuitivo empieadas. Por supuesto, ciertas piantas respon
den más fáciïmente que otras y diferentes partes de 1a misma
pianta exhiben diferentes respuestas.

Se sabe que ias condiciones empieadas para 1a inducción
de] caiio pueden reflejarse después en e] estabiecimiento de]
cuitivo, en particuiar, es importante 1a e1ección de 1a auxina.
La composición de] medio también afecta 1a morfoiogia, 1a cito
logía y 1as caracteristicas metabóiicas de] cu1tivo y estas
propiedades cambian con ios subcu1tivos seriados.

Frecuentemente se obtienen estados fisioiógicos espe
cializados, comoadaptación a1 habitat y 1a capacidad para difg
renciarse disminuye o se pierde por compieto.

La inestabiiidad de] caiio es e] príncipa] obstácuio
que aparece durante su uso cotidiano y io que perjudica su uti
iización masiva (Yoemany Forche, 1980).

VII.2. BACTERIAS FOTOSINTETICAS

VII.2.1. Aspectos generaies

Las bacterias fotosintéticas comprenden una comunidad
fisioiógica de microorganismosacuáticos. Poseen bacteriocioro
filas y pigmentos carotenoides. Todas las cepas estudiadas con
tienen citocromos, ubiquinonas y ferroproteinas no-hémicas de}
tipo de 1a ferredoxina. E1 metaboiismo fotosintético ocurre en
condiciones anaeróbicas y depende de 1a presencia de donores de
eiectrones externos oxidabies, comoios compuestos de azufre re
ducidos, hidrógeno iecuiar y c0mpuestos orgánicos. La fijación
de dióxido de carba transcurre a través de] cicio reductivo
de ias pentosar-fos.ato. Los fotopigmentos están localizados
en sistemas membrancscs internos, continuos con ia membranaci
topiasmática, c ien en vesicuias, caracteristicas de] género
Chtoncbium, 1a: ue se disponen adosadas a 1a membrana citopiaí
mática (Pfenninj y Trüper, 1974).



v11.2.i.1.c1as1f1cacj¿q

. A continuación se nombran solamente ios géneros más im
portantes de cada famiiia (Tabia VII.1.).

TABLAVIIZl¿: Ciasificación de ias bacterias fotosintéticas

ORDEN SUBORDEH FAMILIA GENERÜ

Rhadaóp¿n¿¿¿um
Rhodospiriliaceae Rhodopóeudcmonaó

Rhadom¿caob¿um

Chnomat¿um

Thiacyótió
Thiaaancina

Rhodospirillineae Thioapinittum
Thiocapáa
Lampaocystia
Thiodictyon
Thiopedia
Amoebobacten

Chromatiaceae

Rhodospirillales

Exathionhodospina

Chionobium
Pnoathacochzouia

Chïorobiineae Chlorobiaceae Chgonop¿cudamcna¿
Pe¿0d¿ctyon
Ctazhnochton¿s

Debido a que en nuestro trabajo se uti1izaron bacterias
dei género Rhcdopóeudomonaó, soiamente nos referiremos a este
género.

VII.2.1.2. Rhodqpócudamonaí (Pfenning y Trüper, 1974)

Comprende bacterias en forma de bastones u ovoides a
esféricas, que se muitipiican por fisión binaria o por división
asimétrica (brotación sin formación de pedüncuio), Gramnegati
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vas, móviies por fiageio po]ar.Contienen bacteriociorofiia a ó
b y carotenoides; ambos tipos de pigmentos están locaiizados en
ios sistemas membranososinternos de tipo vesicuiar o tubuiar
(en ias eSpecies que se muitipiican por fisión binaria) y 1ame
iar (en ias especies que se muitipiican por brotación). No con
tienen vacuoias gaseosas.

Son fotótrofos anaeróbicos, aigunas especies son capa
ces de 11evar a cabo un metaboiismo oxidativo en 1a oscuridad
bajo condiciones microaerófilas o aeróbicas. Fotosintetizan en
presencia de compuestos orgánicos de carbono siendo utilizados
para 1a fotoasimiiación directa y comofuente de poder reductor
para 1a fijación de C02. E1 hidrógeno moiecuiar puede usarse
como donor de eiectrones pero en cambio no es útil para ta] fin
e] azufre eiementai. E1 oxigeno moiecuiar no interviene durante
1a fotosintesis.

Las distintas suspensiones ceiuiares desarroiian dife
rentes coiores debido a ios pigmentos fotosintéticos.

VII.2.1.21. Rhodopóeudcmonaópaiubtiió

- Morfología

Tienen forma de bastón. E1 tamaño es variabie y depende
de 1a edad de] cuitivo y composición de] medio. La moviiidad se
realiza por medio de fiageios poiares o subpoiares.

- Reproducción

Se reproducen por brotación; 1a céiuia madre produce un
tubo deigado, cuya longitud es de 1,5-2 veces 1a céiula origina],
en e} extremo opuesto en e] qué está ubicado e] fiageio. La divl
sión asimétrica produce una céiuia hija ovoide. La formación de
rosetas y racimos, en los que se unen ias céiuias individuaies
entre si p0r sus poios fiageiados, es caracteristica de ios or
ganismos que se encuentran en cuitivos viejos.

- Coior

Los cuitivos iiquidos anaeróbicos son a1 principio rosa
pálido y su coior se va intensificando virando a1 rojo y marrón
rojizo a medida que envejecen. Los cultivos aeróbicos son inco



loros o rosados.

La producción de pigmentos depende de1 medio de creci
miento. Poseen bacteriocïcrofiïa a y carotenoides.

- Metabo1ismo

Son organismos fotoorganotróficos, aeróbicos facuïtati
vos, que pueden crecer anaeróbicamente a 1a luz o aeróbicamente
en oscuridad.

E1 crecimiento ocurre en un medio minera] adicionado de
sustratos orgánicos simpïes, bicarbonato y supïementado con p-a
minobenzoato como factor de crecimiento. E1 extracto de 1evadu
ra estimuïa e] desarroïïo de] cu1tivo. Crecen en un rango de
pH entre 5,5 - 8,5 y de temperatura entre 30 - 37 °C.

Los sustratos utilizados comofuente de carbono (fotoa
simiïados) o donores de eïectrones fotosintéticos son: a1coho
les, ácidos grasos, ácidos C4-dicarboxi1icos, aminoácidos, ben
zoato.

Comofuente de nigrógeno utiiizan saies de amonio,

Los materiaies de reserva están constituidos por poïisa
cáridos, po]i-5—hidroxibutirato.

VII.2.1.22. Rhodcpóeudomonaó¿phencidcó

- Morfología
Tienen forma esferica. En cuitivos jóvenes 1a moviii

dad es por medio de fiagaïos poïares.

- Margen! c C._1'_ón

La muitipïicación es por fisión binaria.

- Coior

Los cultivos íquidos anaeróbicos primero son claros,
luego marrón verdosc oscuro y finaïmente marrón oscuro. Los cul
tivos crecidos en presencia de aire son de coïor rojo. E1 coïor
marrón de ios cuïtivos anaeróbicos puede cambiar a rojo por agi
tación con aire; Ia ïuz estimula e1 cambio de coïor.



La mayoria de los cultivos producen un pigmento rojo a
zulado, soluble en agua, de tipo porfirina, que se difunde den
tro del medio de cultivo.

Poseen bacterioclorofila a y carotenoides incluyendo
spheroidene e hidroxi-spheroidene, que son transformados a los
correspondientes cetocarotenoides en condiciones-aeróbicas con
el cambio de color correspondiente.

- Metabolismo

Son fotoorganótrofos, aeróbicos facultativos, que pue
den crecer anaeróbicamente a la luz o aeróbicamente en la oscu
ridad. El crecimiento ocurre en un medio mineral con sustratos
orgánicos simples, bicarbonato y con el agregado de tiamina,
biotina y ácido nicotinico. Para un desarrollo óptimo se requig
re el agregado de extracto de levadura. El rango de pH óptimo
es 6,0 - 8,5 y la temperatura óptima 25 - 30 °C.

Los sustratos orgánicos fotoasimilables son: etanol,
fructosa, gluconato, glucosa, glicerol, manitol, manosa, sorbi
tol, tartrato, algunos intermediarios del ciclo de los ácidos
tricarboxilicos y ácidos grasos de cadena corta en bajas concen
traciones.

El hidrógeno molecular sirve como donor de electrones
para el crecimiento.

Noutilizan benzcato, propionato, tiosulfato y sulfuro.

Comofuente de nitrógeno usan sales de amonio y algunos
aminoácidos.

VII.3. MATRICES ARTIFICIALESEN EL ESTUDIO DE REACCIONES BIOQUI

MICAS

VII.3.l. Aspectos generales

La compleja maquinaria quimica de la célula viva está
dirigida por miles de enzimas diferentes, cada una de las cua
les cataliza reacciones químicas particulares.

Indudablemente, la célula no funciona como un simple re
ceptáculo de enzimas. Por el contrario, existen numerosas evi
dencias que indican que la gr mayoria de ln* enzimas intrace



1u1ares actúan en un medio circundante que podría asemejarse a
un ge], o bien adsorbidas en interfases o membranas, o formando
parte de ensambiamientos de tipo cuasi-sólido como parecen exis
tir en ias mitocondrias y otras organelas ce1u1ares. Además, 1a”
distribución arquitectónica de las enzimas dentro de 1a céiula,
debe ser extremadamente precisa ya que de lo contrario, ios sus
tratos sobre 105 cuaiau actúan cada una de e11as, asi como 105
productos de reacción y 1a inmensa variedad de sustancias que
podrianinhioir o modificar determinadas reacciones, se mezcïa
rian en forma caótica.

Hasta hace reïativamente poco tiempo, 1a mayoria de ios
estudios rea1izados sobre enzimas se efectuaban utiïizando ex
tractos más o menos purificados de ias mismas, en soiuciones a
cuosas diiuidas, es decir, en condiciones bastante diferentes
a ias existentes dentro de 1a cé1u1a. Probabiemente sólo 1as en
zimas extraceiuïares 11evan a cabo su función biológica en es
tas condiciones. Teniendo en cuenta estas consideraciones, los
enzimóiogos no podian asegurar si ias propiedades químicas y fi
sicas de ias enzimas, determinadas ¿n vitae, eran semejantes a
las que poseían esas mismas enzimas en 1a céiuia viva (Batlïe
y co], 1976).

Lo idea] seria estudiar las enzimas intraceluiares en
su ambiente natura] tratando de reconstruirio por ejempio, por
recombinación de ias enzimas aisiadas, con e1_medio circundante
con e] cua] están normaimente asociadas en ia célula. Sin embar
go, existen numerosas dificultades para trabajar de este modo.
Otra aiternativa, más práctica y sencilla, consiste en unir o a
sociar 1as enzimas aisiadas a matrices artificiaies mecánicamen
te estabies, taies comosoportes hidrofiiicos, hidrofóbicos o i
nertes.

Estos sistemas enzima-matriz, no sólo pueden servir co
momodeios vaiiosos para estudiar e} comportamiento de ias enzi
mas en condiciones más simiiares a las de su medio natura], sino
que también pueden empiearse comobiocataiizadores más eficien
tes con mayores apiicaciones prácticas.

Las ventajas que ofrece e1 empieo de enzimas inmoviliza
das son numerosas:

1) Frecuentemente se produce un aumento en ia estabi1idad de 1a
enzima.



2) El sistema enzimamsoporte puede separarae fácilmente de la
solución, evitándose la contaminación entre la mezcla de
reacción y la preparación enzimática.

3) Debido a la estabilidad de la enzima inmovilizada, es posi
ble usar una misma preparación repetidas veces. De esta for«
ma, pueden llevarse a cabo muchas más determinaciones que
las que podrian realizarse con la misma cantidad de enzima
en solución.

4) Es posible obtener ciertos reactivos inestables, empleando
enzimas inmovilizadas. Sin embargo, esta alternativa no ha
sido aún explotada convenientemente.

Para insolublizar una proteina se deben teneren cuenta
dos puntos importantes: la recuperación de la actividad catali
tica y la estabilidad de la preparación. Generalmente parte de
la actividad enzimática se pierde durante el proceso de inmovi
lización. Esto está relacionado principalmente con factores ta
les como el grado de modificación que sufre la proteina y las
interacciones entre la enzima y la matriz.

Es dificil determinar la estabilidad de una preparación,
esta propiedad puede verse aumentada o disminuida según el caso.
Se puede hablar de estabilidad térmica, operacional y por esta
cionamiento.

La estabilidad térmica refleja la capacidad del sistema
enzima-soporte para resistir temperaturas elevadas. Si la esta
bilidad térmica es mayor, la enzima puede usarse a temperaturas
altas con un grado de eficiencia significativo.

La estabilidad frente al estacionamiento consiste simple
mente en la capacidad de la preparación para retener su activi
dad bajo condiciones especificas de almacenamiento.

La estabilidad operacional no es sólo función de la en
zima sino también de la durabilidad del carrier, concentración
de inhibidores, etc.

Entre las matrices artificiales que se han empleado con
éxito se encuentran los geles de dextrano (o Sephadex),de agarg
sa (Sepharosa o Biogel A), los polímeros de acrilico (o Biogel),
poliaminoácidos, varias clases de celulosa y aún papel de fil
tro y vidrio o lana de vidrio.



La técnica de insoiubiiización de proteinas sobre sopo:
tes sóiidos ha sido apiicada a numerosas proteinas con diferen
tes resuitados. Svenson y Anderson (1977) inmoviiizaron rodena
sa de higado bovino sobre agarosa y vidrio, logrando retener un
30%de su actividad inicia]; ios mismos autores reportaron ma
yor rendimiento y estabiiidad cuando e] sistema enzimático se
conservaba en presencia de Na25203 1 mM.

VII.3.1.1. Condiciones para ei acop1e

Es importante 1a retención de 1a conformación activa de
1a proteina después de] procedimiento de acople covaiente.

La conformación nativa de una proteina está determinada
por su secuencia de aminácidos. Las uniones involucradas en e]
mantenimiento de ias estructuras secundarias, terciarias y cua
ternarias, excepto ias uniones disuifuro, son de] tipo no-cova
1ente. Estas interacciones no-covaientes son uniones puente de
hidrógeno y saiinas e interacciones hidrofóbicas; cada una de
e11as en forma individuai son reiativamente iábiies pero 1a su
ma de un gran número de estas uniones débiies es lo que confie
re estabiïidad a 1a estructura fina] de 1a proteina.

La reactividad de un cierto grupo en 1a proteina depen
de de su iocaiización y de] entorno en e] cua] ios residuos de
Ios aminoácidos están iocalizados. Los residuos aminoacidicos
de] sitio activo tienen propiedades y reactividades eSpeciaies;
por 10 tanto estos grupos serian 105 primeros en reaccionar con
e] soporte obteniéndose una proteina inmovilizada inactiva. Si
e] sitio activo está en 1a superficie de 1a proteina 1a posibi
1idad de reacción dependeria de 1a re1ación entre e] área y e]
sitio activo comparada con e] área de 1a superficie proteica tg
ta]. Debido a que 1a reacciónch acopie normaimente es fuerte,
cuaiquier grupo reactivo sobre 1a proteina que interacciona con
1a matriz activada puede acopiarse,y en consecuencia, e] sitio
activo no estaria especiaimente favorecido. Los sitios activos
de ias enzimas están generaimente en 1a parte recesiva o inter
na de 1a estructura proteica. La entrada en e] sitio activo de
pende de 1a medida, estereoquimica y carga caracteristicas del
sustrato reactivo. En e] caso de un grupo activo inmoviïizado
sobre un soporte sólido, 1a geometria de 1a situación puede ser
un factor importante para que e] sitio activo soporte e] proce



dimiento de acople.

Es posible que en aquellos casos en los cuales la modi
ficación del sitio activo cause pérdida de actividad durante la
inmovilización, el agregado de un sustrato o un inhibidor compg
titivo a la mezcla de acople proteja al sitio activo de la enzi
ma de la pérdida de actividad (Srere y Uyeda, 1976).

VII.3.l.ll. Reacciones especificas de acople. Activación de
sepharosa con Bromocianógeno

El método más utilizado para el acople de proteinas a
soportes es el de Axén y col (l967). Se basa en la activación
de un polisacárido (Sepharosa) con bromuro de cianógeno,formán
dose un imidocarbonato de la Sepharosa (Reacción l).

OH 0 \\\
+ CNBr ————+ C=NH

OH 0/

Reacción l

La Sepharosa asi activada se acopla luego con un grupo
amino de la proteina para producir el derivado inmovilizado
(Reacción 2).

_'OI-0 -0-C-NH-E

C=NH + E-NH2 ————‘

-0 -0H

Reacción 2

El acople de la proteina ocurre principalmente a través
de los grupos e-NH2de la lisina y del grupo a-NH2 del aminoácido
N-terminal

La reacción se lleva a cabo en solución acuosa alcalina
o en una mezcla de agua y solventes orgánicos. La hidrólisis del
reactivo, haluro de cianógeno, que ocurre comoreacción lateral,
es inevitable aunque puede minimizarse manteniendo las condicig
nes óptimas para la formación del imido-carbonato. A temperatu
ras por debajo de la ambiente se debe trabajar en un intervalo



de pH entre ll - 12,5.

En la mayoria de los casos, existe un consumo de iones
hidroxilo durante la reacción, con una concomitante disminu
ción en el pH. Asi para que el pH de reacción se mantenga debe
adicionarse álcali constantemente o usar buffers fuertes.

Duante el acople de la enzima al soporte activado ocu
rren las siguientes reacciones (Axén y Ernback, l97l) (Reac
ción 3):

0\\\
o ///C=N-R
\\\ _ r0

o O-CQéo

+ NHZ-R miel-01 __.N_R IOHo /
II //
l ¡NH-R/
H - \

‘NH

OH

Reacción 3

Para que dichas reacciones se lleven a cabo, la amina
debe estar desprotonada; esto sugiere que la reacción con la
proteina ocurre a una velocidad óptima en un intervalo de pH
entre 9 y lO.

Las propiedades del producto final obtenido son función
de las condiciones del proceso de acople y de los reordenamien
tos que tienen lugar durante el almacenamiento de la prepara
ción. Algunos derivados son muy estables y otros no. La forma
ción de uniones múltiples entre la enzima y la matriz, incremen
ta notablemente la estabilidad ya que la posiblidad de ruptura
de varias uniones, es mucho menor que la de una unión simple.
Este argumento apoya el usr de geles imidocarbonato, altamente
sustituidos.

Sin embargo, un gel de este tipo podria producir enzimas
inmovilizadas de baja actividad.Deben elegirse las condiciones
más favorables en lo que respecta a ambos factores, la estabili
dad y la reactividad de la enzima a ser acoplada.
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I. MATERIALES Y METODOS

I.l. EOUIPOS UTILIZADOS

Las centrifugaciones refrigeradas se efectuaron en una
centrífuga SORVALLRC-SBy las que no requerían refrigeración
fueron realizadas en una centrífuga ROLCOmodelo CM-36. Para
las ultracentrifugaciones se utilizó un equipo SORVALLOTD65 B.

Las determinaciones eSpectrofotométricas se llevaron a
cabo en espectrofotómetros Beckman modelo DBo Metrolab RC
325 BD.

Para la sonicación del tejido se empleó un equipo Soni
fier Cell Disruptor MSEModelo w l85 D.

Los homogenatos se prepararon usando un Potter Elvehjem
con émbolo de teflón.

Las fracciones enzimáticas se concentraron en un equipo
Amicon empleando una celda modelo 52 y membranas PM l0.

I.2..REACTIVOS

La mayOría de los reactivos empleados fueron obtenidos
de Merck, Difco o Sigma Chem. Co.

Se utilizaron además, geles de Sephadex y Sepharosa pro
venientes de Pharmacia Fine Chemicals Uppsala, Suecia.

1.3. FUENTES ENZIMATICAS

I.3.l. Callos de Soxa

I.3.l.l. Obtencióndel tejido

Las semillas de soya se sumergieron durante 15 minutos
en una solución de HgC120,l%; luego de enjuagarlas con agua des
tilada estéril se sembraron en un medio que contenía sales de
Ca, Mg, Mn, Zn; vitaminas; glicina; sacarosa; EDTAferroso y
agar Bacto (Miller, l963).



Se dejaron crecer en oscuridad a 27 °C hasta su germina
ción y 10s cotiiedones se repicaron a nuevos erienmeyers con e]
medio de Miiier completo, es decir, adicionado de cinetina e in
doiacético, compuestos fundamentaies para ei desarroiio de] te
jido meristemático.

Los erienmeyers conteniendo ios cotiiedones se incuba
ron en ias condiciones antes descriptas hasta 1a aparición de
ios caiios. Estos se repicaron periódicamente cada 14 dias.

I.3.1.2. Cepas empieadas

En ias experiencias reaiizadasse empiearon dos cepas:

- Cepa nueva: obtenida según e] procedimiento descripto en e]
item anterior, repicada 34-36 veces.

- Cepa vieja: Este cuitivo fue provisto por e] Dr. Maroders de]
INTA(Casteiar) en 1965 y se ie habian realizado entre 405 y
407 subcuitivos.

1.3.1.3. Extracción de 1a proteina enzimática

Todas ias operaciones se reaïizaron a 4 °C.

Los homogenatos se prepararon en un Potter Eivehjem, con
buffer Tris-C1H 0,05 MpH 9,0 en 1a reiación 1:2 (g de tejido
húmedo/volumen).

Los extractos enzimáticos se centrifugaron inmediatameg
te a 6.000 x g durante 10 minutos. E1 sobrenadante obtenido se
utiiizó para ias determinaciones de actividad enzimática.



I.3.2. Bacterias fotosintéticas

I.3.2.1. RhodopóeudomonaspaluóthLó

1.3.2.11. Cepa emp1eada

Se uti1izó una cepa sa1vaje perteneciente a 1a co1ección
de 1a cátedra de Microbio1ogia e Inmuno1ogia (FCE y N - UBA).

1.3.2.12. Cu1tivo y crecimiento

Las bacterias se hicieron crecer en e1 medio de Cohen-Ba
zire y co1 (1957), modificado por 1a adición de peptona y ex
tracto de 1evadura. Dicho medio se prepara a partir de 1as si
guientes so1uciones:

- So1ución 1: Buffer fosfato de potasio 0,5 M pH 6,8

- So1ución 2: Acido D-L-má1ico 134,00 g
Acido L(+)-g1utámico 50,00 g
Acetato de sodio 50,00 g
C1oruro de amonio 50,00 g

Se ajusta e1 pH a 6,8 con Na0H (1entejas) y se 11eva a un'vg_
1umen fina1 de 1 1itro con agua desti1ada.

- So1ución 3: EDTAdisódico.2 H20 12,80 g
Su1fato de magnesio 14,50 g
C1oruro de ca1cio.2 H20 3,67 g
Mo1ibdato de amonio. 4 HZO 9,30 m9
Su1fato ferroso.7 H20 99,00 mg
Acido nicotinico 50,00 mg
C1orhidrato de tiamina 25,00 mg
Biotina 1,00 mg
Meta] "44" 50,00 m1

En primer 1ugar se disue1ve e1EDTA-dis6dicoyse ajusta e1 pH
a 6,8 con NaOH10 H. La so1ución fina1 de toda 1a mezc1a se

11eva a un vo1umen de 1 1itro con agua desti1ada, contro1ándg
se e] pH
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- Meta] "441: EDTAdisódicc.2 H20 2,900 g
Su1fato de zinc.7 H20 10,950 g (2,5 g Zn)
Sulfato ferroso.7 HZO 5,000 g (1 g Fe)
Su1fato de manganeso. H20 1,540 g (500 mg Mn)
Su1fato de cobre.5 H20 0,392 g (100 mg Cu)
Nitrato de coba1to.6 H20 0,248 g (50 mg Co)
Borax.10 H20 0,177 g (2 mg B)

Se agregan unas gotas de ácido sulfúrico para retardar 1a pre
cipitación y se 11eva a 1 1itro con agua desti1ada.

Para preparar un 1itro de medio se mezc1an 1as so1ucio
nes en 1a siguiente re1ación:

- 40 m1 So1ución 1

- 20 m1 So1ución 2

- 20 m1 So1ución 3

y se agrega 1 g de peptona y 1 g de extracto de 1evadura, con
tro1ándose e1 pH fina].

Se esteri1iza en autoc1ave a 1,5 atm durante 15 minu
tos. En este tratamiento sue1e formarse un precipitado conside
rab1e, que se redisue1ve a1 enfriarse e1 medio.

Para e1 mantenimiento de 1a cepa se uti1izaron cé1u1as
crecidas a 1a 1uz sembradas por punción en tubos de agar (1%),
conteniendo extracto de 1evadura (1 %).

E1 crecimiento en medio 1iquido se efectuó en tubos de
30 m1, a partir de punciones de] só1ido, 1os cua1es se transfie
ren 1uego a er1enmeyers de 125 m1. De esta forma se obtiene una
cantidad suficiente de inócu1o para repicar a er1enmeyers de un
1itro. E1 desarro11o se rea1izó a 30 °C durante aproximadamente
72 horas, en semianaerobiosis y bajo una intensidad 1uminosa de
900 ftc.

Las cé1u1as se cosecharon por centrifugación a 12.000 x
durante 10 minutos y se 1avaron una vez con buffer fosfato de
sodio 0,05 M pH 7,4,a1macenándose1as a - 20 °C hasta e] momento
de su uso.



1.3.2.13. Extracción de 1a proteina enzimática

E] tejido cosechado y lavado se resuspendió en buffer
fosfato de sodio 0,05 MpH 7,4 hasta obtener una suspensión cg
yo peso seco fuese aproximadamente 60 mg/m] determinado por su
absorbancia a 680 nm de acuerdo a 1a siguiente ecuación:

peso seco (mg/m1) = 0,66 x A680 nm x diiución

En condiciones standard 1a suspensión se sonicó durante
30 segundos a 8 micrones en voïümenes de 5-6 m1, diiuyéndose
posteriormente 3 veces con e] mismobuffer. La fracción obteni
da se denominó extracto crudo.(EC).

Por centrifugación de] EC 25.000 x g durante 30 minu
tos se separaron 1as fracciones sobrenadante (S) y pe11et (P).
En ias determinaciones requeridas e] pe11et se resuspendió en
un voiumen de buffer igual a1 de] sobrenadante.

1.3.2.2. Rhodopócudomonaa¿phcnoideó

1.3.2.21. Cepa empieada

Se utiiizó una cepa salvaje (N.C.I.B. 8253) cedida por
e] profesor A. Neuberger dei Charing Cross Hospita] Medica]
Schooi de Londres, Ingiaterra.

1.3.2.22. Cuitivo y crecimiento

Las bacterias se hicieron crecer en e] medio S de Lascg
11es (1956). Dicho medio se prepara a partir de ias siguientes
soiuciones:

- Solución 1: L-giutamato de sodio. H20 77,20 g
Acido D-L málico 55,20 g
Fosfato monobásico de potasio 10,00 g
Fosfato dibásico de potasio 10,00 g
Fosfato dibásico de amonio 16,00 g
Suifato de magnesio.7 HZO 4,00 g
Cioruro de ca]cio.6 HZO 0,80 g
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Se disuelve en agua destilada y se ajusta el pH a 6,8 con
NaOH lO M. Luego se agrega:

Sulfato amónico ferroso 0,08 g
Cloruro de manganeso 0,02 g

Se lleva a l litro con agua destilada. Se conserva a - 20 °C.

- Solución 2: Acido nicotinico/tiamina 2 mg/ml H20 (d)

- Solución 3: Biotina 0,l mg/ml H20 (d)

Para preparar l litro de medio se mezclan las soluciones
en la siguiente relación:

- 50 ml Solución l

- 0,5 ml Solución 2

- 0,l ml Solución 3

Se esteriliza con vapor a 1,5 atm durante 15 minutos.

Para el mantenimiento de la cepa se utilizaron células
crecidas a la luz sembradas por punción en tubos de agar (l%)
y extracto de levadura (1%).

El crecimiento en medio liquido,a partir de punciones
del sólido, se efectuó en tubos conteniendo 15 ml; éstos se
transfirieron luego a erlenmeyers de 250 ml con aproximadamente
lOO ml de medio. De esta forma se continuó el repique del inócu
lo a erlenmeyers con mayor cantidad de medio. El desarrollo se
realizó a 30 °C durante aproximadamente 72 horas, en semianae
robiosis y bajo una intensidad luminosa de 900 ftc.

Las células se cosecharon por centrifugación a l2.000 x g
durante lO minutos y se lavaron dos veces con buffer Tris-ClH
0,05 H pH 7,4;se almacenaron a- 20 °C hasta el momento de su
uso.



I.3.2.23. Extracción de la proteina enzimática

El tejido cosechado y lavado se resuspendió en buffer
Tris-ClH 0,05 MpH 7,4 hasta obtener una suspensión cuyo peso
seco fuese aproximadamente 50 mq/ml determinado por su absor
bancia a 680 nm de acuerdo a la siguiente ecuación:

peso seco (mg/ml) = 0,5 x A680 nm x dil.

La suspensión se sonicó durante 3 minutos a l4 micrones
en volúmenes de 5 - 6 ml diluyéndose posteriormente 3 veces en
el mismo buffer con el agregado de B-mercaptoetanol 0,0l M. La
fracción obtenida,denominada extracto crudo.se centrifugó a
25.000 x g durante 20 minutos. Se separaron las fracciones so
brenadante (S) y pellet (P). El sobrenadante se utilizó como
fuente enzimática.

1.3.3. Eritrocitos

Se emplearon glóbulos rojos de:

a) Conejos: Se utilizaron conejos normales e intoxicados por
plomo. El metal se administró en el agua de bebida provista
"ad-libitum", en una concentración de 500 mg de acetato de
plomo por litro de agua, durante una semana. En el momento
del sacrificio, a cada animal se le inyectó 3 ml de heparina
(100 mg/S ml de solución fisiológica) en la vena de la oreja.
Los animales anestesiados con pentobarbital sódico (adminis
tración i.p., dosis 40 mg/kg de peso) se desangraron. La san
gre se recogió en tubos heparinizados (0,l ml de heparina;
12,5 mg/ml de solución fisiológica, por cada lO ml de san
gre); se centrifugó a 6.000 x g, se descartó el plasma, y
los glóbulos rojos (GR) se lavaron con solución fisiológica.

b
V Humanos: Se utilizó sangre obtenida por punción venosa de da

dores voluntarios normales del HOSpital Ramos Mejia o de pa
cientes porfiricos que asistían al CIPYP.
La sangre se recogió sobre heparina (O,l ml de heparina,
l2,5 mg/ml de solución fisiológiCa, por cada l0 ml de sangre)
se centrifugó a 6.000 x g, se descartó el plasma, y los glóbu
los rojos (GR) se lavaron con solución fisiológica. Los eri



trocitos se iisaron por congeiamiento y descongeiamiento
tres veces y se diluyeron 1:15 (excepto se indique 10 con
trario) en buffer Tris C1H0,53 M pH 7,4.

1.4. ENZIMAS UTILIZADAS. PREPARACION

1.4.1. ALA-S

Se purificó a partir de Rp. ¿phenoideó, según ei método
de Fanica-Gaignier y C1ément-Metra1 (1971) con algunas modifi
caciones.

E1 sobrenadante obtenido 1uego de 1a centrifugación a
25.000 x g, se uitracentrifugó 90 minutos a 254.000 x g. La
fracción sobrenadante se sometió a una precipitación con suifa
to de amonio entre 25-40% de saturación. E1 pe11et se resuspen
dió en buffer Tris-CiH 0,05 M pH 7,4 + B-mercaptoetano] 0,01 M
y se diaiizó contra buffer fosfato de potasio 0,05 MpH 7,4 +
B-mercaptoetan01 0,01 H.

1.4.2. ALA-p

Se purificóa partir de eritrocitos de conejos: norma] e
intoxicado por piomo.

La hemogiobina se eiiminó utiiizando 1a técnica de
Scott (1976) con ias modificaciones indicadas y e] ALA-Dse puri
ficó por e] método de Bustos y co] (1980).Los gïóbuïos rojos
1avados dos veces con soiución isotónica de cioruro de sodio,
se 11evaron a pH 8,0 con hidróxido de amonio concentrado. Luego
se añadió una mezcia fria (- 20 °C) de n-butano] y ciorvformo
(120,4 v/v) en 1a reiación de 0,2 voiümenes de mezcïa po cada
voïumen de GR, con agitación mecánica vigorosa, a 4-6 °C en un
lapso de 15 minutos. La mezcia resuïtante se dejó 60 minutos en
baño de agua a 20 °C y 1uego se centrifugó a 24.000 x g durante
20 minutos. E1 sobrenadante se diaïizó durante 18 - 20 horas
contra buffer fosfato de sodio 0,01 MpH 6,8 (1:200 v/v).

Este procedimiento elimina 1a hemoglobina y produce una
preparación de ALA-Dpurificada 24 veces.

E1 sobrenadante diaiizado se fraccionó con suifato de g



monio uti1izándose 1a fracción 30-55%de saturación, disueita
en e] minimo voiumen de buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 6,8.

1.4.3. Máiico-deshidrogenasa

La enzima se adquirió en Sigma Chem. Co. en forma de

suspensión cristaiina en soiución de (NHH)ZSOQ2,8 M-KZHPOH0,005 M
pH 7,5.

1.4.4. Rodenasa

La purificación de esta enzima a partir de Rp. pazuótnió
y de eritrocitos humanosse describe en ios Capituïos II y III
de 1a sección Resultados y Discusión.

1.5. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

1.5.1. Succinii-CoA-S

Se determinó de acuerdo a1 método de Nider de Xifra y
Tigier (1971).

- Sistema de incubación: La mezcïa de reacción contenía ios si
guientes reactivos en un volumen fina] de 2 m1: 200 umoies
de succinato de sodio 10 umoies de ATP (en buffer Tris-CIH
0,05 H pH 7,5); 10 umoles de MgCiz; 0,1 mg de CoASH; 20 umoies
de giutatión; 100 umoies de buffer Tris-CIH pH 9,0; 960 umoies
de NHZOHy 0,5 m1 de soiución enzimática.

Se incubó durante 60 minutos a 37 °C, aeróbicamente con agita
ción mecánica y en oscuridad.

Sistema de medición: La reacción se detuvo por e] agregado de
1 m1 de una mezcia que contenía: FeC13 5% en CIH 0,1 M; 01H
3 N y TCA25% en 1a reiación 1:1:1 en voiumen. Se centrifugó
a 6;000 x g durante 10 minutos y se midió la absorbancia a
540 nm. Los nmoies de producto se calcuiaron de 1a curva de
calibración realizada con anhidrido succinico, hidroxiiamina
y reactivo férrico.
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ALA-S

Se determinó de acuerdo a1 método de Hider de Xifra y
(1971).

- Sistema de incubación:

En

Si

Para 1a medición de actividad en caiios de soya,1a mezcla
de reacción contenía en un voiumen fina] de 1 m1: 50 umoies
de succinato de sodio; 5 umoiesde ATP; 13 umoles de M9012;
0,060 umoïes de CoASH; 5 umoies de giutatión; 25 umoies de
buffer Tris-CIH pH 7,2; 50 umoies de giicina; 0,04 umoies
de PyP; 0,5 mg de succini] CoA-S purificada de 1a misma fuen
te y cantidad apropiada de extracto enzimático.

Para 1a medición de actividad en Rp. aphenoidea,1a mezcia
de reacción contenía en un voiumen fina] de 1 m1: 50 umoies
de succinato de sodio; 5 umoies de ATP; 6 umoies de M9012;
0,06 umoies de CoASH; 25 umoies de buffer Tris-CiH pH 7,4;
50 umoies de giicina; 0,04 umoies de PyP; 0,05 m1 de una
suspensión de Suc. CoA-S purificada de 1a misma fuente y e;
tracto enzimático.

Para 1a medición de actividad en sangre , 1a mezcla de reag
50 umoies de

succinato de sodio; 6 umoïes de ATP; 6 umoies de M9012;
0,06 moies de CoASH; 3 umolesde giutation; 25 umoies de
Tris-CIH pH 7,4; 50 umoies de giicina; 0,04 umoies de PyP;
2 umoles de EDTA; 0,05 m1 de una preparación de Suc.CoA-S
(purificada a partir de Rp. óthñoLdQA, actividad:
43,8 moles/h x m1 enzima) y 0,5 m1 de hemoiizados.

ción contenía en un voiumen fina] de 1 m1:

todos ios casos se incubó 60 minutos a 37 °C.

stema de medición: La reacción se detuvo por e] agregado de
1 m1 de TCA 10%. Se centrifugó a 6.000 x g durante 10 minutos.
La

de
te
se
le
se

concentración de ALAformado se determinó según e] método
Mauzerali y Granick (1956). A una aiícuota de] sobrenadan
se 1e adicionó acetii-acetona y ia mezcia resuitante
condensó a 100 °C durante 10 minutos. A] pirro] formado se
agregó igua] voiumen de] reactivo de Ehrlich modificado y
1eyó 1a absorbanciaa 555 nm entre 8 y 15 minutos después de]



agregado de] reactivo. n .
La cantidad de ALAformado se caiculó utiiizando 1a Sigu1ente
ecuación:

A553 x 103 x 4,15 x 2

nmoies ALA/m1 enz. - ' 1e x vo enz

donde: A553 = Absorbancia a 553 nm
4,15 m1 = voiumen fina] 1uego de] agregado de] Ehriich
2 m1 = voiumen deSpués de desproteinizar
e = 7,2 x 106 (coeficiente de extinción molar)
Vo].enz. = Voiumen de extracto enzimático incubado

1.5.3. ALA-D

- Sistema de incubación y medición

Para 1a medición de actividad en caiios de semiiïa de soya
se utiiizó e] método de Tigier y co] (1970). La mezcia de
reacción contenía en un voïumen fina] de 2,5 m1: 5 umoies
de ALA, 200 umoies de buffer Tris-CiH pH 8,8 y 1 m1 de sg
lución enzimática. '
Se incubó en oscuridad, con agitación constante durante 60
minutos a 37 °C en anaerobiosis. La reacción se detuvo por
e] agregado de 0,5 m1 de TCA 25%. Se centrifugó a 6.000 x g
durante 10 minutos.

Cuando se midió 1a actividad enzimática en gióbuios rojos,
se utiiizó e] método de Bat11e y co] (1967).
E1 sistema de incubación contenía: 5 pmoles de ALA,100 umo
les de buffer fosfato de sodio pH 6,8 y extracto enzimático.
Luego de 1 hora de incubación a 37 °C en aerobiosis, 1a
reacción se detuvo por e] agregado de 0,2 m1 de TCA 50 %.
Se centrifugó 10 minutos a 6.000 x g.

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



A555 x V01. inc. x 105
1 s PBG m1 enz. =

"mo e / e x PMx Vo].enz.

donde: A555 = Absorbancia a 555 nm
V01. inc. = Vo1umen fina] de incubación
e = 113,6 (absorción de una solución de PBGde concen

tración de 1 mg/mi)
PM = 226

V01. enz. = Volumen de enzima incubado

1.5.4. Máiico-Deshidrogenasa

La actividad se determinó de acuerdo a1 método de Kun
y co] (1963).

- Sistema de incubación y medición: La mezc1a de reacción conte
nia en un voiumen fina] de 3 m1: 300 umoïes de buffer fosfato
de potasio pH 7,4; 0,2 umoïes de oxaïacético; 0,1 m1 de NADH
(3,5 mg/m1) y extracto enzimática. E1 pH de 1a mezcia buffer
oxa1acético se mantuvo entre 7,3-7,6. Dicha mezc1a se incubó
10 minutos a 25 °C. Luego se agregó NADHy se midióia absor
bancia inicia] a 340 nm. Se agregó 1a enzima y se siguióei
curso de 1a-reacción a 340 nm.
Los nmoles de producto formado se calcuiarcnde acuerdocon 1a
siguiente ecuación:

A340 3A x V01. inc. x 10
nmoies máiico/mi enz.=

e x V01. enz.

donde:A A340 = variación entre 1a absorbancia inicia] y fina]
a 340 nm.

Vo]. inc. = Voiumen fina] de incubación

e = 6.300 (coeficiente de extinción moïar)

Vo]. enz. = Volumen de enzima incubado



I .5.5. Rodenasa

E1 método utiiizado se basa en e] descripto por sorbo
(1957).

Sistema de incubación: La mezcla de reacción contenía en un
voiumen fina] de 2 m1: 100 umoïes de Na25203; 100 pmoies de
buffer Tris-C]H pH 8,7; 100 pmoies de una soïución que contig
ne 0,4 moies de HC] por mo] de NaCNy 1a cantidad de enzima
correspondiente en cada caso.
La reacción se inició por e] agregadode NaCN, incubándose a
37 °C durante 30 minutos (excepto que se eSpecifiquen otras
condiciones).

Sistema de medición: La reacción se detuvo por e] agregado de
0,2 m1 de formo] 38% y 1 m1 de reactivo férrico (10 g de
Fe(H03)3.9 H20 + 20 m1 de HN03(c), Iievados a 100 m1 con agua
destilada). Se centrifugó a 6.000 x g durante 10 minutos y se
Ieyó 1a absorbancia en e] sobrenadante a 460 nm.
Cuando se trabajó con 1a enzima inmoviiiZada, se centrifugó
1a mezcia de reacción a 4 °C para decantar e] ge] y a1 sobre
nadante se le agregó e] formo] y reactivo férrico.
Los vaiores de tiocianato formado se obtuvieron de curvas de
caiibración reaiizadas con NaSCN1 mM(Figura 1.1.).

.5.6. Cistationasa

E1 método utiïizado se basa en e] descripto por Fiavin
Sïaughter (1964).

Sistema de incubación: La mezcla de incubación contenía ios
siguientes reactivos en un voïumen finai de 1 mi: 0,2 umoies
de cistina; 0,1 umoïes de PyP; 50 pmoïes de buffer Tris-CiH
pH 8,5 y 0,5 m1 de solución enzimática.
Se incubó durante 1 hora a 37 °C, en aerobiosis y con agita
ción mecánica.

Sistema de medición: La reacción se detuvo por e] agregado de
0,15 m1 de TCA25%, centrifugándose luego a 6.000 x g durante
10 minutos.



A una alícuota de] sobrenadante (Ilevado a pH 7,3) se Ie agrg
garon ios siguientes reactivos en un volumen fina] de 3 mi:
300 umoies buffer fosfato pH 7,5 y 0,50 umoies de NADH.La
mezcla se iievó a 37 °C en baño de incubación; se agregó
0,01 m1 de láctico deshidrogenasa (adquirida en Manhein-Bohe
ringer, suspensión en sulfato de amonio) y se midió inmediata
mente 1a disminución de 1a absorbancia a 340 nm en 90 segundos
o hasta valor constante, determinándose por este método los
nmoies de NADHconsumidos.

La cantidad de producto formado se obtuvo de una curva de ca
iibración realizada con cantidades conocidas de ácido pirüvi
co.
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FIGURA1.1.: Curva de caiibración utiiizada para determinar laactividad de rodenasa. La recta obtenida reïaciona
los vaiores de absorbancia obtenidos a 460 nm con
1a cantidad de nmoies de NaSCNde 1a solución stan
dard preparada. _
(0) di] 1:3
(0) di] 1:5
(A) di] 1510



1.6. UNIDADES ENZIMATICAS

Se define como 1a cantidad de enzima que cataiiza 1a
formación de 1 nmo] de producto en ias condiciones standard de
incubación. La actividad especifica se define comoe] número
de unidades por mg de proteina.

1.7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA

1.7.1. Método de Lowrx

Se empieó 1a metodoiogia de Lowry y co1 (1951) según 1a
cua] a 0,4 m1 de una diiucion apropiada de 1a proteina enzimáti
ca se le agregaron 2 m1 de una solución de NaZCO3 2% en
NaOH0,1 N:CuSOu.5 H20 0,5% en tartrato de sodio y potasio 1%
(20:0,4 v/v). Se mezció y se dejó reaccionar a temperatura am
biente 10 minutos. Se agregaron 0,2 m1 de] reactivo de Folin-Ci
coiteau, se agitó y se dejó desarroliar e] color azul caracte
rístico dei compiejo formado. Después de 30 minutos se 1eyó 1a
absorbancia a 660 nm, ca1cu1ándose 1a cantidad de proteina deia
curva de caiibración correspondiente. En e] caso en e] cua] 1a
solución proteica poseia Na25203, 1a curva de caïibración co
rreSpondiente se reaïizó disolviendo 1a proteina standard en
buffer que contenia dicho reactivo.

1.7.].1. Método de Lowrx modificado

Para determinar 1a cantidad de proteinas insoïubïes, 1a
técnica de Lowry se modificó de 1a siguiente manera: 0,1 m1 de]
extracto proteico se coiocó en un tubo y se secó a1 vacio en un
recipiente conteniendo una atmósfera deshidratada constituida
por H250H(c) (30 m1) y un tubo Pyrex con ientejas de NaOH. E1
recipiente se sumergió en un baño de agua a 80 °C. Los vapores
ácidos se neutraiizaron colocando un intermediario con 1entejas
de NaOH.

La proteina seca se resuspendió en Na0H0,6 M, y se ca
1ent6 en baño de agua a 40-50 °C durante 30 minutos.

Se mezciaron 0,4 m1 de una di1ución apropiada de esta
soiución proteica con 2 m1 de una mezcia de composición simiiar



a 1a descripta en ei item anterior, pero sin NaOHy se procedio
a continuación según el método origina] de Lowry.

1.7.2. Determinación de proteinas por absorción a1 U.V.

Se utiiizó ei método de Narburg y Christian (1941) ba
sado en ia absorción de ias proteinas a 280 nm.

La interferencia debido a 105 ácidos nucieicos se consi
dera midiendo 1a absorbancia a 260 nm.

Este método se empieó sólamente para obtener en forma
rápida ios perfiies de eiución proteica en ios casos de cromatg
grafía en coiumna. La cantidad de proteina se ca1culó utiiizando
la siguiente expresión:

mg/mi = (1,45 A280 "m - o,-74 A260 nm) x di].

1.8. DETERMINACION DE AZUFRE LABIL

Se determinó de acuerdo a una modificación de] método
de Kbh (1965).

A 100 ui de extracto se ie agregó 100 ui de NH3 1 M,
125 u] de KCN_O,1 M y 1 m1 de agua destiiada. Se dejó 45 minu
tos a temperatura ambiente. Transcurrido este lapso se agrega
ron 125 ui de reactivo férrico y se ieyó 1a absorbancia a 460 nm
contra bianco de agua. Se reaiizó un controi a1 que se le aña
dió e1 KCNdespués de] reactivo férrico.

La cantidad de suifocianuro formado se obtuvo de una
curva de caiibración.

1.9. _DETERMINACION DE PESOS MOLECULARES

La fiitración por geies es un método rápido y simpie pa
ra determinar ei peso moiecuiar (PH) de distintas proteinas.

Para e] armado de ias coiumnas asi como para e] trata
miento previo de 10s geles se siguió 1a técnica descripta por
Batiie (1968). Se empiearon geies de Dextrano (Sephadox), esti



mándose e] PMsegún 1a metodoïogia de Andrews (1964, 1965).

En e] caso de Sephadex 6-100, se empieó una coiumna de
2,8 cm de diámetro x 50 cm de iargo, con un v01umen de ge] de
205 m1, eiuyéndose con buffer Tris-CIH 0,05 M pH 7,4 con un f1!
jo de 40 mi/h.

1.10. INMOVILIZACION DE RODENASA

1.10.1. Activación de] ge]

La activación de Ios geies de agarosa se rea1izó según
ei método descripto por Cuatrecasas (1970): 10 m1 de Sepharosa 4B
decantada se mezc1ar0n con igual volumen de agua fria coiocán
dose e] recipiente en baño de hieio y sa]. A 1a suspensión de
Sepharosa se ie añadiócon agitación constante bromuro de cianó
geno (aproximadamente 200 mg/m] de sepharOSa decantada) disuel
to en un minimo voiumen de agua fria. E1 pH se mantuvo
airededor de 11 ; 0,3 a io 1argo de 1a reacción, mediante e] a
gregado de OHNa5 M. La reacción se compietó dentro de Ios
8.- 10 minutos.

La Sepharosa activada se voicó sobre un buchner frio
y se 1avó con 20 voiümenes de buffer borato de sodio 0,01 M
pH 8,5 aplicando vacio suave y evitando que e1 ge] se secara
Esta operación se reaiiió en un 1apso de 2 a 5 minutos.

El ge] activado y ïavado se centrifugó y se resuspendió
en buffer borato de sodio 0,1 M pH 8,5 a su voiumen origina].

1.10.2. Preparación de rodenasa insoiubiiizada

Se uti1izó como fuente enzimática una fracción de Rp.
paluótnió, purificada 24veces, según se detaiia en e] Capituio
II de 1a sección Resuitados y Discusión. Dicha fracción enzimá
tica se concentró hasta obtener una concentración de 2 mg de
proteina/m1, utiiizando un Amicon a una presión de 2 atm y em
p1eando una membrana PH 10. E1 flujo dei eluido se mantuvo en
20 mi por hora.

A] ge] previamente activado, se 1e agregó igua] voiumen
de la fracción enzimática concentrada en presencia de tiosuifa



to de sodio 1 mM(excepto se especifique 10 contrario) y 1a
mezcla se dejó en agitación constante a 6 °C durante 18 horas.

La Sepharosa sustituida se volcó en columnas de dimen
siones apropiadas; se dejó decantar e] ge], se eiuyó e] volumen
sobrenadante y se procedió a1 1avado de 1a coiumna con buffer
Tris-CiH 0,05 M pH 8,7 + Na25203 1 mM(excepto se acïaren otras
condiciones).

Los eiuidos se recogieron en fracciones de 3 m1 y a ca
da una de eïias se les determinó actividad enzimática y protei
nas.

La Sepharosa acopïada se resuspendió en e] buffer eSpe
cificado 11evándose a1 dobïe de su voiumen decantado; a esta
fracción se ie midió actividad y se 1a uti1izó como fuente de
rodenasa inmoviiizada.
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I. RODENASA DE CULTIVOS DE CALLOS DE SOYA

I.I. GENERALIDADES

Wider de Xifra y co] (1971) demostraron que Ios niveies
de ALA-Sen cu1tivos de calios de soya variaban en función de
Ios dias de crecimiento de] tejido, alcanzando su máximovaior
a Ios II dias. También, los mismos autores detectaron Ia exis
tencia de un compuesto reguiador y postuiaron que e] mismo se
ria responsabie de Ios cambios en 1a actividad de ALA-S, obser
vados por estacionamiento de extractos crudos o sobrenadantes
de homogenatos de] tejido mencionado.

Posteriormente, Nider de Xifra y co] (1976) haIIaron
que 1a trisquocistina era un activador de] ALA-Sde Rp. ¿phe
noidea y comprobaron que 1a sintesis y degradación de ese poïi
suïfocompuesto era efectuado por 1a cistationasa y 1a rodenasa
respectivamente.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se decidió inveí
tigar 1a presencia de rodenasa en caiios de soya y su posibïe
acción reguiatoria sobre 1a actividad de] ALA-S.

1.2. CONDICIONES OPTIMAS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
DE RODENASA

1.2.1. Buffer de extracción de ]a proteina enzimática

El extracto enzimático se preparó utiiizando Ios siguien
tes buffers: 1) Tris-CIH 0,05 My 2) GIicina-NaOH 0,1 M
a distintos pH's.

De Ios resuitados obtenidos (Figura 1.1.) se decidió
utilizar buffer Tris-CIH 0,05 MpH9,0 para la extracción de ro
denasa en todas 1as experiencias siguientes.

1.2.2. Tiempo óptimo de incubación

Se estudió Ia variación de Ia actividad de rodenasa en
función dei tiempo de incubación, utiIizando 1a preparación en



zimática obtenida por extracción con buffer Tris-CIH 0,05 H
pH 9,0.
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FIGURAI 1 Buffer de extracción.
La actividad se midió según se dei
cribe en Materiaïes y Métodos.
Se usaron calios viejos crecidos
durante 14 dias en oscuridad.
0 Buffer Tris-CIH; 0 Buffer gïici

na-NaOH.

En 1a Figura 1.2. se muestran 105 vaiores obtenidos com
probándose que 1a formación de producto guarda una reiación Ii
nea] con e] tiempo de incubación,
intervalo standard.

adoptándose 30 minutos como
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FIGURA1.2.: Tiempo óptimo de incubación.
La determinación de actividad se reaïizó
según se describe en Materiaies y Métodos.
Se utilizaron caiios viejos crecidos du
rante 14 dias en oscuridad.

1.2.3. pH óptimo de incubación

Se investigó e] efecto de] pH de incubación sobre 1a ag
tividad de rodenasa. Para e110 se utiïizó buffer Tris-CÏH 0,05 H
de pH variable entre 7,5 y 9,5. Debido a 1a cupla formada entre
cianuro y Tris, los pH's reales de incubación variaron entre



8,4 y 9,6. La máxima actividad se obtuvo para un pH de incuba
ción de 8,5 (Figura 1.3.) Que se iogró empieando buffer Tris-CIH
0,05 M pH 8,7.
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FIGURA1.3.: pH óptimo de incubación.
La determinación de actividad se rea
lizó según se describe en Materiaïeé
y Métodos. Se utiiizaron caiïos vie
jos crecidos 14 dias en oscuridad.

1.2.4. Concentraciun óptima de proteina

Se estudió 1a variación de 1a actividad enzimática con
canti. des crecientes de proteina (Fiqura 1.4.). Se encontró
una reiación 1inea1 entre e] prc rcto formado y 1a proteina a



gregada a1 sistema de incubación.

160 
3
.3
‘6
y 120 
8Ü
33
5

80 f

40 

l l l J

0.5 10 15 20 2.5

m9 Prot.

L

FIGURA1.4.: ancentración óptima de proteína enzimgtïca.
La actividad se determinó según se detg
11a en Materiaïes y Métodos. Se utilizaron caïïos viejos crecídos durante 14
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I.3. BIOSINTESIS DE PORFIRINAS EN CULTIVOS DE CALLO DE SOYA

1.3.1. Nive1es de Suc.CoA-S, cistationasa, rodenasa, ALA-S
ALA-Den c1ones de diferente edad

Se investigaron 1os nive1es de actividad de 1as enzimas
Suc.CoA-S, cistationasa, rodenasa, ALA-Sy ALA-Den cu1tivos de
ca11os jóvenes (34 - 36 subcu1tivos) y viejos (405 - 407 subcul
tivos).

En 1a Figura I.5. puede apreciarse que 1as actividades
de 1as enzimas Suc.CoA-S y ALA-Dresu1taron menores en ca11os
viejos que en jóvenes, observándose además, en ambas cepas una
significativa variación de 1as actividades en función de 1os
dias de crecimiento de1 tejido; Suc. CoA-S a1canzó su máximo
en 1os dias 7° y 8° para ca11os jóvenes y viejos respectivamen
te, mientras que 1as actividades de ALA-Den esos tejidos füe
más a1ta en 1os dias 10° y 8° de crecimiento. En ca11os jóvenes
para 1as dos enzimas, e1 máximo no mostraba aparentemente ningu
na corre1ación; sin embargo 1os máximos para ca110s viejos eran
coincidentes, 1o cua1 podria sugerir que estarian re1acionados
en a1guna medida.con e1 contenido de ALAde 1a cé1u1a.

Cuandose midieron cistationasa y rodenasa en diferen
tes dias de crecimiento, se comprobó (Figura 1.6.) que 1a acti
vidad de estas enzimas era mayor en ca11os viejos. Una posib1e
exp1icación para este fenómeno seria que e1 metabo1ismo de su]
focompuestos estaria re1acionado con e1 proceso de envejecimien
to de1 tejido producido por cu1tivo pro1ongado de 1a cepa; es
ta hipótesis estaria ava1ada por e1 aumento detectado de 1as ag
tividades de cistationasa y rodenasa mientras 10s clones de ca
11os envejecian fisio1ógicamente.

Para rodenasa se encontró un máximo de actividad e1 8°
dia de crecimiento en cepas viejas y jóvenes, mientras que cis
tationasa a1canzó su pico en 1os dias 9° y 7° en ca11os viejos y
jóvenes respectivamente.

Un ha11azgo muy interesante en todos 1os tejidos ensaya
dos fue que 1as actividades de estas enzimas, invo1ucradas en
e1 metabo1ismo de1 azufre mostraban un minimo de actividad e1
dia 11° decrecimiento mientras que ALA-Sa1canzaba su máximo
muy agudo ese mismo dia (figura I.7.) aunque,como era de espe



rar, ALA-Sera más activa en caïlos jóvenes.
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Estos resuitados parecerian indicar que en caiios de so
ya podria operar un esquema simiïar a] propuesto por Hider de
Xifra y co] (1976) para e] contro] de ALA-Sde Rp. Aphekoide6.
Sin embargo, considerando que ios niveies de actividad de cista
tionasa fueron mucho más aitos que ios de rodenasa, podemos pos
tular además que e] contenido de un suifocompuesto reguiador de
1a actividad de ALA-S seria controiado probablemente a través
de su degradación por rodenasa. Si esta hipótesis es váiida,
un vaior minimo de actividad de rodenasa se correponderia con
un máximo para ALA-S.

En aigunos experimentos preliminares se encontró que e]
ALA-Sde caïios viejos era activada por trisuifocistina, apoyan
do asi 1a hipótesis que ios poiisuifocompuestos pueden estar in
voïucrados en 1a regulación de esta enzima, en cé1u1as cuitiva
das de soya.

Finaimente, es importante destacar que estos haiïazgos
han confirmado trabajos anteriores indicando que en tejidos que
se mantienen por repiques continuos ocurren cambios metabóiicos
deSpués de cuitivos proiongados; en este caso se encontró que
a medida que aumenta e] tiempo durante eicuai el caiio se man
tiene por sucesivos repiques, disminuye su capacidad para sin
tetizar ias enzimas invoiucradas en 1a biosintesis de porfiri
nas y por e] contrario aumenta 1a capacidad de sintesis de ias
enzimas responsabies de] metaboiismo de] azufre.

Por 10 tanto, cuando se trabaja con cu1tivos de tejidos
de plantas es importante estabïecer 1a edad de] cuitivo y si es
posibïe reaiizar estudios comparativos en ciones de diferente g
dad.

1.4. CONCLUSIONES

- Se determinaron las condiciones óptimas para 1a medición de ag
tividad de rodenasa en cuitivos de caiios de soya.

- Se midieron actividades de Suc.CoA-S, ALA-S, ALA-D, rodenasa y
cistationasa en callos viejos y jóvenes y se investigó 1a va
riación de dichas actividades en función de 1os dias de creci
miento de] tejido.
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Las enzimas de] camino biosintético de las porfirinas presen
taron mayor actividad en tejidos jóvenes que en viejos, mien
tras que para 1as enzimas invo1ucradas en e] metaboiismo de
suifocompuestos se haiïó un comportamiento opuesto.

Se comprobó que en e] caso de rodenasa y ALA-S existia una re
lación inversa en sus actividades ya que,en e] dia 11° de
crecimiento de] tejido, aitas actividades de ALA-Sse corres
pondian con bajos niveïes de rodenasa.

En base a ios resuitados ha11ados se postuia que en este teji
do operaria un mecanismo de reguiación simiiar a] propuesto
para Rp. ¿phenoideó que vincuia e] metaboiismo de poiisuifodg
rivados con e] de ias porfirinas.
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II. RODENASADE Rp. paiuótñáó

Los niveies de ALA-Sen Rp. paiuótn¿¿, anáiogamente a
Io que ocurre en Rp. ¿phenoídeó (Neuberger y co], 1973),varian
significativamente cuando se 1a aisïa de cu1tivos crecidos anag
róbicamente a 1a 1uz o aeróbicamente en 1a oscuridad (Via1e y
co], 1980).

Si bien los mecanismos de reguïación postuiados para
ALA-Sen Rp. ¿phenoádeó (Nider de Xifra y co], 1976) difieren
en algunos aspectos de Ios propuestos por Via1e y c01 (1980) pa
ra Rp. paiuótnió, se acepta también en este tejido, 1a exis
tencia de grupos suifhidriios sobre 1a enzima y que 1a modifica
ción de 105 mismos debe desempeñar un pape] importante en el con
tro] de su actividad.

Hider de Xifra y co] (1976) asignaron a ia'rodenasa de
Rp.¿pheno¿de¿ un ro] fundamenta] en dicho proceso de reguïación.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se decidió efec
tuar un estudio para determinar 1as condiciones óptimas que pe:
mitieran medir y posteriormente caracterizar 1a rodenasa de Rp.
palu4taió.

II.I. CONDICIONES OPTIMAS DE EXTRACCION DE LA PROTEINA ENZIMATI

CA
o

11.1.1. Tiempo e intensidad de sonicación

Las cé1u1as cosechadas se resuspendieron en buffer fos
fato 0,05 MpH 7,3 y se sonicaron a distintas intensidades duran
te diferentes tiempos. A continuación el tejido se centrifugó a
25.000 x g 30 minutos ‘bteniéndose una fracción sobrenadante y
un precipitado (peïie;). A cada uno de eïios se 1es determinó
actividad enzimática y contenido de proteinas. La Fiqura II.1.
muestra ios resuïtados obtenidos para e] sobrenadante (Figura
II.1.A) y e] pe11et (Figura II.1.B.).

En base a estos resuitados se eiigió como intensidad
de sonicación 8 micrones y como tiempo 30 segundos ya que a 60
segundos 1a actividad eSpecifica era mucho menor y, si bien a
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una intensidad de 22 micrones 105 vaïores de actividad especifi
ca coincidían, se producia muchaturbuïencia. Estas condiciones
se utiïizaron en todas ias experiencias posteriores.
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2 l 9 Ba Iu n; e- ‘39' 305°. ou o.
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7- 03
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Intensidad de sonicacio'n (micrones)

FIGURA11.1.: Efecto de1 tiempoe intensidad de sonicación so
bre 1a actividad especifica de rodenasa en e]
sobrenadante (A) y pe11et (B) de 25:000 x g.
0 30 segundos; 0 60 segundos.

La actividad especifica se determinó de acuer
do a los procedimientos detailados en Materia
¡es y Métodos.

11.1.2. Buffer de extracción

Las cé1u1as cosechadas se resuspendieron en ios siguien
tes buffers de concentración 0,05 M: Tris-CÏH o fosfato de sodio
pH 7,7 y pH 7,3. Se centrifugaron a 25.000 x g durante 30 minu
tos ensayándose actividad y proteinas en los respectivos sobre
nadantes. La Tabia II.1. muestra ias actividades especificas
obtenidas en cada caso.

Considerando Ios datos obtenidos se decidió utiiizar cg
mo buffer de extracción fosfato de sodio 0,05 H pH 7,3.



TABLA11.1.: Buffer óptimo de extracción

* Actividad

Buffer U/m1 x 103 mg Prot/m] Especifica
x 103

Tris-C1H pH 7,7 5,30 0,70 7,57

Tris-C1H pH 7,3 11,18 1,24 9,02

P043" pH 7,7 13,13 1,35 _ 7,73

Poué' pH 7,3 11,90 1,12 10,63

La determinación de actividad especifica se rea1izó
de acuerdo a 1os procedimientos descriptos en Materia
1es y Métodos.



11.2. ACTIVIDAD DE RODENASA EN DISTINTAS FRACCIONES

Se determinó actividad enzimática en Ias distintas frac
ciones obtenidas Iuego de sonicar Ias céIuIas y centrifugar e]
extracto crudo durante 30 minutos a 25.000 x g. Los resultados
obtenidos se detaIIan en Ia TabIa II.2.

TABLA11.2.: Actividad de rodenasa en
distintas fracciones

FRACCION Z ACTIVIDAD

Extracto crudo 100

Sobrenadante 25.000 x g 40-70

PeIIet 25.000 x g 5

La determinación de actividad enzimáti
tica se efectuó según se describe en
Materiaies y Métodos.

ComoIa actividad detectada en peIIet, en varias expe
riencias, fue siempre de] orden de] 5%de Ia actividad totaI,se
decició continuar todos Ios estudios con 1a fracción sobrenadan
te de 25.000 x g.

En todos Ios procesos de purificación encarados, se ob
servó una notabIe variación en e] rendimiento de unidades de 1a
fracción sobre: dante 25.000 x g, sugiriendo ésto, taI vez, Ia
existencia de aigún compuesto con propiedades activantes de
gran IabiIidad.



11.2.1.

sobrenadante de 25.000 x g durante e] estacionamiento a -20 °C.

Estabiiidad de 1a fracción sobrenadante

Se estudió 1a estabiïidad de 1a enzima en 1a fracción

La Figura 11.2. muestra que 1a enzima mantiene un 84%
de su actividad en un periodo de un mes y un 78% 1uego de S7
dias, concïuyéndoseque 1a enzima es muyestabïe.

M
‘2 10 
x
N
.2 a
U‘)0
'U
fl!'D
3: 6 PZ
U
«4

4 ..

z' l l l l 1 L
20 40 60

Tiempo (dias)

FIGURA11.2.: Estabiïidad de 1a fracción sobrenadante de
25.000 x g.
Las mediciones se realizaron de acuerdo con

Los métodos descriptos en Materiales y Métoos.



II.3. PURIFICACION

11.3.1. Ensayos preïiminares

- Centrifugación diferenciai

E1 sobrenadante de 25.000 x g se sometió a una uitracen
trifugación durante 1 hora a 140.000 x g. En 1a Fiqura II.3. se
pueden observar los resultados obtenidos.

cn
I

A
l

N
I

Actividadespecíficax103

05
I

Extracto Sobr. Sobr. Pellet'
crudo 25000;: 1400039 1400009

FIGURA11.3.: Centrifugación diferencia]
de rodenasa.
Los procedimientos utiïiza
dos fueron 10s deta11ados
en Materiaies y Métodos.

Comono se obtuvo una purificación significativa se de
cidió uti1izar e] sobrenadante de 25.000 x g para 1a siguiente g
tapa, sin incorporar 1a centrifugación a 140.000 x g comoetapa
adiciona] en e] esquema fina] de purificación.

- Fraccionamiento con sulfato de amonio

E1 sobrenadante de 25.000 x g se fraccionó con suifato
de amonio; en ia ¿logra 11.4. se grafican los datos obtenidos.
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FIGURA11.4.: Fraccionamiento con suifato de amonio.
Las mediciones de actividad se efec
tuaron de acuerdo a 10 descripto en
Materiales y Metodos.

En 1a fracción 45-65% se obtuvo e] mayor porcentaje de
actividad con una purificación de 8 veces, eiigiéndose este ran
go de fraccionamiento para un posterior procesamiento.

En todas ias determinaciones de actividad de ias fracciones
obtenidasiuego de 1a precipitación con_su1fato de amonio, fue
necesario eiiminar 1a inhibición producida por e] ion amonio, me
diante e] pasaje de 1as soiuciones a través de una coiumna de
Sephadex G-25.
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- Fiitración por tamiz moiecuïar

La fracción precipitada con suïfato de amonio entre
45-65% de saturación se sembró en una coïumna de Sephadex 9-100
y se eïuyó con buffer Tris-CIH 0,05 M pH 7,4 con un fïujo de
35 m1 por hora.

E1 eïuído se recogió en fracciones de 2,5 m1 determinan
dose en cada una de elias 1a actividad especifica de rodenasa.

La Figura 11.5. muestra la curva de e1ución correspon
diente.
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FIGURA11.5.: Cromatografía por Sephadex 6-100.
0 Unid/m1; o Act. Esp.;
A mg prot/m] por Lowry (1951); A mg prot/m]

por_Harburg y Christian (1941) Las condi
ciones experimentaïes son 1as descriptas en Hate
riaies y Métodos.
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Las fracciones con eievada actividad de rodenasa se con
centraron por precipitación con suifato de amonio entre 0-65Z
de saturación.

La enzima se purificó 7,6 veces reSpecto a 1a fracción
45-65%, con un rendimiento de] 15% (Tabia 11.3.).

TABLAII.3.: Cuadro de purificación por tamiz moïecuïar

3 3 ACT.ESP.
FRACCION VOL. U/nll x 10 UT x 10 ng PROï/n'l mg PIZOTT x ¡03 PURIF. RENDJ

Siembra (45-651) 5.8 75.40 437,30 3.60 22.04 19.84 1.0 100

0-65! LO ¡6.55 66,20 0.11 0,44 150.45 7,6 'lS

La metodoiogía empleada es 1a descripta en Materiaïes y Métodos.

En todos ios casos en Ios que se utiiizó tamiz moiecu
1ar, ias fracciones eiuidas perdían rápidamente actividad por
estacionamiento a 4 °C. Por lo tanto se decidió no incïuir es
ta etapa en e] proceso fina] de purificación.

—Efecto de] ca1entamiento

Se investigó e] efecto de] ca1entamiento a distintos
tiempos y temperaturas sobre 1a fracción 45-65% de saturación
con su1fato de amonio, previamente desaiada por pasaje a través
de una coiumna de Sephadex G-25.

En 1a Figura IILQL se observan ias curvas obtenidas por
ca1entamiento a 50 °C, 60 °C y 70 °C durante 10, 20 y 30 minu
tos.

La misma fracción se caïentó durante 15 minutos a mayo
res temperaturas (Figura II.7.).
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FIGURA11.6.: Curva de calentamiento.
0 50 °C; ° 60 °C;
A 70 °C.
D Actividad inicia]

de 1a fracción '
45-65%. La metodolo
gia empleada se des
cribió en Materiaïes
y Métodos.

En ambos casos iuego de transcurrido e] periodo de ca
lentamiento, 1as distintas preparaciones se enfriaron a 0 °C y
se centrifugaron inmediatamente durante 30 minutos a 25.000 x g.

Considerando ios datos obtenidos, se decidió inciuir un
caientamiento de 15 minutos a 70 °C como etapa fina] en e] pro
ceso de purificación de rodenasa.
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FIGURAII.7.: Curva de ca1entamiento.
E1 tiempo de caienta
miento fue de 15_mi
nutos. U Actividad
inicia] de 1a frac
ción 45-65%. E1 pro
cedimiento seguido pa
ra 1a medición de agtividad enzimática se
deta116 en Materiales
y Métodos.

II.3.2. Esquemade purificación

En base a los resuïtados de todos Ios ensayos prelimi
nares efectuados, se decidió adoptar comoproceso de purifica
ción, e] esquema que se deta11a a continuación.



EXTRACTO CRUDO

Centrif. a 25.000 x g 30'

PELLET / SOBRENADANTE

(se descarta)
Precipitación con
(NHqESOH 45-65%
Centrif. a 15.000xg 20'

PRECIPITADO SOBRENADANTE

(se descarta)

Resusp. enbuffer fosfato
0,05 H pH 7,4
Desaïado por
Seph. 6-25

i

ELUIDO

Se calienta a 70°C 5'
Centrif. a 25.000xg 30'/

PRECIPITADO ENZIMA SOLUBLE PURIFICADA

(se descarta)

Esquema de purificación de rodenasa aisïada de En;
paiuótnió

En 1a Tab1a 11.4. se muestran ios resuïtados obtenidos
siguiendo e] esquema de purificación adoptado.

Se obtuvo una preparación de 1a enzima so1ub1e purifica
da 24 veces con un rendimiento fina] de] 11%.



TABLAII.4.:Cuadro de purificación de rodenasa de Rp. patuótn¿¿

REND.
. Resnecto REND.

FRACCION u x 103 mg PROT ACT' ESP° PURIF. etapa FINALT T 3 .x 10 anterïor
z s

Extracto crudo 769 272.25 2,63 1.00 100.0 100

Sobrenadante 25.000xg 276 44.10 6.26 2.40 36.0 36

(NH.)zso. 45-652 131 9.12 19,86 7.55 66,0 24

Calentamiento 70 °c 5' 86 1,36 63.24 24.00 47.5 11

Las condiciones experimenta1es fueron 1as descriptas en e] tex
to y en Materiaïes y Métodos.



II.4. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR'

E1 peso moïecuiar (PH) se determinó por cromatografía a
través de Sephadex G-iOOde 1a fracción precipitada con suifato
de amonio entre 45-65% de saturación, usando buffer Tris-C1H
0,05 H pH 7,4 para 1a eiución de la proteina.

Se obtuvo un único pico de PH 16.500 i 1.600 (Fiqura
11.8.).
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FIGURA11.8.: Determinación de PM por Sehpadex
G_100
Las dimensiones de 1a coiumna y 1as
condiciones de eiución son 1as des
criptas en Materiaies y Métodos. Pa
ra 1a caïibración de 1a coiumna se
emoiearon ias siguientes proteinas:
blue-dextrano, seroaibümina ( 0),
ovoalbúmina ( ') y citocromo (A ).
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II.5. INHOVILIZACION DE RODENASA SOBRE GEL DE SEPHAROSA 4B

11.5.1. Condición fundamenta]: Requerimiento de tiosuïfato
de sodio

En ias primeras experienciasde inmoviiización de 1a en
zima sobre geles de Sepharosa se obtuvo una enzima acoplada con
una actividad muybaja. Por esta razón se investigó e] efecto
protector de] tiosuifato de sodio durante e] proceso de acopie
de 1a rodenasa.

En 1a Tabla II.5. se encuentran tabulados ios datos de
actividad especifica ha11ados para 1a enzima soïuble (E), puri
ficada y concentrada por Amicony para 1a enzima inmovilizada
en ausencia y presencia de tiosuifato de sodio 1 mM(G-E y
G-E-S).

TABLAII.5.:Requerimiento de] tiosuifato de sodio en 1a inmovi
lización de rodenasa de Rp. paiuótnÁó

UNIDADES PRÓTEINA ACTIVIDAD RENDIMIENTO

FRACCION TOTALES' TOTAL ESPECIFICA A B

x 103 (mg) x 103 z z

E 113,75 10,75 _ 10,58 100,0 100,0

G-E 9,56 4,58 2,09 8,4 43,0

G-E-S 50,75 4,58 11,08 45,0 43,0

Se empieó 1a enzima proveniente de 1a üitima etapa de purifica
ción, concentrada por Amicon. La inmoviiización y 1a determina
ción de actividad, se efectuó según se detaiió en Materiaies y
Métodos.
(A) Actividad enzimática recuperada en e] ge]; (B) proteinas a
copiadas a1 ge]. E: enzima soiuble concentrada; G-E: enzima in
moviiizada; G-E-S: enzima inmovilizada en presencia de tiosulfa
to de sodio 1 mM.



De ios datos anteriores se puede deducir que 1a enzima
inmoviiizada sobre ge] de Sepharosa en presencia de tiosuifato
de sodio presenta una actividad mucho mayor que cuando 1a inmo
viiización se reaiiza en su ausencia.

En e] primer caso 1a actividad enzimática acopiada a1
ge] fue de] 45% mientras que sóio se recuperó un 8% de unidades
cuando ia inmoviiización se efectuó sin tiosuifato.

Por 10 tanto, en todas ias experiencias posteriores se
mantuvo e] agregado de tiosuifatr de sodio 1 mMdurante e] pro
cedimiento de insoiubiiización.

II.5.2. Estabiiidad de] complejo gei-enzima (G-E-S)

II.5.2.1. En función de] tiempo de estacionamiento

Se estudió 1a estabiiidad de] compiejo G-E-S durante e]
estacionamiento a 4 °C y se compararon ios vaiores obtenidos con
1a enzima soiubie en las mismas condiciones (figura_ll¿g¿). Se
comprobó que esta üitima es mucho más estabie gue 1a inmoviliza
da, reteniendo 1a primera un 52%de actividad luego de 19 dias,
mientras que 1a inmoviiizada retuvo sóio un 18%en e] mismo iap

OSO.

II.5.2.2. En función de] uso repetido

Se investigó 1aestabi1idad de] compiejo G-E-S cuando 1a
misma preparación era empieada más de una vez para determinar
actividad enzimática.

Luego de cada incubación e] complejo G-E-S centrifugado
se 1avó 3 veces en batch con buffer Tris-CIH 0,05 M pH 8,7 +
Na25203 1 mHy e] ge} decantado se resu5pendió a1 dobie de su
volumen, incubándose en ias condiciones standard.

De ios datos de 1a Fiqura [1¿19¿ se puede deducir que 1a
enzima inmoviiizada pierde un 15%de actividad luego de cada in
cubación. Aún asi e] empieo de 1a enzima inmoviïizada es de 'ran
utiiidad ya que permite usar una misma preparación en repei
oc iones.
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FIGURAII.9.:

1 2 3

semanas

Modificación de 1a actividad de rode
nasa soiuble e inmoviiizada en función
de] tiempo
0 Enzima soiubie; 0 G-E-S: enzima in

moviiizada en presencia de tiosuifato
1 mM.

Las condiciones empïeadas para 1a inmg
viiización y determinación de actividad
nzimática se encuentran descriptas en

nateriaies y Métodos.
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FIGURA11.10.:

VECES

Modificaciones en 1a actividad -espe
cifica de]a.rodenasa insoiubiiizada
en función de] uso repetido.
La determinación de actividad enzimá-u
tica se efectuó según Materiaïes y
Métodos. Luego de cada incubación e]
ge] se 1avó 3 veces en batch con
buffer Tris-CIH 0,05 H pH 8,7 +
NaZS 03 1 mM; e] ge] decantado se re
sus¡ dió a] dobie de su voiumen en e]
mÍSL nuffer para ser utiiizado en 1a
siguaente determinación.



11.6'. _E_S_Ï_UDIOCOMPARATIVO DE LAS PROPIEDADES DE LA EszA SOLU

BLE E INNOVILHM

11.6.1. liempo óptimo de incubación

Se investigó 1a variación de 1a actividad enzimática en
función de] tiempo de incubación para 1a enzima soiubie (E) e
inmoviiizada (G-E-S).

En 1a Figura 11.11. se representan ios datos obtenidos;
de eiios puede deducirse que para ambas enzimas no existe una
reiación iineai entre formación de producto y tiempo de incuba
ción.

Comoia actividad enzimática medida fue importante aún
a tiempos cortos, se eiigió 30 minutos como tiempo standard de
incubación.

11.6.2. Temperatura óptima de incubación

Se anaiizó 1a variación de actividad enzimática para 1a
enzima soiubie (E) e insoiubiiizada (G-E-S) en funtión de 1a
temperatura de incubación. *

De ios datos graficados en 1a Fiqura 11.12. puede c0m
probarse que 1a actividad para ambos sistemas enzimáticos aumen
ta ijneaimente con 1a temperatura hasta aproximadamente 37 °C,
adoptándose ésta como temperatura standard de incubación.

11.6.3. pH óptimo de incubación

Se estudió 1a variación de 1a actividad enzimática en
función de] pH utiiizándose buffer Tris-CIH con un rango de
pH variabie entre 7,0 y 9,2.

Considerando que se forma una cupia entre e] cianuro y
ei buffer Tris-CIH se midieron ios pHÏs reaies de incubación cu
yos vaiores osciiaron entre 8,45 y 9,68.

De 1a Figurg_ll¿j3. se deduce que tanto para 1a enzima
soiubie comopara 1a insoiubiiizada 1a actividad enzimática au
menta cone] pH de incubación, haiiándose en ambos casos una zo



na de pH óptimo entre 9,2 y 9,5.
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FIGURA 11.111:
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Estudio de ia actividad enzimá
tica en función de] tiempo de
incubación.
Las medidas de actividad se hi
cieron de acuerdo a ios procedimientos detailados en Materia
les y Métodos.

o Enzima soiubie; 0 enzima inmo
viiizada. _
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FIGURA11.12.: Curva de actividad enzimática
en función de 1a temperatura
de incubación.
Las medidas de actividad se hi
cieron de acuerdo a ios proce
dimientos detaiiados en Hate
riaies y Métodos.

o Enzima soiubie; 0 enzima in
movilizada.

Teniendo en cuenta estos resuitados se utiiizó en 1a
mezcia standard de incubación buffer Tris-CIH pH 8,7 que corre;
ponde a un pH real de incubación de 9,2.
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FIGURA11.13.: Actividad enzimática en función de] pH de incuba
ción.
Las medidas de actividad se hicieron de acuerdo
a los procedimientos deta11ados en Materiaies y
Métodos.
0 Enzima solubie; ° enzima inmoviïizada.



11.6.4. Concentración óptima degproteina

Se investigó 1a variación de 1a actividad enzimática con
cantidades crecientes de proteina tanto para 1a enzima soiubie
(E) como para 1a inmoviiizada (G-E-S) (figura 11.14.).

En ambos casos se encontró una relación 1inea1 entre
e] producto formado y ias proteinas agregadas a1 sistema de in
cubación cuando e] contenido de las mismas no superaba ios
0,03 mg.
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FIGURA11.14.: Reiación entre ia actividad enzimática y
e] contenido de proteina.
Los procedimientos empieados para medir
1a actividad enzimática son ios detaiia
dos en Materiaies y Métodos.
o Enzima soiubie; 0 enzima inmoviiizada.



II.7. ESTUDIOS CINETICOS

11.7.1. Comportamiento cinético de 1a rodenasa soiubie

II.7.1.1. Interacción con sus sustratos

Se estudió 1a variación de veiocidad de formación de]
producto suifocianuro en función de 1a concentración de uno de
ios sustratos a concentración constante de] otro. Se empiearon
tres concentraciones distintas de] sustrato fijo: 10, 50 y
100 mMy para cada una de e]1as,1a concentración de] sustrato
variable se ensayó a 0,5; 1; 5; 10; 25; 50 y 100 mM. Comoya se
habia determinado (Sección 11.6.1.) que 1a formación de produc
to no era iineai con e] tiempo de incubación, cada uno de los
sistemas se incubó durante 10, 20 y 30 minutos. Los vaiores de
veiocidad obtenidos se procesaron con una computadora VAXMode
10 11/750, para obtener ias veiocidades iniciales correspondien
tes. Con las inversas de ios datos haiiados se reaiizaron ios
gráficos de Lineweaver-Burk y ias rectas fueron ajustadas por
e] método de cuadrados minimos.

Las Figuras 11.15. y 11.16. muestran ios gráficos de do
ble reciprocas obtenidos cuando e] sustrato variabie es tiosui
fato y cianuro respectivamente. En ambos casos para concentracig
nes mayores de 50 mMde] sustrato variabie 1a veiocidad disminu
ye marcadamente. Ademásse observa inhibición por e] sustrato
fijo, efecto que es muchomás marcado para e] caso de] tiosulfa
to. Ambas curvas son de] tipo michaeiiano como se comprueba por
1a iineaiidad de sus gráficos de doble recíprocas y corroborado,
además, por sus respectivos gráficos de Hi1] (n = 1) (Figuras
11.17 a y 11.18 a). Las rectas son intersectantes lo que indica
ria un posibie mecanismo ping-pong con una forma enzimática es
tabie (E) y otra inestabie (E-S). En este tejido 1a forma rode
nasa azufre sustituida no pudo aisiarse y cuando se intentó ob
teneria resultó muyinestabie.

En 1a Iabia 11.6. se muestran ios vaiores de Kmy Vmax
haiiados a partir de ias rectas obtenidas cuando 1a concentración
de] sustrato fijo es de 50 mM; puede observarse que ei Kmes mu
cho mayor para e] cianuro io que indicaria menor afinidad por
este sustrato y por io tanto deberia penSarse que ia función de
toxiiicante de cianuro no es e] principai ro] biológico que cum



pliria esta enzima.

FIGURA11.15.: Gráfico de Lineweaver-Burk: l/v vs 1/5203' para
la rodenasa soluble purificada de Rp. patuótnió
para concentraciones variables del sustrato tio
sulfato. '
Las concentraciones de cianuro utilizadas fueron
las siguientes: lO mM(o ); SO mM(o ) y
lOO mM (A ).
Las velocidades inir les representadas se obtu
vieron procesando lt valores de formación de sul
focianuro hallados p ra cada concentración del
sustrato variable en estudio por incubación a lO,
20 y 30 minutos. Las rectas se ajustaron por el
método de cuadrados minimos (r? = 0,90)_=
(l/v):(nmoles SCN' x 103/30')'1; (1/5203 ): (mf‘1)'1

II.7.l.2. Interacción con sus productos

Con el objeto deestudiar el efecto de los productos so
bre la velocidad de reacción, se utilizaron tres concentracio
nes fijas de sulfito y sulfocianuro: 0,05; 0,1 y 0,3 mMy se



dió la formación del producto no agregado al sistema de incuba
ción. Para evitar el efecto inhibitorio del sustrato variable
se emplearon las siguientes concentraciones: l; 2,5; 5; 7,5 y
lO mHmientras que el sustrato fijo se mantuvo en niveles satu
rantes.
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Km1 sz Km3 [CN']

FIGURA11.16.:

b

Gráfico de Lineweaver-Burk: l/v vs l/(CN')
para la rodenasa soluble purificada de
Rp. paiuótnió para concentraciones varia
bles del sustrato cianuro.
Las concentraciones de tiosulfato utiliza
das fueron las siguientes: lO mM( 0); "
50 mM ( o) y lOO mn (A )
Las velocidades iniciales representadas
se obtuvieron procesando los valores de
formación de sulfocianuro hallados para
cada concentración en estudio del sustra«
to variable por incubación a lO, 20 y 30
minutos. Las rectas se ajustaron por el me
todo de cuadrados minigos (r3 = 0,98-0,997.(l/v): (nmoles SCN'xlO /30') L '
(l/CN'): (mM)'l

Las Figuras II.l9. y 11.20. muestran los gráficos de
Hanes-Hoolf (representación de s/v vs s) cuando se estudió el
efecto del sulfito utilizando comosustrato variable tiosulfato
y cianuro respectivamente. En ambos casos el sulfito actuó como
inhibidor; la inhibición obtenida resultó no-competitiva mixta



respecto de] tiosuïfato y no-competitiva pura respecto de] cia
an‘O .

¡o.___
quu’V

2.2

l l

a2 os 10 1.4 log[520;]

-O.6 

FIGURAII.17.: Gráfico de Hiliziog v/Vmax-v
VS log (5203-)
Las determinaciones de ve
iocidad se realizaron según
se describe en e] texto. Los
vaïores representados corres
ponden a Ias veiocidades i-_
niciaies y veiocidad máxima
obtenidos para concentragig
ciones variables de 5903-,
manteniendo 1a concentración
de CN' en 50 mH. a) enzima
soïuble n=1 (v y Vmaxcorres
ponden a ios valores grafica
dos en 1a fiqu[a_jl¿lá¿ y bÏ
enzima inmoviïizada n=4 (v
y Vmax corresponden a 10s va
iores graficados en 1a Fig Ï
ra [¿¿gg_g).
a: (0); b: (°)
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Gráfico de Hi1]: iog v/Vmax-v vs
log (CN')
Las determinaciones de veïocidad
se reaiizaron según se describe
en e] texto. Los vaïores represen
tados corresponden a las veiocida
des iniciaies y veiocidad máxima
obtenidos para concentraciones va
riabies de CN' y manteniendo cgns
tante ia concentración de 520 ' en
50 mM. ) enzima soiubie n=1 Ïv y
Vmax c ‘esponden a 10s vaiores grg
ficados en 1a Figura II.16.); b) en
zima inmoviiizad5—n = 5,4 lv y Vmaï
corresponden a ios vaiores grafica
dos en 1a figggg_lï.23_2).
a: (0); b: (’)



IABLALl.6.: Parámetros cinéticos para 1a rodg
nasa purificada de Rp. patuótnia.

PARAMETRO CINETICO SUSTRÓTO VARIABLE ___
5203- CN"

Vmax
_ 132.00 103,00

(umoies SCN/30')Km
Las condiciones experimentaies utilizadas se
gescriben en e] texto y en Materiaies y Métoos. _

Las Figuras 11.21. y 11.22. muestran ios gráficos de
Hanes-wooif correSpondientes a] estudio de] efecto de] suifocia
nuro utiiizando tiosuifato o'cianuro comosustrato variabie res
pectivamente. En ios dos casos se produjo un aumento de 1a veig
cidad de reacción a concentraciones crecientes de suifocianuro
y no,se detectó a1teración de] Km, indicando que e] efecto no
se deberia a variaciones en las afinidades de 1a enzima por sus
sustratos. ‘

11.7.2. Comportamientocinético de 1a enzima insoiubiiizada

II.7.2.1. Interacción con sus sustratos

Para investigar si 1a enzima inmoviiizada se comportaba
cinéticamente en forma anáioga a 1a soiubie, se midió 1a veiocl
dad de formación de suïfocianuro para distintas concentraciones
nes de] sustrato variabie (10, 25, 30, 50 y 100 mH)manteniendo
constante 1a concentración de] otro sustrato (50 mH)e incuban
do durante 10, 20 y 30 minutos. Los vaiores de veiocidades ini
ciaies se obtuvieron procesando los datos con una C0mputad0ra



VAX11/750. Las curvas de saturación obtenidas cuando se utiii
zó tiosuifato o cianuro comosustrato variabïe fueron sigmoi
deas (Eigura 11.23 a y b) y las dobies recíprocas no lineaïes,
indicando que 1a enzima exhibia cooperatividad.
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FIGURA11.19.: Efecto de] producto suifito so
_' bre 1a veïocidad de reacción u

tilizando comosustrato varia
ble tiosuifato.
Gráfico de Hanes-Hoolf (repre
sentación de s/v vs s) en fun
ción de la concentración de tio
su1fato en ausencia ( O) y en
presencia de 0,05 mM(o );
0,1 mM(A) y 0,3 m“ (A) de
suïfito. La concentración de CN'

fiïa utiiizada fue de 50 mM.Lasve ocidades se determinaron en
función de 1a formación de sul
focianuro por incubación duran
10, 20 y 30 minutos. Las rectas
se ajustaron por e] método de

cuadrados mínimos (r2=0,90-,0.983_1(s/v):mH x (nmoies SCN'x 0‘/30'
(5203 ). mM

Km: 0,41 mH ; Kmap: 0,67 mM
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FIGURA11.20.: Efecto de] producto suïfito sobre
1a veiocidad de reacción utilizando
comosustrato variabie cianuro.
Gráfico de Hanes-Nooif (representa
ción de s/v vs s) en función de Ta
concentración de cianuro en ausencia
(o ) y en presencia de 0,05 mM(9 );
0,1mM(A) y 0,3 mH (A ) de suifito.
La concentración de tiosuïfato fija
utilizada fue de 50 mM.Las veioci
dades se determinaron en función de
1a formación de suifocianuro por in
cubación durante 10, 20 y 30 minutos.
Las rectas se ajustaron por e] méto
do de cuadrados mínimos (r2: 0,9°—
0,99 . 3(s/v : mMx (nmoies SCN'x 10‘/30')‘l
(CN'): mM



FIGURA11.21.: Efecto de] producto su1fov
' cianuro sobre 1a ve10cidad

de reacción utiïizando como
sustrato variabïe tiosulfa
to.
Gráfico de Hanes-N001f (re
presentación de s/v vs s)
en función de 1a concentra
ción de tíosuïfato en ausen
cia (o ) y en presencia de
0,05 mM(0); 0,1 mH (A) y
0,3 mM(‘ ) de sulfocianuro.
La concentración de cianuro
fija utiïizada fue de 50 mH.
Las veïocidades se determi
naron en función de 1a for
mación de suïfíto por incu
bación durante 10, 20 y 30
minutos. Las rectas se ajuí
taron por e] método de cua
drados mini os (r2=0,90
1,00) _ 3 _1
(s/v)¿mM x nmoles 503"x10 /30')
(8203-): mM
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FIGURA11.22.: Efecto de] producto suïfocianuro sobre
1a velocidad de reacción utiïizando cg
mosustrato variabïe cianuro.
Gráfico de Hanes-N001f (representación
s/v vs s) en función de 1a concentra
ción de cianuro en ausencia (O ) y en
presencia de 0,05 mM(0 ); 0,1 mM(A )
y 0,3 mM(A ) de su1focianuro. La con
centración de tiosu1fato fija utiïiza
da fue de 50 mM. Las velocidades se de
terminaron en función de 1a iormación
de su1fito por incubación d ¡nte 10,
20 y 30 minutos. Las rectas ajusta
ron por e] método de CUádPBLuS minimos
(r2=0,96--1,00). _ 3 1
(s/v): mMx (nmoïes 803- x 10 /30')'
(CN‘): mM
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FIGURA11.23.: Curvas de saturación por sustrato para la
rodenasa inmovilizada de Rp. naiuótnió.
Las velocidades iniciales representadas
se obtuvieron procesando los valores de
formación de sulfocianuro hallados para
cada concentración en estudio del sus
to variable por incubación a lO, 20
minutos. ( O) sustrato variable tiosul M
to, concentración de cianuro constante e
igual a 50 mM. ( 9) sustrato variable
cianuro, concentración de tiosulfato cons
tante e igual a 50 mH _
(v): nmoles SCN'xlO3/30'; (s): mH



De ios gráficos de Hi1] correspondientes (figg¿a¿_ll¿ll_g
y 11.18 b) se comprobó que en ambos casos 1a cooperatividad era
de tipo positiva (n > 1), demostrándose asi, que 1a enzima inmo
viiizada presenta un comportamientocinético totalmente diferen
te a1 de 1a enzima soiubïe.



11.8. MECANISMO QUIMICO DE LA RODENASA

De los estudios cinéticos efectuados sobre la enzima
purificada de Rp. paluatnió se postuló un esquema que reSpondia
a un comportamiento de doble desplazamiento con una forma enzi
mática inestable; además se observó inhibición por ambos sustra
tos, muypronunciada para el caso del tiosulfato,e inhibición
por el producto sulfito y un efecto opuesto provocado por el
otro producto sulfocianuro;teniendo en cuenta estos resultados
se decidió encarar el estudio del mecanismo quimico de la rode
nasa tratando de aislar la forma azufre sustituida.

Considerando las ventajas que ofrece el empleo de enzi
mas inmovilizadas para determinar el mecanismo quimico de una
reacción enzimática se decidió utilizar esta técnica con el ob
jeto de identificar las distintas etapas que conducena la for
mación de producto en la reacción catalizada por rodenasa.

Se realizaron, entonces, una serie de experiencias em
pleando en todos los casos la enzima inmovilizada sobre gel de
Sepharosa 4B en presencia de tiosulfato (G-E-S).

II.8.l. Interacción de la rodenasa inmovilizada con sus sustra
tOS

Para determinar el orden de unión de los sustratos se
hizo reaccionar en todos los casos 2 ml de G-E-S (0,46 mg de

proteina/ml de gel resuspendido, El), con cada sustrato, a la
concentración óptima determinada previamente (2 mmoles),durante
30 minutos a temperatura ambiente (25 °C). El complejo obtenido
se empaquetó en columnas de 0,9 cm de diámetro por l,5 cm de al
to y se lavó en todos los casos con buffer Tris-ClH 0,05 M
pH8,7 paraeliminarlos sustratos o productos no unidos al gel.

El volumen eluido después de cada etapa se recogió de
la siguiente forma:

- elución del sembrado;

luego se agregó buffer de lavado recogiéndose:

- 6 tubos de 0,2 ml,

- lO tubos de l ml cada uno.



A cada fracción recogida se ie-midió suifocianuro forma
do. Luego dei iavado, se tomó una alícuota de 1a enzima inmovi
iizada y se ie determinó actividad de rodenasa en presencia de
ambos sustratos (5203= + CN'), de uno soio de eiios, o en ausen
cia de ambos (buffer).

Simuitáneamente se reaiizaron ias mismas experiencias
controies- utiiizando Sepharosa 4B en iugar de rodenasa inmovi
iizada.

En 1a Figura 11.24. se muestran ias secuencias de sus
tratos utiiizados.

- Secuencia 1: 5203:, CN

En 1a Tabia II.7. se detaiian ios resultados obtenidos

cuando ei compiejo G-E-S (EI) es tratado primero con tiosuifato
y iuego con cianuro, ambos en concentraciones saturantes. De es
tos datos se puede deducir que e] tiosuifato es capaz de unirse

a ia enzima inmovilizada formando un complejo (EII) que por in
cubación con cianuro produce suifocianuro. Comoera de esperar,
no se iibera producto de 1a coiumna ya que hasta este momento
1a enzima no estuvo en contacto con cianuro (Figura II.25. ; E
luido II).

Por pasaje dei otro sastrato (cianuro) a través de 1a cg
iumna conteniendo e] compiejo EII se obtiene un nuevo compiejo
enzimático (EIII) con eiución de cantidades significativas de
suifocianuro (F'gura 11.25.; Eiuido III). Este compiejo EIII no
forma producto cuando se 10 incuba en presencia de tiosuiïato.

De ios datos obtenidos en esta experiencia (Secuencia i)
se conciuye que 1a enzima inmoviiizada forma un compiejo con
tiosuifato capaz de producir suifocianuro por tratamiento con
cianuro. Además cuando e] cianuro es agregado a 1a enzima satu
rada con tiosuifato no queda retenido sobre ia superficie de ia
misma.

- Secuencia 2: CN', 5203:, CN

Para comprobar si e] cianuro era capaz de unirse como

primer sustrato formando un compiejo EIv con 1a enzima, se tra
tó EI con cianuro (2 mmoies). Posteriormente se hizo reaccionar
EIV con cantidades saturantes de tiosuifato (EV) y por üitimo
se añadió cianuro nuevamente (EVI).



Secuencia L:

E. En Em

510.;= CN

Eluidoll Eluidolll

Secuencia 2:

EIVEÏI EV Evn

u CN“u ¿qu CN‘u
EluidolV EluidoV Eluido VI

Secuencia 3:

El Evu Evm EIX

CN" CN' 84,03=

.g

EluidoVH Eluidonll Eluido IX

51gu55_¿¿¿gg¿z Diagrama de] orden de agregado de sustratos.
Se esquematiza la secuencia seguida en cada expe
riencia. E]=G-E-S; E. (i=II a IX)=Comp1ejoenzi
mático formado despues de] pasaje de} sustrato se
ñaïado. “



TABLA11.7.: Actividad de rodenasa inm0vi1izada iuego de 1a in
teracción con sus sustratos

UNIDADES/m1 x 103 ACTIVIDAD
= = = = REHANENTE

ENZIMA + 5203 + 5203 ‘ 5203 ' 5293 RESPECTO EI
+ CN' - CN' + CN“ - CN

+ buffer + buffer + buffer + buffer %

EI 5,53 . 0,54 0 100

EII 2,36 0,53 0 43

EIII 1,30 0,00 0 24

EIV 1,87 0,55 o 34

EVI 1,55 . 0,00 0 28

Elx 5,39 0,00 5,60 0 98

La determinación de actividad se reaiizó de acuerdo a 10 descrip
to en Materiales y Métodos. E _Ix: son aiicuotas de 1a enzima in
movilizada 1uego de ser sometida a las reacciones detaliadas en
las secuencias 1-3.

Los resuitados de esta experiencia se encuentran detalia
dos en 1a Tabia II.7. y Figura 11.25.. E1 pasaje de cianuro so

bre EI iiberó e] producto suifocianuro debido a que 1a enzima
habia sido inmovilizada en presencia de tiosuifato 1 mH(Eluido
IV). Ademásparte de] cianuroagregado quedó retenido en 1a enzi

ma ya que por incubaciónde] complejo ¿IV en presencia de tiosuï
fato se obtuvo producto. Sin embargo e] tratamiento de EIV con
tiosuïfato no produjo cantidades significativas de sulfocianuro
indicando que e] cianuro retenido no es liberado por acción de]
tiosuïfato.
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flfiURA11.25.: Gráfico de eiución de suifocianuro fo:
mado en 1as secuencias 1-3
La determinación de suifocianuro se reg
iizó de acuerdo a 10 descripto en Mate
riaies y Métodos.
Eluído II-IX son ios voiümenes recogidos
de ias coiumnas detaiiadas en ias se
cuencias 1-3.

E1 compiejo EVtratado con cianuro (EVI) iiberó cantida
des importantes de producto (Eluido VI); pero 1a incubación de
EVI con tiosuifato no formó sulfocíanuro, sugiriendo que ei azu
fre de] compiejo EVhabia sido captado por e] cianuro formando
y eiuyéndose e] compuesto correspondiente, sin quedar retenido
sobre 1a superficie de 1a enzima.

- Squgpcia_g: CN', CH', 5203”

Para corroborar e] mecanismo postulado según e] cua] e]
cianuro quedaria retenido sobre 1a enzima sin capacidad de dar
productopor incubación en presencia de tiosuifato, se decidió
hacer reaccionar El con cianuro 50 mM,iavar ei compiejo obteni



Ir."tu)

actividad de rodenasa en cada etapa en-presencia y ausencia de
los sustratos. En ios eiuïdos recogidos se investigó iaprescncia
de ios productos de reacción.

En todos ios casos se efectuaron ios controies reSpecti
vos empieando ge] de Sepharbsa 4 B sin,tratar.

- Secuencia 4: 503:, 5203= + cu'

En ia Figura 11.26. se detaHa 1a secuencia de reactivos

agregados para estudiar e] efecto de] suifito.

Secuencia 4:

El Ex 5205= EX!

SO,NC12 +_c__N_;

Eluido X Eluido XI

FIGURA11.26.: Efecto de] suifito. 
- Se esquematiza ia secuencia empiea

da para estudiar e] efecto de] suT
fito. E = G-E-S. E (i=X y XI)=Coñ
piejo enzimático formado deSpués _
dei pasaje de] reactivo indicado.

En 1a Iagla 11.8. se describen ios valores obtenidos cuan
do ei compiejo G-E-S (1 m1 ge] resuspendido) se trató primero con
suifito (12 umoies) y iuego con 1a mezcia de sustratos (2 mmoies
de cada uno de eiios).

La interacción de] suifito con 1a enzima inmoviiizada
causó una inhibición de 1a actividad de rodenasa medida en presen
cia de ambos sustratos como asi también una disminución en ia cg



pacidad de reacción de] compiejo G-E-S determinada oor incuba

ción con cianuro (EI = 540 unidades/m1; EX = 200 unidades/mi).
E1 posterior pasaje de ios dos sustratos revirtió ia inhibición
producida por suifito e inciuso aumentó 1a actividad de 1a pro
teina insoiubiizada. En e] eiuido XI se detectó formación de
producto por acción de 1a rodena sa luego de] agregado de ios
sustratos.

TABLA11.8.: Actividad de rodenasa inmoviiizada 1uego de 1a
interacción con suifito y ambossustratos

UNIDADES/m1 x 103 ACTIVIDAD REHANENTE

+ 5203= - 5203: - 5203= RESPECTO EI
ENZIMA + CN' + CN' - CN'

+ buffer + buffer + buffer %

EI 5,53 0,54 0 100

Ex 1,28 0,20 . 0 23

EXI 2,44 0 44

La determinación deactividad se
cripto en Materiaies y Métodos.
1a enzima inmoviiizada iuego de
descripto en e] texto. En todos
correcciones pertinentes debido
de producto (con roles).

- Secuencia 5: scn', 5203: + cu‘

reaiizó de acuerdo a 10 des
E = son aiicuotas de

X . .só? sómétida a1 tratamiento
los casos se efectuaron las
a 1a formación nc enzimática

En 1a Fiqura 11.27. se detaiiá 1a secuencia de reactivos
empieadaparaestudiar e] efecto

E1 agregado de suifocianuro sobre e] compiejz

de] suifocianuro.

G-E-S modi
ficó 1a actividaddei mismo cuando se ia midió en presencia de



ambos sustratos (Tabia JI.Q¿). Teniendo en cuenta, además,que
el tratamiento de EI con diversos compuestos produjo en todos
los casos descriptos una disminución de 1a actividad enzimática
mayor que 1a observada en este paso, podemos concluir que ei pa
saje de suifocianuro causó un aumento en 1a actividad remanente

de 1a enzima inmovilizada (EXII = 2.930 unidades/m1), sin modi
ficar sensibiemente 1a capacidad reactiva de] compiejo gei-enzi
ma-azufre determinado por incubación en presencia de cianuro.

Secuencia 5:

El

SCN'

FIGURA11.27.:

EEX" Shc»; EEXHI
+ CN.‘

EluídoX II Eluído XIII

Efecto dei suifocianuro.
Se esquematiza 1a secuencia em- .
pieada para estudiar e] efecto del
suifocianuro; E = G-E-S; E.
(i = x11 y x111 ) = compiejó enzi
mático formado después de] pasa
je de] reactivo indicado.



TABLA11.9.: Actividad de rodenasa inmoviiizada iuego de
1a interacción con suifocianuro y ambos sus
tratos

UNIDADES/m1 x io3 ACTIVIDAD REMANENTE

+ 5203: — 5203= - 520,: RESPECTO DE EI
ENZIMA + CN- + CN- _ CN

+ buffer + buffer + buffer Z

EI 5,53 0,54 o 100

EXII 2,93 0,44 o 53

EXIII 1,70 o 31

La determinación de actividad se realizó de acuerdo a 10 des
cripto en Materiales y Métodos. E I X = son aiicuoÏ
tas de 1a enzima inmoviiizada 1ue ó ¿é ser ¿ómetida a] trata
miento descripto en e] texto. En todos 105 caso se efectuaron
las correcciones pertinentes.debido a 1a formación no enzimá
tica de producto. _

Sin embargo, e] posterior tratamiento con 10s sustra
tos produjo una disminución de 1a actividad enzimática, sugi
riendo que 1a interacción de suïfocianuro con 1a rodenasa inmg
vilizada modificó e] sitio activo resultando finaimente una es
pecie enzimática menos activa. Posibiemente e] suifocianuro
deforma e] sitio de unión de 10s sustratos a1terando 1a entra
da correcta de 10s mismos en condiciones saturantes.



II.9. INTERACCION DE LA RODENASA CON DISTINTAS ENZIMAS

Hasta ahora no está definido e] principal ro] bioIógico
de 1a rodenasa. Una de Ias funciones más importantes que actual
mente se Te atribuyen, es su.capacidad de actuar comosuifotrans
ferasa frente a distintas proteínas aceptoras. En base a estas
consideraciones se decidió estudiar 1a actividad de suifotrans
ferasa de Ia rodenasa proveniente de Rp. paluótñió; para eilo se
ITevaron a cabo una serie de experiencias con 1as siguientes en
zimas suifhidriïicas: ALA-S, ALA-Dy maIato-deshidrogenasa(M-DH).

Dichas experiencias se reaiizaron utiiizando columnas de
2 cm de diámetro por 2 cm de aIto, conteniendo rodenasa inmoviïl
zada en presencia de tiosquato (5 m1 G-E-S resuSpendidos a1 do
ble de v01umen; 0,46 mg de proteina/m1 de ge] resuspendido) (E1).
En todos los casos 1a enzima se hizo reaccionar primeramente con
tiosuifato a 1a concentraciónóptima durante 30 minutos a tempe
ratura ambiente. Luego se Iavó con 10 volúmenes de buffer
Tris-CTH 0,05 H pH 8,7. A continuación se sembró Ia enzima en es
tudio en una concentración de proteina equivaiente a Ia de 1a rg
denasa inmoviiizada.

E1 sistema se eiuyó posteriormente con 5 volúmenes de]
mismobuffer, recogiéndose Ios eiuidos de 1a siguiente forma:

l

- 10 tubos de 0,5 m1

- 10 tubos de 2 mi

A todas 1as fracciones se ies midió 1a actividad corres
pondiente, proteinas y azufre Iábi].

Por último, 1a enzima inmovilizada en cada coiumna se hi
zo reaccionar con cianuro a 1a concentración óptima durante 30
minutos a temperatura ambiente.

Luego, 1a coiumna se Iavó con buffer Tris-CIH 0,05 H
pH8,7 recogiéndose los siguiente eiuidos:

- 6 tubos de 0,2 m1;

— TO tubos de 1 m1;

en todas las fracciones se midió suifocianuro.

En cada una de Ias etapas descriptas se tomó una aïícuo
ta de 1a enzima inmoviiizada y se Te determinó actividad de rode
nasa en presencia de ambossustratos (tiosuifato + cianuro), de



uno de ellos, o en ausencia de ambos.

En todos los casos se realizaron controles utilizando cg
lumnas con rodenasa inmovilizada sometida a las mismas secuen
cias de reacciones excepto que en lugar de sembrar las enzimas
(ALA-S, ALA-D,H-DH) se lavó con buffer. El sulfocianuro eluido
de esta columna,luego del pasaje de cianuro, se designará como
valor control.

Además, para determinar el efecto del estacionamiento a
temperatura ambiente sobre la actividad de las distintas protei
nas sembradas, se realizaron controles dejando una alícuota de
las mismas durante el tiempo de corrida (30 minutos) a 25 °C;

en ellos se midió la actividad enzimática correspondiente.

11.9.1. Interacción entre rodenasa y ALA-S

Debido a la interrelación entre el camino biosintético
del hemo y el metabolismo de sulfocompuestos y considerando a
demás el mecanismo de regulación Dropuestopara la enzima ALA-S
de Rp. aphcno¿dea según el cual la rodenasa estaria involucrada
en la degradación de un polisulfocompuesto activador del ALA-S
(descripto en los Capitulos III y IV; Nider de Xifra y col,
1976), se decidió investigar las consecuencias de la interacción
entre ambas enzimas.

En la Figura 11.28. se describe la secuencia de reacti
vos empleados para estudiar la modificación de la actividad de
ALA-Spurificada de Rp. ¿phenoidea por acción de la rodenasa.

En la Tabla II.l0. se detallan los valores de actividad,
cantidad de proteina y azufre lábil del ALA-Ssembrada y de la
fracción eluida luego de interaccionar con rodenasa. De ellos
podemos deducir que el pasaje de la enzima a través de la colum
na conteniendo rodenasa inmovilizada (G-E-S) produjo una dramáti
ca pérdida de actividad, concomitante con una disminución del
azufre lábil total que podria justificar la inactivación observa
da.

En la Tabla II.ll. se muestran las actividades de rodena
sa obtenidas en las distintas etapas descriptas en la Figura
11.23.
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FIGURA11.28.: Interacción entre rodenasa y ALA-S.
Se esquematizan 1as etapas segui
das para estudiar 1a acción de ro
denasa sobre 1a actividad de ALA-S
E = G-E-S; E. (i = 2, 3 y 4) = com
plejo enzimático formado en cada
etapa.

La fjgura 11.29. muestra e] suifocianuro e1uido,1uego
de] agregado de cianuro,por 1a coiumnade rodenasa inmovilizada
tratada con ALA-S.

E1 tratamiento de rodenasa inmovilizada (E1) con tiosul
fato, causó una disminución de] 47%de 1a actividad totaT resul
tado coherente con ias experiencias'descriptas en 1a Sección
II.8.1..

La interacción de E2 con ALAnSprodujo 1a incorporación
de azufre resuitando un compiejo enzimático (E,) cuya actividad
medida en presencia de ambos sustratos fue aigó mayor que 1a es
perada por 1a pérdida de actividad observada en ias experiencias
anteriores iuego de] pasaje de dos reactivos por 1a coiumna de
enzima inmoviiizada.

Por tratamiento con cianuro se obtuvo EAcuya actividad
fue menor (57%) que 1a de] contro] correspondiente, pero e] su]
focianuro eiuido por 1a coïumna tratada con ALA-Sfue considera
biemente mayor que e] medido en e] caso contro]. De estos resul
tados se puede postuiar que 1a interacción entre rodenasa y



ALA-Sproduce 1a incorporación de azufre en un sitio de 1a rode
nasa que rodifica 1a reactividad de] sitio activo, favoreciendo
la iiberat ón deuna mayor cantidad de producto (iuego de] pasa
je de cianuro) pero originando una especie enzimática menos ac
tiva. En estas consideraciones es importantetener presente que
ei ALA-Sutiiizada fue purificada de céiuias de Rp. ¿phenoidcá
crecidas a 1a iuz y que,por 10 tanto, contendrian principaimen
te ALA-Sde aita actividad.io cua] es congruente con ios datos
obtenidos.

TABLA11.10.: Actividad de ALA-S, proteinas y S iábii
iuego de 1a interacción entre rodenasa
y ALA-S

ACTIVIDAD PROTEINAS s LABIL

FRACCION DE ALA'S

UT mgT umoiesT

Sembrado 604,3 1,74 0,79

Control 30' a T amb. 188,2

Eiuído 6,9 1,79 0,63

Las determinaciones de actividad, proteinas y S iábii
se efecuaron de acuerdo a ias técnicas descriptas en
Hateriales y Métodos. La enzima ALA-Sse purificó a
partir de Rp. ¿phenoLdeó según se especifica en Mate
riales y Métodos.



TABLAII.1L: Actividad de rodenasa inmovilizada luego de su in
teracción con ALA-S

UNIDADES/ml x 103 ACTIVIDAD
= = = _ o = REMANENTE

+ 5203 ' 5203 + 5203 52_3 RESPECTO EI
ENZIMA + CN' + cn“ - CN“ - CN

+ buffer + buffer + buffer + buffer %

E] 5,16 0,60 0,00 0,00 100

E2 2,72 0,56 0,00 0,00’ 53

E3 2,00 0,38 0,00 0,00 39

E4 1,04 0,22 0,l6 0,43 20

Control 1,84 0,00 0,00 0,00 36

La determinación de actividad enzimática se realizó de acuer
do a las técnicas detalladas en Materiales y Métodos.
E = G-E-S; E. (i = 2, 3 y 4) = complejo enzimático ‘ormado
luego de cada‘etapa descripta en la Figura 11.28. Control:
complejo enzimático formado luego de pasaJe de tiosulfato,
buffer y cianuro a través de la rodenasa inmovilizada.

11.9.2. Interacción entre rodenasa y ALA-D

La enzima ALA-D, también involucrada en el camino biosin
tético del hemo, cuyas propiedades fueron descriptas en el Capi
tulo II,-posee grupos -SH en el sitioactivo fundamentales para
su actividad. En la intoxicación por plomo dichos grupos sulfhi
drilos están bloqueados y su actividad sensiblemente disminuida.
Considerando la capacidad de sulfotransferasa de rodenasa se de
cidió estudiar el efecto de la interacción entre rodenasa y
ALA-Dy la posibilidad de revertir la acción inhibitoria del Pb.
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FIGURA11.29.: Estudio compi
rativo de] sul
focianuro 1ibg
rado por 1a r9denasa tratada
con ALA-S.
La determina
ción de sulfo
cianuro se reg
lizó según se
describe en Hg
teriaïes y Hé
todos. Coïum
na control: ro
denasa inmoviÏ
lizada tratada
con tíosuïfato,
buffer y cianu
ro. Coïumna _
tratada con
ALA-S: rodena
sa inmoviïiza
da y sometida
a 1a secuencia
tiosulfato,
ALA-S y cianu
ro.
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En 1a Figurajl¿gg¿ se describe la secuencia utiiizada
para investigar 1a modificación de 1a actividad de ALA-Dpurifi
cada de eritrocitos de conejos normales (ALA-DN)e intoxicados
por Pb (ALA-pr), por acción de la rodenasa.

Ei Ez Es Es

5,0; ALA-DNu CN" u
Eluído ALA-DN

E1 Ez E7 Ea

520; ALA-DPb CN' _

Eluído ALA'Dpb

FIGURA11.30.: Interacción entre rodenasa y ALA-D.
Se esquematizan ias etapas seguidas
para estudiar 1a acción de rodenasa
sobre 1a actividad de ALA-Dpurifica
da de eritrocitos de conejos norma-
1es (ALA-DN) e intoxicados por piomo
(ALA-pr). E1 = G-E-S; E.(i=2,5, 6,
7 y 8) = comp1ejo enzimático formado
en cada etapa.
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En 1a Iagla_ll.12. se muestran 1os va1ores de actividad
enzimática, cantidad de proteina y azufre 1ábi1 de1 ALA-DNy

ALA-DPbsembradas y de 1as fracciones e1uidas 1uego de 1a inte
racción de ambas con rodenasa. De e11os se deduce que e1 ALA-DN

perdió un 89%de su actividad mientras que 1os nive1es de

ALA-DPb
res que 1os de 1a enzima ais1ada de eritrocitos norma1es y pasa

que eran no detectab1es se incrementaron a va1ores mayo

da por 1a co1umna de rodenasa. Las fracciones e1uidas en ambos
casos contenían mayor cantidad de azufre 1ábi1.

TABLA11.12.: Actividad de ALA-D, proteinas y,S 1ábi1 1uego
de 1a interacción con rodenasa

ACTIVIDAD PROTEINAS s LABIL
DE ALA-D

FRACCION UT mgï umoïesï

N Pb N Pb N Pb

Sembrado 125,9 0,00 .4,73 2,90 0,62 0,45

Contro1 30' a T amb. 104,7 0,00 - 

E1uïdo 14,3 31,24 11,77 5,38 1,62 1,16

Las determinaciones de actividad, proteinas y S 1ábi1 se e
fectuaron de acuerdo a 1o descripto en Materia1es y Métodos
N: AtA-p purificada de conejo norma1; Pb: ALA-Dpurificada de
CODEJOintox1cado por Pb. Ambas enzimas se purificaron de a
cuerdo a 1a técnica descripta en Hateria1es y Métodos.



En 1a Tabia 11.13. se.detaï]an los vaiores de activida
de rodenasa obtenidos en las distintas etapas descriptas en la
Figura II.30.

TABLAII.13.: Actividad de rodenasa 1uego de su interacción

con ALA-DN y ALA-DPb

UNIDADES/m1 x 103 ACTIVIDAD

ENZIMA + 5203= + 5203= — 5203: a 5203=r REMANENTE

+ CN' — CN’ + CN' - CN' RESPECTO E1

+ buffer + buffer + buffer + buffer z

E1 5,16 0,00 0,60 0,00 100

E2 2,72 0,00 0,56 0,00 53

E5 4,04 0,00 0,44 0,00 78

E6 0,36 1,00 . 0,80 0,20 7

E7 3,32 0,00 0,32 0.00 64

E8 0,16 1,84 0,76 0,92 3

Contro] 1,84 0,00 0,00 0,00 36

La determinación de actividad se reaïizó según se describe en
materiaies y Métodos. E = G-E-S; E. (i = 2, 5, 6, y 8) =
compiejo enzimático fornado Iuego de cada etapa descripta en
la Figura II.30.. Contro]: compïejo enzimático formado luego
de] pasaje de tiosulfato, buffer y cianuro a través de 1a ro
denasa inmoviiizada.



La Figura_lj.31; muestra e] suïfocianuro eïuido luego
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de] pasaje de cianuro por las coïumnas de rodenasa tratadas c0n
ambas preparaciones de ALA-D.

:-" U1

l

10 
nmolesSCN'x103

Columna Columna Columna‘
control tratada tratada

FIGURA11.31.: Estudio comparativo
de] suïfocianuro 11
berado por 1a rode
nasa tratada con
ALA-D.
La determinación de
sulfOCÍanuro se rea
Iizó según se des
cribe en Materiales
y Métodos. Coiumna
contro]: rodenasa
inmovilizada trata
da con tiosuifato,
buffer y cianuro.
Coïumna tratada con
ALA-DN o ALA-D :
rodenasa inmovgqizg
da y sometida a 1as
secuencias descrip
tas en 1a Figura11.30
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E1 pasaje de ALA-DNo ALA--DPba través de 1a rodenasa
inmoviiizada (E1) y tratada con tiosuifato (E2) produjo formas
enzimáticas (E5 y E7) con actividad de rodenasa mayor que E2.
Esto podria interpretarse suponiendo que e] ALA-Dactuó como un
aceptor de azufre creándose una situación anáioga a 1a descrip
ta en 1a sección 11.8.1.

Ei pasaje de cianuro por ambas coiumnas iiberó cantida
des importantes dei producto suifocianuro, muchomayor a1 obte
nido en e] caso contro]. Sin embargo, ios compiejos enzimáticos
resuitantes E6 y E8 mantenían solamente un 7%y 3% de su activi
dad origina] cuando eran incubados en presencia de ambos sustra
tos.Pero 1a formación de producto era significativa si dichos
complejos enzimáticos se incubaban con cada sustrato por separa
do o aün en ausencia de ios mismos, indicando que evidentemente
se encuentran retenidos en aigün sitio de 1a proteina, 10 cua]
podria provocar ciertas deformaciones de] sitio activo, de mang
ra que cuando se incubara 1a enzima en presencia de ambos sustra
tos, se produciría como una sobrecarga de ios mismos, no se po
dria recuperar 1a conformación óptima y en consecuencia 1a acti
vidad seria menor.

11.9.3. Interacción entre rodenasa y M-DH

La malico-deshidrogenasa (M-DH)pertenece a1 grupo de
las ferrosuifoproteinas mitocondriaies que requieren azufre pa
ra manifestar su máximaactividad enzimática. Comose describió
en la sección V.6.3. 1a rodenasa aislada de higado bovino es ca
paz de modificar 1a actividad de M-DHen presencia de tiosuifa
tosactuando en este caso comosuifotransferasa.

En base a estos antecedentes de decidió investigar 1a
interacción entre rodenasa inmoviiizada y M-DHpurificada de müg
cuio pectora] de paloma.

En 1a Figura 11.33; se describe 1a secuencia utiiizada
para estudiar dicha interacción.

En 1a Tabia II.14. se detaiian ios vaiores de actividad
enzimática, cantidad de proteina y azufre iábii de M-DHsembra
da y de 1a fracción eiuida 1uego de] pasaje a través de 1a co
lumna de rodenasa inmovilizada. De estos datos se deduce que 1a



M-DHpierde un 84% de su actividad origina] concomitantemente
con una disminución de] 8 % de su contenido de azufre iábii.

E31 EE E33 E51

5103: M-DH CN

E lUídO M_D H

FIGURA11.32.: Interacción entre rodenasa y
M-DH.
Se esquematizan 1as etapas se
guidas para estudiar 1a acción
de rodenasa sobre 1a actividad
de M-DHpurificada de múscuio
pectora] de paloma. E = G-E-S;
E. = (i = 2, 9 y 10) l compie
56 enzimática formado en cada
etapa

En 1a Tab1a 11.15. se muestran ios vaiores de activí
de rodenasa obtenidos en ias distintas etapas descriptas en la
figura 11.32.

La Figura 11.33. muestra e] suifocianuro eiuido 1uego
de] pasaje de cianuro por 1a coiumna de rodenasa tratada con 1a
soiución de M-DH.

De todos eStos datos se comprueba que e] pasaje de máii
co-deshidrogenasa por 1a coiumna conteniendo rodenasa inmoviii

zada produjo una forma enzimática (E9) de mucha mayor actividad
que 1a origina] (E1). Además E9, incubada únicamente en presen
cia de cianuro, formó mayor cantidad de produ ño (1.120 nmoies
de suifocianuro/mi), indicando ésto que e] cc pÏej0 enzimático
E9 retenia más azufre que e] compiejo G-E-S. E1 tratamiento con
cianuro y ias posteriores incubaciones de 1a nueva forma enzimá



tica obtenida (E10) en presencia de ambos sustratos o de cada
uno de eïïos permitió comprobar que e] cianuro también quedaba
retenido formando un compiejo enzimático intermedio, ya que por

incubación de E10 en ausencia de este sustrato se obtenía aita
actividad (1.920 nmoïes SCNï/ml). Inciuso por incubación de E10
en ausencia de ambos sustratos se detectó producto, avalando és
to 1a formación de un compiejo enzimático, que actuaria como in
termediario conteniendo azufre y cianuro en su estructura.

TABLA11.14.: Actividad de M-DH, proteinas y S lábiï
Iuego de 1a interacción entre rodenasa y
M-DH

ACTIVIDAD PROTEINAS s LABIL
-DE7H-DH

FRACCION

UT mgT umoiesT

Sembrado 66,0 3,35 1,61

Contro] 30' a T amb. 66,0

Eiuido 10,9 2,43 9,30

Las determinaciones de actividad, proteinas y S 1ábi1
se efectuaron de acuerdo a lo descripto en Materiaïes
y Metodos. ' ’



TABLA11.15.: Actividad de rodenasa 1uego de su interacción
con M-DH

3
UNIDADES/m1 x 10 ACTIVIDAD

. = = = Q o = REHANENTE
+ 5203 + 5203 - 5203 ' v2 3 RESPECTO E1

ENZIMA + CN' — cn' + CN" - CN

+ buffer + buffer + buffer + buffer Z

E] 5,16 0,00 0,60 0,00 100

E2 - 2,72 0,00 0,56 0,00 53

E9 6,80 0,00 1,12 0,00 131

E10 4,40 1,92 0,84 1,30 85

Contro1 1,84 0,00 '0,00 0,00 36

La determinación de actividad se rea1izó segün se describe en
Materiaïes y Métodos. E = G-E-S; E. (i = 2, 9, 10) = comp1e
jo enzimático formado 1uego de cada etapa descripta en 1a Fi

ura 11.321. Contro1: compïejo enzimático formado 1uego deT_
pasaje de tiosu1fato, buffer y cianuro a través de 1a rodenasainmovi1izada.

E1 su1focianuro e1uido 1uego de1 tratamiento con cianuro
fue superior a1 obtenido en e1 caso contro], justificando también
este dato que e1 azufre cedido por 1a M-DHfue captado por 1a rg
denasa formando un comp1ejo estable.
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La rodenasa puede asociarse con hierro-suifoproteinas
dando compiejos no covaientes, con alteración de su estructura
y probabiemente de su sitio activo, afectándose especialmente
1a capacidad apoiar de] mismo (Voiini y co], 1977; Horowitz y
Criscimagna, 1983). La modificación de 1a apoiaridad de] sitio
activo produce cambios en 1a actividad de 1a enzima (Horowitz
y Criscimagna, 1983).

Es por 10 tanto probabie que 1a M-DHretenida por 1a
coiumna de rodenasa inmoviiizada (disminución de 1a proteina e
]uida, Tabla 11.14.) se haya asociado a 1a misma, a través de
interacciones apoiares, produciendo una nueva estructura de ma
yor capacidad cataiitica.

y

Si hacemos extensivo este mismo razonamiento a 10 obser
vado en ei caso de] pasaje de] ALA-Da través de 1a coiumna de
rodenasa, recordemos que se eiuia mayor cantidad de proteina, de
manera que podria haber sucedido que parte de 1a rodenasa se hu
biera disociado y hubiera eiuido unida a1 ALA-D.



II. 10. CONCLUSIO ES

- Se determinaron ias condiciones óptimas para 1a extracción y
medición de actividad de rodenasa en Rp. paiuótnis.

- Se investigó 1a presencia de rodenasa en 1as distintas fraccio
nes obtenidas 1uego de sonicar e] tejido y someterio a una cen
trifugación a 25.000 x g, comprobándose que 1a enzima se encon
traba fundamentaimente en 1a fracción sobrenadante.

Se desarrolió una metodoiogia que permitió obtener una enzima
purificada 24 veces.

- Por pasaje a través de una coiumna de Sephadex 9-100 se comprg
bó que 1a rodenasa proveniente de Rp. patuótnió tenia un PMde
16.500;

- Se determinaron ias condiciones para inmoviiizar 1a enzima so
bre ge1es de Sepharosa 4 B estabieciéndose que e] agregado de
tiosuïfato de sodio 1 mMdurante el procesocr acopïe, era re
quisito fundamenta] para obtener una preparación inmoviiizada
activa,

--Se anaïizó 1a estabiiidad de] compïejo gel-enzima en función
de1 tiempo de estacionamiento v de] uso repetido de una mismau

fracción enzimática.

Se efectuó un estudio comparativo de 1a rodenasa soiuble e in
soïubiiizada con respecto a concentración proteica, tiempo,
temperatura y pH óptimos de incubación.

- Se reaïizó e] estudio cinético de 1a enzima soiubie, obServán
dose y ana1izándose detaiiadamente efecto inhibitorio a eievg
das concentraciones de ambossustratos; e] producto sulfito
también resuitó inhibidor , mientras que e] agregado de] otro
producto de 1a reacción (suifocianuro) a] sistema de incubación
aumentó 1a veiocidad de] mismo.
La enzima presentó un comportamiento michaeïiano.
En base a Ios resultados obtenidos se podria postular que 1a
reacción cataiizada por rodenasasigue un mecanismo ping-pong
con una forma enzimática estabie (E) y otra inestabie (E-S).

- Sobre 1a rodenasa inso1ubi1izada se efecuaron estudios ciné
ticos simiïares a ios descriptos en e] párrafo anterior. Se
comprobóque estaenzima presentaba un comportamiento distinto,
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pues era sigmoideo con cooperatividad positiva para ambos sus
tratos.

Con 1a enzima inmovilizada se reaiizaron experiencias para
tratar de determinar 1a secuencia de reacción de los sustratos
y además aisïar posibles intermediarios. Con los datos obteni
dos se postuïa un probable mecanismo quimico de 1a reacción.

Para estabiecer e] verdadero ro] bioiógico de 1a rodenasa se
reaiizaron estudios tendientes a confirmar su actividad de
suïfotransferasa y en función de ésta, su capacidad para modi
ficar 1a actividad de tres enzimas suifhidrilicas: ALA-S,
ALA-D y M-DH.
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III. RODENASA DE ERITROCITOS HUMANOS

Considerando que en 1as porfirias ocurren fa11as enzi
máticas primarias especificas para cada tipo y que existe.ade
más, genera1mente, un aumento secundario de1 ALA-S,se decidió
investigar 1a posib1e existencia de una corre1ación entre ALA-S
y rodenasa en organismos anima1es, emp1eandoeritrocitos de in
dividuos norma1es y pacientes con diferentes c1ases de porfi
rias. Para estos fines fue necesario determinar previamente 1as
condiciones óptimas para 1a determinación de rodenasa en eritrg
citos humanos.

III.1. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA LA MEDI

CION DE RODENASA EN SANGRE

lII.1.1. Concentración proteica

Se estudió e1 efecto de 1a concentración proteica em
p1eando sangre de individuos norma1es (en este caso, mujeres a
du1tas).

Los eritrocitos hemoLizados por conge1amiento y descon
ge1amiento se di1uyeron 5, 10, 15 y 30 veces, con buffer Tris 
C1H 0,05 M pH 7,4.

Los va1ores de actividad obtenidos se representan en 1a
Figura III.1,;1a di1ución 1/15 resu1tó 1a más práctica para 1as
determinaciones de actividad y fue 1a utilizada en todas 1as e;
periencias posteriores.

III.1,2. Tiempo óptimo de incubación

Uti1izando 1a di1uci6n 1/15 para 10s eritrocitos hemo1i
zados,de varias mujeres norma1es, se incubó 1a enzima a intervg'
1os variab1es ,30, 60, 90 y 120 minutos).

Se observó que existia una re1ación 1inea1 entre 1a fo:
mación de producto y e1 tiempo creciente de incubación, adoptan
dose e1 periodo de 30 minutos como tiempo standard de incuba
ción (511231 ULL.)
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FIGURA111.1; Efecto de 1a concentración proteica.
Los GRse hemoiizaron por congelamiento y descon
gelamiento, 3 veces. La dilución se efectuó con
buffer Tris-CIH 0,05 M pH 7,4. Las mediciones de
actividad se reaiizaron de acuerdo con las técni
cas descriptas en Materiaïes y Métodos.

III.1.3. Estabiiidad de rodenasa por estacionamiento de gïóbu
Ios rojos

Se investigó 1a estabiïidad de 1a enzima por estaciona
miento de 105 eritrocitos provenientes de hombres y mujeres man
tenidos a -20 °C 1uego de hemoiizarios o bien Iuego de diiuir
e] hemoïizado (diïución 1/15).

En 1a Figura III.3.puede verse que es más conveniente,
si fuera necesario, congeïar Ios gióbulos rojos hemoiizados sin
diiuir, ya que en estas condiciones 1a enzima presenta mayor es
tabiiidad.
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FIGURA111.25 Efecto de] tiempo de incubación.
Las condiciones experimentaïes y técnicas uti
ïizadas son 1as deta11adas en e] texto y en Ma
teriaies y Métodos. _

IIIJ,4- Determinación de las concentraciones óptimas de Ïos sus
tratos. Cinética de la reacción

Se determinó 1a velocidad de formación de] producto sul
focianuro en función de 1a variación de 1a concentración de uno
de Ios sustratos (entre 1 y 150 mM)y manteniendo 1a de] otro
constante (50 mM). .

Las Fiquras IIIA y III.S muestran 1as curvas obtenidas
cuando ei sustrato variabie utiïizado fue 3203: y CN'. En ambos
gráficos puede observarse inhibición por sustrato 1uego del pun
to de saturación, más pronunciada y rápida para ei cianuro. Am
bas curvas son de] tipo michaeliano, esto fue corroborado por
1a 1inea1idad de sus gráficos de dobïes recíprocas. A partir de
e1105 se ca1cu1aron Ios vaïoresde Kmy Vmax(Tabia IIIJ.). Es



tas experiencias se hicieron con sangre proveniente de dos indi
VldUOSdistintos, obteniéndose los mismos valores de Vmaxy Km
para ambos sustratos.

l l l

_IGURA 111.3;

5 10 15 20

Tiempo (días)

Estabilidad por estacionamiento.
Se mantuvo la sangre hemolizada, congelada a
-20 °C proveniente de: Mujer: diluida (l/lS) ( o)
y sin diluir ( o) Hombre: diluida (l/lS) ( Ü) ysin diluir ( I).
Las mediciones se realizaron de acuerdo con lo des
cripto en Materiales y Métodos.
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[lgURA IIL41: Cinética de rodenasa en función de 1a concentración de tiosuifato.
La concentración de cianuro se mantuvo cons
tante (50 mM).Las mediciones de formación —
de producto se realizaron de acuerdo a 10
detaiiado en Materiaies y Métodos.
(v):nm01es SCN'x 103/30'; (5203"): mM
Km: 20 mM; Vmax: 33 umoies SCN'/30'

IILZ. ACTIVIDAD DE RODENASA Y ALA-S EN ERITROCITOS DE INDIVI

DUOS NORMALES Y PORFIRICOS

Para determinar e] posibie ro] regu1atorio de rodenasa
sobre ALA-Sy de este modo 1a interconexión entre e] camino me
tabóïico de los suifocompuestos y 1a biosintesis de] hemo, se
estudiaron ios niveies de ambas enzimas en individuos norma
les y porfiricos.
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FIGURA111.2: Cinética de rodenasa en función de 1a concentración de cianuro.
La concentración de tiosuifato se mantuvo
constante (50 mM). Las determinaciones de
actividad se reaiizaron de acuerdo a materiales y Métodos. (v):nmo]es SCN x 10 /3D'
CN"): mM. Km: 20 mM; Vmax 33 umoies SCN’/30'

111.2.1. Actividad de rodenasa en hombres y mujeres normales

Estabiecidas 1as condiciones óptimas para 1a detección
de rodenasa, se reaiizaron mediciones de 1a actividad de esta
enzima en eritrocitos de mujeres y hombres adultos normaies. La
Figura III.6.muestra Ios resuitados obtenidos; e] vaior medio
haiiado para mujeres es 127 nmoles SCN7mgproteina y para hom
bres 112 nmoles SCN'/mg proteina.



IABLA111.1; Parámetros cinéticos para rodg
nasa

SUSTRATO VARIABLE

PARAMETRO CINETICO S2.03: CN

Vmax 33 33

(umoies SCN'/30 min)

Km '(-mM) 20 29

Los vaïores de Kmy Vmax fueron determinados
a partir de 105 gráficos de Lineweaver-Burk
reaiizados conios datos de veiocidades mostra
dos en ias curvas de saturación (Figuras III.4.
X 111.5).

III.2.2.Actividad de rodenasa.en hombresy mujeres con distin
tas porfirias

Se efectuaron estudios con numerosos pacientes adultos,
de ambos sexos, con diferentes tipos de Porfirias; de todos 10s
vaïores obtenidos se pudo comprobar que en ios casos de PCT,
PAI, PV e intoxicación con Pb Ios niveies de actividad media de
rodenasa fueron significativamente menores que ias medias norma
1es correspondientes, mientras que para los pacientes con PPE,
1a media fue de] mismo orden que e] vaïor norma] (Fiqura IILQL).

III.2.3.Actividad de ALA-Sen individuos normales y porfiricos

Comoya se mencionó previamente,.para tratar de estabig
cer aiguna reiación entre niveies de rodenasa y ALA-S,se estu
diaron simultáneamente ios vaiores de actividad de ALA-Sen 1a
sangre de] mismo grupo de individuos a Ios cuales se 1es midió
actividad de rodenasa.
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FIGURA 111.63 Actividad de rodenasa en individuos normaies.
Las determinaciones de actividad se reaïizaron
según ios procedimientos detaiiados en Materia
les y Métodos.
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Actividad de rodenasa en individuos porfiricos.
( o) mujeres; ( e) hombres; (——)media nor
ma]; (--) media porfiricos. —
Las determinaciones de actividad se reaïi
zaron de acuerdo a ios procedimientos des
criptos en Materiales y Métodos.



328

De iosdatos descriptos en 1a Tabia 1112. puede compro
barse que en PCT, PAI, PV e intoxicación por p10mo,1a activie
dad de 1a enzima ALA-Sestaba aumentada, resuitando iiamativo
que en PPE 10s niveies eran normaies.

TABLAIILgL: Actividad de ALA-S en
individuos normaies y
oorfiricos

INDIVIDUOS ALA‘S
nmoies ALA/h/mg

Normaies .0,270

PCT 30,500

PAI 4,050

PV 2,700

PPE 0,269

Pb ' 1,350

La determinación de actividad de
ALA-Sse reaiizó según 10s procedi
mientos descriptos en Materiales y
Métodos.

Es muy interesante un análisis comparativo de todos es
tos datos, por cuanto se compruebaque existiría una correiación
entre las actividades de rodenasa y ALA-S, ya que en todos aque
lios casos en Ios cuaies se detecta un incremento de esta últi
ma, existe una correspondiente disminución de 1a rodenasa; apo
yando esta teoria, se encuentra además, que en 1a PPE, en 1a
cua] no se observa variación en 1a actividad de ALA-S, tampoco
hay modificación en los niveies de rodenasa.
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Estos resuitados permitirían postuiar que también en
organismos animaies podria operar un mecanismo de contro] de
1a actividad de ALA-Sinterconectado con enzimas de] metaboiis
mo de] azufre, similar a1 propuesto para Rp. ¿phenoádeó (Wider
y co], 1976).

Si aceptamos que uno de 10s roles de 1a rodenasa es de
gradar suifocompuestos, que éstos son activadores de] ALA-Sy
reSponsabies de ios incrementos de actividad observados en ios
casos de porfiria, ios bajos vaiores de rodenasa haiiados en
sangre de pacientes que padecen estas enfermedades serian cohe
rentes con una baja degradación de] activador de] ALA-Sy por
ende, con un aito vaior de 1a actividad de esta enzima.
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111.3. ESTUDIO COMPARATIVO DE RODENASA AISLADA DE ERITROCITOS

DE INDIVIDUOS NORMALES Y PORFIRICOS

Con e] objeto de justificar ias diferencias en 105 nivg
1es de rodenasa haliados en individuos normaies y porfiricos,se
decidió encarar un estudio comparativo de esta enzima aisiada y
purificada a partir de eritrocitos de individuos normaies y de
una paciente con porfiria aguda intermitente.

III.3.1. Purificación de rodenasa de gióbuïos rojos humanos (GRH)

- Tratamiento con soiventes orgánicos

La primera etapa de 1a purificación se reaiizó de acueg
do con e] método de Bustos y co] (1980). Para ello, Ios GR se
lavaron con soïución fisioiógica y se 11evar0n a pH 8, con
NHHOHconcentrado. Luego se ies agregó una mezcia fria (a -20 °C)
de n-butano] y cioroformo (1:0,4 v/v) en 1a reiación de 1 voiu
men de GR a 0,2 voiümenes de mezcïa, con agitaCión mecánica con
tinua.

Se continuó agitando durante 15 minutos manteniendo 1a
temperatura entre 4- 6 °C. ‘

La mezcia resuitante se dejó 60 minutos en reposo y ïug
go se 1a centrifugó a 24.000 x g durante 20 minutos. E1 sobre
nadante fue diaiizado durante 20 horas con buffer fosfato de
sodio 0,01 MpH 6,8 (1:200 v/v). Mediante este tratamiento se
eliminó airededor de] 96%de 1a hemogïobina obteniéndose una ro
denasa purificada 24 veces.

- Fraccionamiento con sulfato de amonio

E1 sobrenadante dializado se fraccionó con suifato de a
monio. Comprobándose que 1a fracción 45-65% de saturación conte
nia 1a máximaactividad especifica de rodenasa. Esta fracción
contenía a 1a enzima purificada 67 veces, con un rendimiento de]
50%respecto de] contro].

En 1a [abia III.3L se resumen los resuïtados obtenidos.



TABLAIII.Q¿: Purificación de rodenasa de GRHN

FRACCION VOL. U/mi x 103 uf x 163 mg PROT/ml ACÏiEÉP' PURIF. REND.1X

Control 44.0 31.88 1.403 259.07 0.123 i ioo

Dializado 22.5 48.20 1.035 16.34 2,950 24 7o

45-65% 4.o 175.75 703 21.47 8.186 67 50

Contro]: GRhemoiizados por 3 sucesivos congeiamientos.
Diaiizado: es e] sobrenadante de] tratamiento con soiventesorga
nicos yposterior diáiisis. Las determinaciones de actividad y
contenido de proteinas se rea1izaron según se detaiia en Mate
riaies y Métodos.

III.3.2. Comparaciónde] peso moiecuiar de 1a rodenasa purifi
cada de GRde individuos normaies y porfiricos

E1 precipitado obtenido iuego de 1a purificación de 1a
enzima por fraccionamiento con sulfato de amonio,se resuspendió
en buffer Tris-CiH 0,05 M pH 8,7 y se sembró en una coiumna de
Sephadex G-iOO, eiuyéndose con buffer Tris-CIH 0,05 M pH 7,5,
se recogieron fracciones de 2,5 mi y a cada una de eiias se ies
determinó actividad enzimática y contenido de proteinas.

En 1a Figura 111.8. puede verse 1a curva de elución co
rreSpondiente a 1a enzima purificada a partir de sangre de per
sonas normaies. Se obtuvo un único picode actividad correspon
diente a un peso moiecuiar de 33.000.

Las Fiquras III.9. y III.10. muestran los perfiles de
lución para 1a enzima purificada de sangre de pacientes con po
firia cutánea tarda (PCT)y porfiria aguda intermitente (PAI),
respectivamente. En ambos casos se obtuvo también un único pico

E

E

y ios pesos moiecuiares, caicuiados de 1a curva de caiibración
correspondiente (Figura III.11.), resuitaron ser: 28.000 para
PCT y 33.000 para PAI.
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FIGURAIII.8.: Curva de elución de rodenasa de GRHN.
La fracción enzimática obtenida por fraccio
namiento con suifato de amonio se mantuvo
a -20 °C durante 8 dias, sembrándose ïuego
50 mg de proteina en 1a columna de Sephadex
6-100.
La eïución se reaiizó con buffer Tris-HC]
0,05 H pH 7,5; recogiéndose fracciones de
2,5 m1. Las determinaciones de proteina y ag
tividad se efectuaron de acuerdo con 105 pro
cedimientos deta11ados en Materiaïes y Méto
dos. 
( 0) Unidades/m1;( A) mq prot/m1 por Lowry

(1951); ( A) m?'prot/m1 por Harburg yChristian (194 )

Prat(mg/ml)
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FIGURAIII.9.: Curva de e1ución de rodenasa de GRHde un pacien
te con PCT.
La fracción enzimática obtenida por fraccionamien
to con suifato de amonio n mantuvo a -20 °C du
rante dos dias, sembrándo.c 1uego 10 mg de pro
teina en 1a coïumna de Sephadex G-100. La eiución
se reaiizó con buffer Tris-CiH 0,05 MpH 7,5; re
cogiéndose fracciones de 2,5 m1. Las determina
ciones de actividad y proteinas se reaiizaron de
acuerdo con 10s procedimientos detaiiados en Ha
teriaies y Métodos.
( 0) Unidades/m1; ( A) mg.orot./m1 por Lowry

¿19513; ( A) mg prot/m] por Harburg y Christian1941 .
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FIGURAIII.10.: Curva de e1ución de rodenasa de GRHde un pa
ciente con PAI
La fracción enzimática obtenida por fracciona
miento con sulfato de amonio se mantuvo a -20 °C
durante 7 dias, sembrándose ïuego 30 mg de pro
teina en 1a columna de Sephadex 6-100. La e1u
ción se reaiizó con buffer Tris-CIH 0,05 M
pH 7,5; recogiéndose fracciones de 2,5 m1. Las
determinaciones de proteinay actividad se efec
tuaron de acuerdo con 10s procedimientos deta
11ados en Materiaies y Métodos.
(0) Unidades/m1; (A ) mg prot/m1 por Narburg yChristian (1941).
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FIGURAIII.11.: Curva de caïibracíón para 1a determíng
ción de peso moïecular por una co1umna
de Sephadex 6-100.
Se ca1ibró 1a coïumna (50 cm de 1argo;
2,8 cm de diámetro) de Sephadex 6-100
(v = 205 m1) de acuerdo con 10 deta
11ado en Materiales y Métodos, empïeag
do: b1ue-dextrano, seroaïbümína ( o)
ovoaïbümina ( 0) y citocromo ( A).
Se utiïizó Tris-CIH 0,05 M pH 7,5 como
buffer de elución y un fïujo de
40 m1/h.
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La purificación obtenida por Sephadex G-100 respecto
de] sembrado fue de aproximadamente 2 veces con un rendimiento
de] 20%.

De ios valores obtenidos podemos conciuir que no se en
contraron diferencias significativas en e] comportamientocro
matográfico de ia enzima purificada de GRHNo porfiricos
(Tabia III.4.). En todos Ios casos 1a enzima presentó un único
pico de eiución. E1 peso molecuïar hallado coincide con e] re
portado por diversos autores para ia enzima obtenida de distin
tas fuentes.

TABLAIII.4.: Pesos moiecuiares de rode
nasa de distintas fuentes
enzimáticas

FUENTE ENZIMATICA PESO MOLECULAR

GRHN 33.000

GRHPAI 33.000

GRHPCT 28.000

Canneiia y co] (1981) encontraron un peso moiecuiar de
35.000 para 1a enzima nativa y desnaturaiizada de higado bovino
y Vanderbergh y Berk (1980) reportaron e] mismo peso moiecuïar
parala enzima purificada de Acinetobacten caicoaceticuó.
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III.4. ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS PROPIEDADES DE RODENASA PURI

FICADA DE GRHN Y GRHPAI

111.4.1. pH óptimo de incubación

La enzima purificada se incubó en ias condiciones stan
dard en buffer Tris-CIH de pH variabie entre 7,5 y 9,4.

La Figura 111.12. muestra 1a curva obtenida para 1a ro
denasa purificada a partir de GRHNy para 1a obtenida a partir
de GR de un enfermo con PAI.

En ambos casos 1a actividad sufria f1uctuaciones con

ios pequeños cambios obtenidos en e] pH de incubación debido a
1a formación de una cupia entre Tris y CNÏ que produce una varia
ción de] pH en aproximadamente 5610 una unidad ene] rangoestudiado.

La enzima purificada de GRHNpresentó un máximo incuba
da en e] buffer standard (pH de incubación 9,3), mientras que
para 1a enzima de GRHPAIe] máximo estaba deSpïazado a un pH
de incubación de 9,24.

En fuentes bacterianas e1 pH óptimo encontrado variaba
entre 8 y 8,5 (Vanderberghy Berk, 1981).

III.4.2. Estudios cinéticos de 1a enzima purificada de eritro
citos humanos ”

En investigaciones preïiminares se comprobóque 1a acti
vidad enzimática variaba en forma lineaï con e] tiempo de incu
bación. Por 10 tanto, para estos estudios se consideró 1a forma
ción de producto directamente proporciona] a 1a velocidad de
reacción.

Se determinó 1a veïocidad de formación de] producto sul
focianuro con 1a variación de 1a concentración de uno de los
sustratos, a concentración constante y saturante de] otro.

En Ias Fiquras 111.13. v III,1A,_se representan 1a va
riación de 1a veiocidad en función de 1a concentración de tiosul
fato y cianuro respectivamente, usando 0,02 m1 de soiución enzi
mática purificada de GRHN(actividad especifica = 8.186 Unid/mg)
en las condiciones standard. En ambos gráficos puede observarse,
luego de] punto de saturación, inhibición por sustrato,más pro
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nunciada y rápida para e] cianuro.
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FIGURAIII.12.: Curva de pH de rodenasa obtenida de GRHnormaies
y de paciente con PAI.
La determinación de actividad especifica se rea
1izó de acuerdo con 105 procedimientos detaïia
dos en Materiales v Métodos. La fracción purifi
cada entre 45-65% de saturación con suïfato de a
monio, a partir de GRHN( O) o de GRHde Un paciente
con PAI (o ), se conservó a -20 °C durante 17
semanas en e] caso de normaies y 3 dias en e] cg
so de PAI; conteniendo dichas fracciones 16,72
y 16,97 mg de proteina/m1, respectivamente.
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Variación de 1a actividad de rodenasa en
GRHNen función de 1a concentración de tio
sulfato.
La determinación de actividad se reaïizó de
acuerdo con e1 procedimiento detailado en Ma
teriaïes y Métodos. Se uti1izó 1a enzima _
proveniente de] fraccionamiento con sulfau
to de amonio, mantenida a -20 °C durante 9
semanas. La concentración de cianuro se mag
tuvo constante e iguaï a 50 mM.
12531: Gráfico de Lineweaver-Burk para 1os
puntos en Ios cuaïes no se comprobó inhibi
ción por sustrato.
(v): nmoïes SCN' x 103/30'; (5203:): mM
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IGURAIII.14.: Variación de 1a actividad de rodenasa de GRHN
—— en función de 1a concentración de cianuro

La determinación de actividad se reaiizó de
acuerdo con e] procedimiento detailado en Ha
'teriales y Métodos. Se utilizó 1a fracción Hg
rificada entre 45-65%de saturación con sulfa
to de amonio a partir de GRHNy conservada a
-20 °C durante 9 semanas. La concentración de
tiosuïfato se mantuvo constante e igual a

0 mM.

Inset: Gráfico de Lineweaver-Burk para ios
puntos en ios cuaïes no se comprobó inhibi
ción por sustrato. .
(v): nmoies SCN' x 10°/30'; (CN'): mM
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Para 1os dos sustratos 1as curvas son de tipo michae1ia
no y representando 1/v vs. 1/(S) se obtienen rectas a partir de
1as cua1es se determinó 1a ve1ocidad máxima y e1 Km(Fiquras
III.13. Inset y III.14. Inset).

Para e1 caso de 1a concentración de tiosu1fato variab1e
1a Vmax es de 36,5 umo1es SCN730' y e1 Km 7,1 mM; con 1a

concentración de cianuro variab1e 10s va1ores son 95,9 umgjes
SCN'/30' y 24,8 mMpara Vmaxy Kmrespectivamente (Iab1a III.5.).

TABLAIII.5.: Parámetros cinéticos de rodenasa
purificada de GRHNy GRHPAI

PARAMETRO vmax Km
- 3

CINETICO nmo1es SCN form. x 10 m”
m1.so1.enz. x 30'

S = _ = ..
“Strat° 5,03 CN 5203 CNvariab1e

GRHN 36,5 95,9 7,1 24,8

GRHPAI 113,6 108,7 37,3 21,9

Los va1ores de Vmax y Kmse determinaron por e1 método
de ajuste de 1a recta por cuadrados minimos.

Las Figuras III.15. y III.16. muestran 1as curvas de vg
1ocidad versus concentración de tiosu1fato y cianuro respectiva
mente, usando 0,02 m1 de so1ución enzimática purificada a par
tir de GRHde1 paciente con PAI (actividad especifica 4.490 U/mg).

La curva de sustrato para cianuro variablemuestra inhi
bición para concentraciones de sustrato mayores de 60 mM.En
cambio 1a curva de actividad en función de 1a concentración de
tiosu1fato no muestra inhibición por sustrato; 1a actividad au



menta a 1as concentraciones estudiadas,siendo 250 mM1a máxima
investigada.
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FIGURAIII.15.: Variación de la actividad de rodenasa en GRH
de paciente con PAI en función de 1a concentración de tiosuïfato.
La determinación de activi
acuerdo con ei procedimie: detaiiado en Ma
tericaies y Métodos. Se UL Eizó Ia fracción
purificada entre 45-65%de saturación con
su‘lr ‘o de amonio a Dartir de GRHde un pa
cie' con PAI y conservada a -20 ° durante
1 Sr ana. La concentración de cianuro se man
tuvo constante e igua] a 50 mM. _
inset: Gráfico de Lineweaver-Burk=
(v): nmoies SCN’ x 103/30'; (5203 ):mH

'3d se reaiizó de
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FIGURAIII.16.: Variación de 1a actividad de rodenasa de CRH
de un paciente con PAI en función de 1a con
centración de cianuro.
La determinación de actividad se reaiizó de
acuerdo con ei procedimiento detaiiado en H3
teriaïes y Métodos. Se utiiizó 1a fracción
purificada entre 45-65%de saturación con
suifato de amonio a partir de GRHde un pa
ciente con PAI y conservada a -20 °C durante
una semana. La concentración de tiosuifato
se mantuvo constant; e igual a 50 mM.
¿nígtz Gráfico de L eweaver-Burk para ios
puntos en ios cuales no se ¿omprobó inhibi
ción por sustrato.
(v): nmoïes SCN' x 103/30'; (CN'): mH



En 1a representación gráfica de ias inversas se obtuvig
ron rectas (Figuras 111.15, Inset y III.]6., Inset), determinan
dose Vmax y Kma partir de e11as.

Para e] caso‘de 1a concentración de tiosuifato variabie
se obtuvo una Vmax de 113,6 umoies SCN730' y un Km de 37,3mM,con
1a contentración de CN" variabie los vaiores obtenidos son
108,7 umoies SCN’/30' y 21,9 mMpara Vmaxy Kmrespectivamente
(Tabia III.5.). Nuevamenteestos vaiores se obtuvieron ajustan
do ias rectas por cuadrados minimos.

Los vaiores de Vmaxy Kmobtenidos resultaron coincidentes
para e] caso norma] y para e] de PAI cuando se variaba 1a con
centración de cianuro, pero dichos valores eran muydistintos
si e] sustrato variabie era e] tiosuifato. Esto nos indica un
comportamiento cinético diferente para 1a enzima purificada de
GRHN y GRHPAI.

La marcada diferencia de los Kmrespecto de] tiosuïfato,
permitiría justificar ios e1evados niveïes de ALA-Sencontrados
en ios casos de porfiria. Si aceptamos que e] tipsuïfato es e]
sustrato donor de azufre, podemosestabïecer una anaiogia con
el activador dei ALA-S,trisuifocistina, también sustrato donor
de azufre.y suponer que en e] caso de PAI, por exhibir la rode
nasa una menor afinidad por e] sustrato donor, éste no seria
degradado en forma semejante 31 caso norma], y por 10 tanto per
maneceria en concentraciones mayores, produciendo un aumento en
1a actividad de] ALA-S;en esta situación 1a rodenasa no ejerce
ria su función reguiatoria sobre e] metaboiismo de] hemo¿



III.5. CONCLUSIONES

Se establecieron por primera vez las condiciones óptimas para
la medición de rodenasa en eritrocitos humanos.

Se determinaron los valores de actividad media para hombres
(112) v mujeres (127) adultos normales.
Se midió la rodenasa en pacientes de ambos sexos con distintas

con PCT,

PAI, PV e intoxicación por plomo, la actividad de la enzima
se encontraba disminuida, mientras que en PPE el nivel era

porfirias obServándose que en los GRde individuos

normal.

Simultáneamente se comprobó que en los casos de PCT, PAI, PV
e intoiicación por plomo, el ALA-Sse encontraba aumentada;
presentando un valor normal para PPE.

Teniendo en cuenta estos datos, se postula un posible rol pa
ra la rodenasa presente en GRhumanos.

Se purificó la rodenasa de GRHNy de GRH de PCT y de PAI
y se determinó el peso molecular en los tres casos.

Se efectuó un estudio comparativo de los parámetros cinéticos
de la enzima purificada de GRHNy GRHPAI.
rencias encontradas se plantea un

En base a las dife»

posible mecanismoregulatg
rio de la rodenasa sobre la biosintesis de compuestos tetrapi
rrólicos.

/ V/
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