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La biosintesis del hemoes de fundamental importancia en la

naturaleza ya que el hemo forma parte de moléculas tan importantes

para-la vida como: hemoglobina, citocromos, catalasa y muchas otras

hemoproteinas.

En los últimos 40 años, gracias a1 desarrollo de técnicas

radioisotópicas, se han podido dilucidar los diferentes pasos de

este camino biosintético. Ya en 1946, Shemin y Rittenberg (1 3 2)

encontraron que después de administrar glicina marcada isotópicae

mente aparecia marcación del grupo hemode la hemoglobina circulan
te.

Estudios posteriores demostraron que los 4 átomos de Nitró­

geno (1, 3 , 4) y 8 de los átomos de Carbono del Hemo (4 - 6) deri

van de la glicina (Figura 1). El resto de los átomos de Carbono

provienen de unintermediario’de 4 carbonos del Ciclo de Krebs, pre
sumiblemente Succinato (4).

Shemin y Russel (4, 7) sugirieron que el intermediario que

se formaba a partir de la condensación de Glicina y Succinato era
el ácido S-aminolevulinico (ALA).

Este hecho quedó confirmado por la utilización de ALA(5-14C)

por un hemolizado de eritrocitos de pato (8). Se postuló entonces

la formación de ALAa partir de Glicina y Succinil Coenzima A (Sus

cinil-CoA), éster activado de Succinato, y la posterior formación

del pirrol precursor Porfobilinógeno (PBG)(7, 9 , 10).



2.

Figura 1: MARCACION OBTENIDA EN LA MOLECULA DE HEMO A PARTIR DE

GLICINA 2-14C.
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Figura 2. CAMINO BIOSINTETICO DEL HEMO Y SU COMPARTIMBNTALIZACION.
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Por lo tanto el primer paso de este camino metabólico, que

se muestra en la Figura 2, es la formación de ALAa partir de Gli

cina y Succinil-CoA. Esta reacción está catalizada por una enzima
mitocondrial el ALA-Sintetasa (ALA-S).

Luego 2 moléculas de ALAse combinan para dar 1 molécula de

PBGobteniéndose asi el pirrol precursor. Esta reacción ocurre en

el citosol y está catalizada por la enzima ALA-Dehidrasa (ALA-D).

El paso siguiente, que también tiene lugar en el citosol,

consiste en la condensación de 4 moléculas de PBGpara dar el pri

mer tetrapirrol: Uroporfirinógeno III (Uro'gen III). En esta reag
ción participan 2 enzimas la Uroporfirinógeno I Sintetasa también

llamada PBGDeaminasa (PBG-D)y la Uroporfirinógeno III Cosintetg

sa (URO-CoS)o Uroporfirinógeno III Isomerasa. A continuación una

enzima soluble, la Porfirinógeno Carboxiliasa (PCL)descarboxila

los 4 grupos acetilos del Uro'gen III para dar Coproporfirinógeno

III (Copro'gen III).
Las siguientes reacciones tienen lugar en la mitocondria.

Alli, por intermedio de la Coproporfirinógeno-Oxidasa, (Copro-O),

el Copro'gen III sufre una descarboxilación oxidativa de los gru­

pos propiónicos de los anillos A y B para dar Protoporfirinógeno

IX (Proto'gen IX), el cual se oxida a Protoporfirina IX (Proto IX)

por acción de la Protoporfirinógeno-Oxidasa (Proto-0).

Finalmente la Ferroquelatasa (FO) cataliza la inserción de

F‘ez+ en Proto IX para dar Hemo.
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Comoya se ha visto el ALA-Sintetasa (ALA-S)cataliza la

formación de ALAa partir de Succinil-CoA, que proviene principal

mente del Ciclo de Krebs, y Glicina (Figura 3).

Esta enzima requiere Fosfato de Piridoxal (PPyr) comocofag
tor.

El mecanismopropuesto consiste en 1a formación inicial de

un tiohemiacetal entre la enzima y el PPyr, formándose luego una

base de Schiff con Glicina que se condensa con Succinil-CoA. Final

mente se obtiene ALApor descarboxilación del grupo COOHde la gli
cina (11).

Se encontró (12) que una vez unida la glicina a1 PPyr se

pierde el H pro R de la glicina originando un carbanión (II) que

reacciona con Succinil-CoA para producir ácido<i amino €)cetoadi­
pico (III) que se descarboxila, resultando un complejo enzima-PPyr­

ALA(IV) el que por hidrólisis produciría ALAlibre como se muestra

en la Figura 4.

La formación de ALA"in vitro" a partir de Glicina y Succi­

nil-CoA fue demostrada en distintos tipos de células que incluyen

bacterias fotosintéticas (13) y no fotosintéticas (14) y en distin
tos tejidos de aves y mamíferos (15, 16).

En las células eucariotas, esta reacción catalizada por el
ALAaS,tiene lugar en la matriz mitocondrial (17, 18), como era de

esperar, ya que es en esta organela donde se genera el Succinil-CoA.



Figura 3: RBACCION DE FORMACION DE ALA.
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Figura 4: MECANISMO DE LA SINTESIS DE ALA POR ACCION DE ALA-S

PROPUESTO POR AKHTAR Y COLAB. (12).
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Izrepresenta el PPyr unido a la enzima.



Esta enzima también ha sido encontrada en el citosol (19). En re­

alidad el ALA-Sfunciona en 1a matriz mitocondrial pero es codifi

cada por un gen nuclear y sintetizada en los polisomas libres como

un precursor citosólico (pre ALA-S)de mayor PMque la enzima mitg

condrial madura (20 - 22). El precursor es procesado a 1a forma mi­

tocondrial maduradurante la translocación a la mitocondria (23).

ALA-Sha sido purificada a partir de Rhodopseudomonassphe­

roides (24) y de citosol (25, 26) y mitocondrias (21, 26 - 29) de

aves y mamíferos.

La enzima citosólica de higado de rata fue purificada parcial
mente (25). Esta enzima requiere una alta concentración catiónica

(equivalente a NaCl 0,3 M) para su máximaactivación y estabiliza­

ción de su actividad; el pH óptimo es de 7,5. Los Kmaparentes
para Glicina, Succinil-CoA y el cofactor PPyr son respectivamente

10'2; 7 x 10‘5 6y 3x 10- M. No se encuentra actividad cuando se

reemplaza Glicina por Alanina o Serina. Respecto a 1a especificidad

por Succinil CoAse vió que a1 ser reemplazado por propionil CoAo

acetil CoAse forman aminoacetonas a una velocidad menor a1 1%de

la de su sustrato normal. Cuando se purifica ALA-Sde mitocondria

o citosol de higado de rata se forman agregados o complejos con

otras proteinas y exhibe una amplia variedad de PM(desde 70.000

hasta 650.000 estimados por tamizaje molecular) de acuerdo a las

condiciones experimentales (25, 30 - 32).

Este problema fue superado mediante una digestión con papá­

1na de estos agregados de alto PM(33); de modo que la enzima que



dó libre de otras proteinas y no hubo prácticamente pérdida de la

actividad enzimática cuando se hizo la digestión en presencia de

cantidades suficientes de PPyr y Glicina. De este modose obtuvo

un PMminimode 51.000 por electroforesis en gel de poliacrilami­

da con SDS; pero cuando se estimó el PMpor centrifugación en gra

diente de densidad de Sacarosa, la enzima purificada mostró un PM
de 110.000.

Estos resultados fueron obtenidos tanto para la enzima so­

luble comola mitocondrial. Aparentemente 1a enzima consistiría
en 2 subunidades idénticas de PM51.000.

Sin embargo trabajos más recientes de ese mismolaboratorio

(34) han demostrado que la enzima citosólica tiene un PMminimo de

75.000. Si a esta enzima se la deja en frio un cierto periodo de

tiempo se convierte en la forma de PMminimo 51.000, lo que sugig

re que es muysuceptible a proteasas endógenas. Por otro lado se

volvió a determinar el PMminimo de 1a enzima mitocondrial y resul
tó ser de 66.000.

Cabe señalar que se purificó a partir de mitocondria de hi­

gado de rata una proteina capaz de activar a ALA-S(35). Es posi­

ble que el activador sea una de las proteinas cataliticamente inag
tivas asociadas a ALA-Sy que su modo de acción sea a través de la

formación de agregados de alto PMde ALA-Sa partir de monómeros

cataliticos (35).
Existen también varios informes en la literatura sobre la

purificación y caracterización de la enzima de pollo y embrión de



pollo.
Watanabey colab. (26) determinaron por electroforesis en

gel de poliacrilamida con SDSque la enzima purificada a partir

de mitocondria de higado de pollo tiene un PMminimo de 65.000,

que es igual al de la enzima nativa.

La enzima purificada del citosol tiene un PMminimo 71.000

algo menor que el estimado para la nativa (PMminimo = 73.000).

Trabajando con higado de embrión de pollo Ades y Harpe (21)

encuentran para la enzima mitocondrial PMminimo = 63.000 y la 52

luble PMminimo = 75.000 en tanto que Borthwick y colab. (28) en­

cuentran que la enzima purificada de mitocondria tiene PMminimo =

68.000 mientras que el precursor tiene PMminimo = 74.000. Cabe

señalar que estos últimos autores observaron que la enzima purifi

cada de mitocondria de PMminimo = 68.000 puede ser degradada prg
teoliticamente a una forma de PMalrededor de 50.000 conservando

toda la actividad enzimática, lo cual justificaria los resultados
de Whiting y Granick (27) quienes encuentran un PMde 49.000 para

1a subunidad de la enzima purificada de mitocondria de embrión

de pollo; esta enzima estaria parcialmente degrada ya que ALA-S

es sensible a proteasas endógenas (28, 36). En cuanto a la dife­

rencia de PMobservada (21, 26, 28) si bien por un lado no se sa­

be si la enzima de embrión de pollo es igual a la de pollo adulto,

aún para embrión de pollo se encuentran estas pequeñas diferencias.

Estas podrian justificarse teniendo en cuenta por un lado,

que ALA-Spuede ser parcialmente degradada por proteasas endógenas



y, por otro lado que son distintas las condiciones de las electrg
foresis realizadas en cada caso asi como las enzimas marcadoras

empleadas para determinar el PM.

Por centrifugación en gradiente de densidad de sacarosa y

por entrecruzamiento con glutaraldehido se encontró que ALA-Spuri

ficada de citosol y mitocondria tiene un PMde 140.000 es decir,

que ambas se encontrarian en forma de dimero (26, 28), más aún, el

ALA-Ssintetizado recientemente en un sistema libre de células

también existe como dimero (26).

Estos resultados coinciden con los obtenidos por estudios de

microscopía electrónica de la enzima purificada de embrión de pollo

que determinaron que la molécula de ALA-Sconsta de 2 subunidades

idénticas y curvadas asociadas con polaridades opuestas; el PMde
cada subunidad se estimó en 70-000 (37)­

En un trabajo muy reciente (38) se ha clonado y secuenciado

el cDNAque codifica el precursor de ALA-Sde higado de embrión de

pollo. Por lo tanto se ha determinado la secuencia de aminoácidos

del precursor y se ha visto que se corresponde con 1a secuencia de

aminoácidos de péptidos derivados de la enzima madura purificada
de mitocondria.

El precursor de PM: 70.029 consta de 635 aminoácidos incluye

579 aminoácidos correspondientes a la enzima madura (PM: 63.903)

más una extensión N-terminal de 56 aminoácidos. Estos PMson simi

lares a los anteriormente citados (21, 26, 28).

La presecuencia de 56 aminoácidos tiene un caracter marcada
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mente básico al igual que otras preproteinas mitocondriales estu­
diadas (39).

El significado de este carácter básico no está claro aún

pero es problable que juegue algún rol en la interacción del pre
cursor con receptores de la membranaexterna (40).

Durante el transporte a la mitocondria los precursores son

cortados por una proteasa localizada en la matriz (41). Comparan­

do los sitios de corte de la molécula se ve que 1a proteasa no re

conoce una unión especifica sino que corta después de un aminoáci

do sin carga (40, 42). Esto ocurre con el precursor de ALA-S que

se parte después de un residuo de glutamina; este mismoaminoáci­

do se encuentra en el lugar de corte de la ornitina-carbamoiltrans
ferasa humana (40).

Por otro lado, un análisis preliminar de la secuencia de un

cDNAde ALA-Sde rata muestra un alto grado de homologia en los

aminoácidos con 1a enzima de pollo según estos mismos autores (38).

La formación de ALAes decisiva para la biosintesis de hemo

ya que ALA-Ses la enzima de velocidad limitante de este camino

metabólico (16). Este es el único sitio donde se requieren cofac­

tores derivados de Vitamina y donde se debe entregar energia. Las

reacciones subsiguientes del camino parecen estar fuertemente favg
recidas desde el punto de vista termodinámico y son virtualmente
irreversibles.

Por otro lado, en higado de animales normales 1a actividad

de esta enzima se mantiene muy baja pero puede ser muy incrementa
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da por administración de diversas drogas y esteroides (16, 43 - 46)

y está sujeta al efecto glucosa (44, 46). Entre las drogas más uti
lizadas en animales de experimentación para producir este aumento

de actividad figuran: alilisopropilacetamida (AIA)y 3,5-dietoxi
carbonil-l,4-dihidrocolidina (DDC)(47, 48). Ademásla actividad

de esta enzima está elevada en ciertas porfirias humanastransmiti
das genéticamente (49, 50).

I - 2 . B i<>s 1I1tze 31.5 d e P B<3.

ALAdehidrasa (ALA-D)es una enzima citosólica que cataliza

la conversión de 2 moléculas de ALAen ellpirrol PBGcon la consg

cuente pérdida de 2 moléculas de agua (Figura 5) (51 - 53).

PBGes el precursor inmediato de las estructuras tetrapirré
licas de hemo, clorofila y corrinas (S4).

Esta enzima ha sido purificada de varias fuentes entre las

que se encuentran: higado bovino (55 - 57), bacterias fotosintéti
cas (58), eritrocitos de rata, conejo (59) y humanos (60 —62).

La enzima de mamíferos parece ser un octámero de PMalredg

dor de 280.000 (57, 59) constituida por 8 subunidades iguales de
PM 35.000.

El ALA-Dde eritrocitos humanos fue purificada 9.000 veces

obteniéndose una proteina electroforética e inmunológicamentepura.
4 M(62).El pH óptimo de la enzima es 6,6 y el Kmpara ALA4,8 x 10­

Es una enzima sulfhidrilica y es sensible a reactivos tiólicos y

metales pesados (63 - 65). Es inhibida por reactivos de grupos
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Figura S: REACCION DE FORMACION DE PBG.
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sulfhidrilos comop-Cloromercuribenzoato, ácido Iodoacético, Iodg
acetamida (66 - 68).

El ALA-Dde todas las fuentes estudiadas hasta el presente

requiere la presencia de tioles exógenos como2-Mercaptoetanol o

Ditiotreitol para una actividad máxima(51); en ausencia de éstos

el Oxigenocausa una inactivación reversible de la enzima, sin

embargo se puede recuperar totalmente 1a actividad reincubando la
enzima oxidada con tioles.

Se obaawó marcada inhibición de ALA-Dde distintas fuentes

de mamíferos con el quelante ácido etilendiaminotetraacético (EDTA)

(64). Estudios con enzima purificada sugieren que el Cinc es eseg

cial para la actividad enzimática. La purificación de la enzima y

el tratamiento con quelantes lleva a una apoenzima libre de meta­

les la cual puede ser activada por la adición de Cinc (69).
65

Estudios de unión con Zn2+ permitieron establecer que hay

8 átomos de Zn unidos por molécula de enzima de eritrocitos humanos

(70).

El mecanismo de esta reacción fue estudiado por Nandi y Shemin

(71) usando la enzima de Rhodopseudomonasspheroides. Estos auto­

res propusieron que primero un residuo de lisina del sitio activo

forma una base de Schiff con 1a molécula de ALAque va a dar ori­

gen al lado correspondiente a la cadena de ácido acético del PBG,

y luego se produce una condensación aldólica con una segunda molé

cula de ALA, que daria origen a 1a porción de PBGque contiene la

cadena de ácido propiónico (Figura 6).
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Este mecanismosugiere el requerimiento de varias secuencias

de protonación y desprotonación. Teniendo en cuenta que se encon­

traron residuos de cisteina de alta reactividad en el sitio activo,
éstos podrian participar en la catálisis ácido-base. Cada grupo B­

o BH(posiblemente anión tiolato y tiol respectivamente) deberia

alternar su estado ácido-base durante la catálisis. Unmodoconvg

niente de obtener ésto es mediante un puente imidazólico para regg

nerar el estado requerido. Consistente con esta propuesta es 1a ob
servación que un residuo de histidina es esencial para la activi­

dad enzimática (56, 72). En base n estos hechos Barnard y colab.

propusieron otro mecanismo (68).Posteriormente también basándose

en el esquema postulado por Nandi y Shemin y teniendo en cuenta el

rol de histidina en la transferencia de protones desde y hacia el

sitio activo asi comoel requerimiento minimode un dimero para

que haya actividad enzimática (73), Batlle y Stella (72) postula­

ron el mecanismo que se muestra en la Figura 7.

Trabajando con la enzima de higado bovino se encontró que la

enzima de mamíferos también forma una base de Schiff con una de

las moléculas de sustrato (74, 75). Usando la enzima de higado bg

vino Jordan y Seehra (75, 76) demostraron que la primera molécula

de ALAque se une al sitio activo de la enzima de higado bovino se

incorpora en el lado del pirrol que contiene 1a cadena de ácido

propiónico.
No se habian realizado eshxfios mecanisticos sobre la enzima

humana hasta que, en el año 1985, Jordan y Gibbs (77) propusieron
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Figura 7: MECANISMO DB LA SINTESIS DE PBG POR ACCION DE ALA-D

PROPUESTO POR BATTLE Y STELLA (72).
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un mecanismo para la formación de PBGpor el ALA-Dde eritrocitos

humanos en el cual la primera molécula de ALAque se une a la zo­

na P del sitio activo (que es la que va a dar la porción corres­

pondiente a la cadena de ácido propiónico del PBG) forma una base

de Schiff con un grupo amino reactivo. A continuación se adiciona

una segunda molécula de sustrato a 1a zona del sitio activo que va

a formar la porción de la molécula de PBGque contiene al ácido a

cético, lo que lleva finalmente a la formación del producto PBG.

Este mecanismo primeramente propuesto por Jordan y Seehra (75,76)

difiere del mecanismo propuesto por Nandi y Shemin (71) en el or­

den de adición de la dos moléculas de ALAa 1a enzima.

I - 3 . Bi<>s irïtze 51.3 d e Ur<>p<3:'f iz'i néig erïo .

La formación de Uro'gen III a partir de PBGestá cataliza
da por un complejo enzimático llamado Porfobilinogenasa (PBG-asa)

compuesto por 2 enzimas: la PBG-Deaminasa (PBG-D) que es una pro­

teina termoestable y la Urogen III Cosintetasa (URO-CoS)que es

una proteina termolábil.
La PBG-Dcuando actúa sola cataliza la condensación cabeza

a cola de 4 moléculas de PBGpara dar Uro'gen I (Figura 8) y se

liberan 4 moléculas de NH3. Para que se forme el Uro'gen III se
requiere además la URO-CoS(Figura 8).

La PBG-Dha sido purificada de varias fuentes: Rhodopseudg

monasspheroides (78, 79), euglena gracilis (80), semillas de ca­

llos de soja (81), eritrocitos humanos(82) y de aves (83),higado
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Figura 8: REACCION DE FORMACIONDE URO'GBN I Y III.
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de rata (84) y bovino (85), hojas de espinaca (86) y bazo de ratón
(87).

La enzima parece ser un monómerocuyo'PM en Buglena graci­

lis es de 41.000 Í 2.000 (80) que es similar al de Rhodopseudomo­

nas spheroides z 36.000 (78, 79) y hojas de espinaca: 38.000 ­

40.000 (86) pero diferente al hallado para la enzima de eritroci­
tos humanos 25.000 Í 5.000 (82).

La enzima es inhibida por reactivos de grupos sulfhidrilos

(79, 82). El pH óptimo es de 7,2 en callos de semilla de soja (81)

y 7,6 en Rhodopseudomonas spheroides (79).

La URO-Cosha sido purificada de callos de semillas de soja

(81), bazo de ratón (88), higado bovino (85) y de rata (89), ger­

mende trigo (86), Buglena gracilis (90) y eritrocitos humanos(91).

La enzima es inhibida por reactivos de grupos sulfhidrilos

2+, Cd2+ y Cu2+ (89). La
URO-CoSde eritrocitos humanos es un monómero de PM: 45.000 Ï

(82) y por metales divalentes como: Zn

5.000 (91).

Por estudios de biosintesis de Uro'gen III a partir de (2,11­

13C) PBGy utilizando espectros de RMNde 13C, se determinó que el

reordenamiento intramolecular ocurre en el anillo D y el carbono

reordenado aparece en el puente C 15. Mientras que en la biosintg

sis de Uro'gen I catalizada por PBG-Dno ocurren reordenamientos
(92).

Se vió que en 1a biosintesis de Uro'gen III el reordenamieg

to no ocurre a nivel del monopirrol (92).
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Para evaluar si el reordenamiento ocurria a nivel del dipi­

rrol, los 4 posible dipirril metanos (Figura 9) fueron sintetiza­
dos en varios laboratorios y se estudió su incorporación en las

porfirinas de tipo III en presencia del sistema PBG-Dy URO-CoS.

El grupo de Frydman (93-95) encontró que el dipirrol III en

presencia de PBGes convertido por la PBG-Den Uro'gen I pero no

es incorporado a Uro'gen III por el complejo PBG-D+ URO-Cos. En

cambio cuando incuban el dipirrol IV con las 2 enzimas en presen­

cia de PBG,éste se incorpora en Uro'gen III, por lo que sugieren

que el reordenamiento ocurre a nivel del primer dipirrol.

Estos autores proponen que 1a URO-CoSinteractuaria con la

PBG-Dcomportándose como una proteina modificadora de ésta, cam­

biando el mecanismo de condensación del PBGdesde el comienzo, di­

rigiéndolo hacia la formación del Uro'gen III. La polimerización
del PBG,ocurriria sobre la superficie de la enzima sin la libera­
ción de intermediarios al medio (91). '

Tambiénel laboratorio de Battle sugirió que el reordenamien­

to ocurre durante la polimerización del PBGmuy probablemente en

las primeras etapas aunque no descarta la posibilidad que sea al

final (81, 90).

El grupo de Battersby, en cambio,utilizando el sistema PBG-D

+ URO-CoSencuentra incorporación del dipirrilmetano III en Uro'gen

III en ausencia de PBGy concluye. que el reordenamiento ocurre a

nivel del tetrapirrol (96). Posteriormente propusieron que el hidro­
ximetilbilano no ordenado (a, Figura 10) es el producto de la PBG-D
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y el sustrato de la URO-CoS(97).

El grupo de Scott (98) halló, por estudios de RMNde 13€, la

existencia de un intermediario ciclico no ordenado que denominó

pre-Uro'gen III (b, Figura 10) y que seria el sustrato de la URO­
Cos.

Sin embargo el grupo Battersby (99) demuestra que el pre-Uro

gen no es intermediario y que tanto el hidroximetilbilano natural

comoel sintético son igualmente buenos sustratos de la URO-Cosli­

bre de PBG-D. Estos autores proponen que la PBG-Dune las 4 molé­

culas de PBGpara dar un tetrapirrol lineal y la URO-CoSes la en­

zima que cierra el anillo y lo reordena. En ausencia de URO-Cosel

producto de PBG-D,que es inestable, se cicla quimicamente en form¿

rápida a Uro'gen I.

El hidroximetilbilano se ha probado que actúa comosustrato

de la URO-Cosen mamiferos, plantas (100) y Euglena (97). Se esta­

bleció que el orden de unión de las 4 unidades de PBGa la PBG-D

es el siguiente: primero se une el anillo A seguido del B, C y fi­

nalmente el D (101). La primera unidad de PBGse une covalentemen­

te a 1a enzima (102, 103) posiblemente a un residuo de lisina de

la enzima (104). Bajo condiciones normales ningún intermediario en­

tre PBGe hidroximetilbilano se libera a la solución y las diferen­

tes formas de enzima que llevan unidas cadenas pirrólicas de 1, 2

y 3 unidades de PBGpueden ser separadas cromatográficamente (105)
o electroforéticamente (106).

En la Figura 11 se muestran los pasos propuestos por Batters]
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Figura 10: ESTRUCTURASDEL HIDROXIMETILBILANO Y DEL PRE-URO'GEN III.
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para la sintesis de Uro'gen I y III a la luz de los conocimientos

que se tienen hasta el presente (104).

I - 4 . T‘r a n s fcar'm aczi ó n (le Ur<>' g eI1 I I I

e n (Io pz'o 'g er1 I I I.

La Porfirinógeno carboxiliasa (PCL) es una enzima citosó­

lica que cataliza la descarboxilación de un gran númerode porfi­

rinógenos naturales y sintéticos sustituidos con ácido acético(107,
108). Durante la biosintesis del hemola PCLcataliza 1a descar­

boxilación secuencial de las 4 cadenas de ácido acético del Uro'

gen III (8 COOH)para dar Copro'gen III (4 COOH),con la formación

de los porfirinógenos intermedios hepta, hexa y pentacarboxilicos

(109 —111). La descarboxilación del Uro'gen III comienza por la

cadena de ácido acético del anillo D y continua en el sentido de

las agujas del reloj por las cadenas de ácido acético de los ani­

llos A, B y finalmente C (112) (Figura 12).

Estudios isotópicos indican que éste proceso de descarboxila­

ción procede con retención de la configuración de los carbonos
metilénicos de las 4 cadenas laterales de acetato (113).

Esta enzima ha sido purificada parcialmente de bacteria (114),

reticulocitos de conejo (115), eritrocitos de aves (111, 116), bazo
de ratón (117) hojas de tabaco (118), higado de rata (108, 119-121)

y eritrocitos humanos (122). Sin embargo, más recientemente ha sido

purificada a homogeneidada partir de higado bovino (123) y de eri­
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Figura 12: BIOSINTESIS DE COPRO’GENIII A PARTIR DE URO'GEN III.
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trocitos humanos (124, 125) y de pollo (126).

Se ha podido establecer que una sola proteina cataliza 1a

reacción y que tendria más de un sitio activo (111, 123 - 125).

La enzima es inhibida por reactivos de grupos sulfhidrilos

(123-126) por lo que al menos un grupo tiólico estaria involucrado

en el proceso de descarboxilación.

De Verneuil y colab. (125) han purificado 2.000 veces la en­

zima proveniente de eritrocitos humanosobteniendo una banda única

por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDSde

PM 46.000.La enzima parece ser un monómero.

Tiene un punto isoeléctrico (pI) de 4,6 que coincide con el

valor hallado para la enzima de higado bovino (123).

Los valores de pH óptimo de descarboxilación de los isómeros

de tipo I de Uro'gen y Penta'gen son de 6,2 y 5,4 respectivamente,

mientras que el pH óptimo para la descarboxilación de ambos isóme­

ros de tipo III es 6,8.

A pH 6,8 los valores de Kmpara Uro'gen I y III, y Pentagen

I y III son 0,80; 0,35; 0,07 y 0,0S¡uM respectivamente. Varios au­
tores encuentran que la velocidad de descarboxilación del Uro'gen

III es mayor que la del I (115, 127),algunos encuentran que son

iguales (117, 128).
La enzima de eritrocitos humanosfue fuertemente inhibida

por algunos metales tales como Cu2+, H92+ y Pt2+, y no se afectó

por Fe2+, F‘e3+ y Pb (125). Respecto del hierro se ha informado

que inhibe (128) estimula (129) o no tiene efecto (130, 131) sobre

la actividad de la enzima usando preparaciones crudas.La enzima de
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higado de rata es inhibida por clorofenoles (132) y por varios me­
tabolitos del hexaclorobenceno (HCB)(133).

I - 5 . T'r'a n s fcar'm a<:i.6I1 d e (lo p rca' g e n

I I.I e n F’r o t<)' g er1 I x .

El Copro'gen III es transportado a la mitocondria donde sufre

una descarboxilación oxidativa de los grupos propiónicos de las

posiciones 2 y 4 que se transforman en vinilos obteniéndose asi

Proto'gen IX (Figura 13).

Esta reacción está catalizada por la enzima Coproporfirinó­

geno oxidasa (Copro-O) que tiene una alta especificidad por el sus

trato ya que no son utilizados ni Copro'gen I ni Coproporfirina
III (134).

Esta enzima fue estudiada y purificada a partir de varias

fuentes como levadura (135), higado de rata (136) y bovinc (137).

La Copro-O fue purificada a homogeneidad a partir de mitocon

dria de higado bovino (137). Se determinó que se trataba de un mo­

nómero de PM71.600 que es algo inferior a1 informado para la en­

zima de higado de rata (80.000 1 8.000) (136).

La enzima de higado bovino no contenía grupos prostéticos

como hemoo flavina y tampoco se detectó la presencia de metales.

La actividad enzimática no fue afectada por reactivos de grupos

sulfhidrilos, metales o quelantes de metales. La enzima purifica

da fue activada de 2 a 5 veces por un extracto de fosfolipidos prg

veniente de mitocondria de higado asi comofosfolipidos comerciales.
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Figura 13: BIOSINTESIS DE PROTO'GEN IX A PARTIR DE COPRO'GEN III.

Me I/

C0pro 'gen 111: Proto gen 1X

P;-CH1-CHL‘C0;,H Me : 'CH5 V: -CH:CH¿.

Figura 14: BIOSINTESIS DE PROTO IX A PARTIR DE PROTO'GEN IX.
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Tanto el extracto de fosfolipidos comofosfatidiletanolamina

produjeron un incremento de Vmáxy un decremento de Kmdesde 48¡uM

(valor hallado para la enzima pura) hasta 25 y 18/uMrespectivamen­
te.

La Copro-O fue localizada dentro de 1a mitocondria en el es­

pacio intermembrana (138, 139).

En la conversión de Copro'gen III a Proto'gen IX se descar­

boxila primero 1a cadena de ácido propiónico de la posición 2 y

luego la de 1a 4 para dar los correspondientes grupos vinilos (140­
142).

En mamíferos, aves y plantas 1a enzima requiere 02. Sin embaï
go los microorganismos que crecen en anaerobiosis estricta deben

ser cques de transformar Copro’gen III en Proto'gen IX utilizando

un aceptor de hidrógeno distinto de Oxigeno. En realidad se infor­

mó por primera vez 1a existencia de una Coproporfirinógeno oxidasa

anaeróbica en Pseudomonas(143). La bacteria fotosintética Rhodo­

pseudomonas spheroides que puede vivir en aerobiosis y anaerobig
sis tiene Copro-Oaeróbica y anaeróbica (144).

La enzima de plantas y animales, como la aeróbica y la ana­

eróbica de Rhodopseudomonasspheroides provoca la pérdida del á­

tomo de hidrógeno pro S de la posición ¿gde cada cadena de ácido
propiónico (144 - 147).

Yoshinaga y Sano (142) realizaron estudios con la enzima pu­

rificada de higado bovino y propusieron que 1a transformación de

ácido propiónico en vinilo ocurre a través de intermediarios ¿3­
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hidroxilados de ácido propiónico que se forman en las posiciones

2 y 4 sucesivamente.

I - 6 .F‘ozrnlaczi ór1 d e P r<>t o. I x .

La Protoporfirinógeno oxidasa (Proto-O) cataliza la oxida­

ción de Proto'gen IX a Proto IX (Figura 14).

Esta enzima fue parcialmente purificada y estudiada en leva

dura (148) e higado de rata (149).

La Proto-O de mitocondria de higado de rata (149) tiene un

PMde 35.000 determinado por tamizaje molecular utilizando Sephadex
6-200.

La enzima actúa sobre Proto'gen IX especificamente y posee

un Kmaparente de 11¡uM; su pH óptimo es de 8,6-8,7. El oxigeno es

esencial para 1a actividad enzimática no encontrándose requerimieg
to de metales o cofactores.

La enzima de higado de rata no se sintetiza en 1a mitocondria

(150) en contraste a lo informado previamente para la enzima de le
vadura (151). La Proto-O está asociada a 1a membranainterna de la

mitocondria y no parece estar expuesta a la fase acuosa más bien

contenida dentro de la bicapa lipidica (152). El Proto'gen IX tiene
igual acceso a1 sitio activo de 1a enzima a partir de ambos lados

de 1a membranainterna y este proceso no parece ser dependiente de

energia sino que se trataria más bien de una difusión pasiva a tra
vés de 1a capa lipidica de 1a membranagracias a la alta lipofili­
dad de este sustrato.
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Este hecho estaria favorecido ya que el Proto'gen seria sin
tetizado por la Copro-O en las proximidades de la membranainter­

na (139). De este modo la ubicación de la Copro-O en el espacio

intermembrana seria muyimportante para asegurar el acceso del
sustrato de la Proto-O.

I - 7 . T‘r arms fcnr'm a<:i 6:1 d e P r<>t o I x e n

rie m o .

La enzima Ferroquelatasa (FO) cataliza el último paso del

camino biosintético del hemo, es decir la inserción de F‘e2+en

Proto IX (Figura 15).

Esta enzima fue encontrada en microorganismos y mitocondrias

provenientes de higado, médula ósea, reticulocitos de conejo y mu­

chos otros tejidos (153-156).

La FOha sido purificada recientemente de la bacteria Rhodg

pseudomonas spheroides (157), higado de rata (158) y de vaca (159,
160).

La enzima de rata es un multimero de PM240.000 formado por

monómeros de PM40.000 (158) mientras que la de Rhodopseudomonas

spheroides es un monómero de PM115.000 (157).

Existen discrepancias con respecto a 1a enzima de higado bg

vino ya que mientras unos autores (160) encuentran un PMde 40.000

tanto por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDScomo por cromatografía de filtración por geles (Sepharosa CL
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Figura 15: BIOSINTESIS DE HEMOA PARTIR DE PROTO IX.

Proto 1X

Figura 16: ESQUEMA PROPUESTO POR MEYER Y SCHMID (173) PARA LA

REGULACION DE LA SINTESIS DE ALA-S POR HEMO.
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Ó
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GB); otros (159) informan un PMde 42500 por electroforesis en gel

de poliacrilamida con SDSy PM200.000 por filtración por gel en

Sepharosa GB.

La enzima purificada de higado de rata (158) presentó los

siguientes valores de Kmpara los distintos sustratos: Proto IX:

28,5¡uM; Mesoporfiria IX: 26,7¡pM; Fe2+

Fe2+ con Mesoporfirina Ix: 37,4/uM; los cuales son algo menores

con Proto IX: 33,1/uM y

a los informados para la enzima de higado bovino (159).

El pH óptimo para la reacción con las enzimas de ambas fuen

tes fue de 7,8 - 8,0.

Se encontró que metales como Pb, Mn, Hg, Co y Zn inhiben la

actividad enzimática (158, 160 - 162) asi como también los reac­

tivos de grupos sulfhidrilos (157, 158, 161 - 163) mientras que

los ácidos grasos y los fosfolipidos parecen estimularla (158 ­
160).

Esta enzima es capaz de incorporar diferentes iones divaleg
2+2+ n2+, y Ni en diferentes porfirinas dicar­tes como Fe , Z o2+C

boxilicas (153, 159, 164 - 166), aunque algunos autores sugieren

que no se trataria de la misma enzima (167).

En todos los sistemas estudiados la FQresultó ser una enzi

ma unida a membrana. En bacteria se encuentra en la membrana citg

plasmática (157, 168) y en eucariotes está unida a la membranaig
terna de la mitocondria (164).

Mientras algunos autores trabajando con la enzima cruda o

solubilizada por detergentes han sugerido un mecanismobi - bi
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al azar para esta reacción (153, 166, 169); otro grupo, utilizan
do la enzima purificada de higado bovino, propuso un mecanismo

secuencial ordenado bi - bi en el que se uniria primero el hierro

a la enzima y luego la porfirina y se liberaria el hemoantes que

los 2 protones (160).

I I - IQEIG U LAACZI 0 N [>E L CZAM IIWC) B ICDEíI N T EÏPJZC O

D El. H BPGO .
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Aunquese ha informado de la existencia de distintos fas
tores que modifican las actividades de casi todas las enzimas de

este camino, el lugar primario de control se ejerce, sin lugar a

dudas, a nivel del ALA-S.Esto es lógico si se considera que el

ALAes el primer intermediario especifico del camino y los sustrg
tos iniciales Glicina y Succinil-CoAestán disponibles en.exceso.

Más aún ALA-Ses la enzima de velocidad limitante del camino, por

lo tanto, su regulación implica el control de la velocidad total

de formación de hemo en el higado. En realidad después de la for­

mación de ALA,la cinética de las enzimas siguientes del camino

es tal que en condiciones normales la excreción de ALA, PBGy por

firinógenos o sus correspondientes porifirinas es despreciable
frente a la cantidad total de hemosintetizado.



33.

Cuando se agrega ALAen ensayos "in vivo" o "in vitro" es

rápidamente convertida por el higado a hemosin acumulación sig­

nificativa de intermediarios. Este hecho parece oponerse a posi­

bles efectos regulatorios importantes en pasos enzimáticos distag
tes de ALA-Sbajo condiciones fisiológicas.

El hemo es el regulador por "feedback" negativo de ALA-S

(16). Este hecho fué inicialmente encontrado en bacterias (16,
170).

Han sido propuestos 3 tipos diferentes de regulación por
"feedback":

1) Inhibición por "feedback" de ALA-Spor hemo.

2) Represión por "feedback" de 1a sintesis de ALA-Spor hemo.

3) Inhibición por hemode 1a translocación del ALA-Ssoluble
del citosol a la mitocondria.

1) La inhibición de ALA-Spor hemo fue demostrada con concentra­

4 y 10-5 Musando preparaciones de enzimaciones de hemo entre 10­

parcialmente purificadas (11, 31), pero no pudo ser demostrada en

homogenato de higado.

La Ki del hemo fue 2 x ’10"5 M (11) que es 200 veces 1a con­

centración requerida para producir represión de 1a sintesis de la

enzima. Este hecho hizo dudar de 1a importancia fisiológica de es

ta inhibición por producto final. Pero, comoALA-Sy Ferroquelatg

sa se encuentran en la mitocondria (17, 18, 164) se podria gene­

rar una concentración local de hemosuficientemente alta para in­
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hibir el ALA-S.

Sin embargo Wolfson y colab. (171) encontraron que el aumeg

to de la producción de hemo en la mitocondria de higado de rata

no afecta la actividad de ALA-S, aún cuando 1a formación de hemo

sea 75 veces superior a 1a basal que tiene lugar "in vivo".

Estos datos sugieren que la inhibición de ALA-Spor hemo no

seria un mecanismofisiológico importante para 1a regulación de

la biosintesis hepática de hemo.

2) El control de la sintesis de enzima por represión permite una

regulación de 1a biosintesis más económica porque evita una forma

ción innecesaria de 1a nueva proteina. De acuerdo al modelo de

Jacob y Monod(172) propuesto sobre 1a base de estudios en bacte­

rias, la última molécula de un camino metabólico puede reaccionar

con un aporepresor para formar un represor. Este represor impide

1a sintesis del mRNAque codifica para algunas proteinas del cami
no.

En el caso particular de la sintesis de hemoeste represor

inhibiria la sintesis de ALA-Scomo lo muestra el esquema propueg

to por Meyer y Schmid (173) (Figura 16).

Whiting y Granick (174) probaron que la represión de la sin

tesis de hemoes un mecanismofisiológico importante. Utilizando

un anticuerpo preparado contra 1a enzima aislada de mitocondria

de higado de embrión de pollo, mostraron que el aumento de activi

dad de ALA-S producido por AIA y DDCen los embriones estaba acom
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pañado por cambios proporcionales en la cantidad de enzima y la

hemina bloqueaba tanto el aumento en 1a actividad como en la can

tidad de enzima sin afectar la sintesis general de proteinas. Es

tudios del mismolaboratorio mostraron que eran necesarias conceg

7 Y 10-8traciones de hemoentre 10- Mpara reprimir la actividad

de ALA-Sinducida en cultivo de hepatocitos de embrión de pollo

(175).

Se ha informado que el hemo reprime 1a sintesis de enzima

tanto a nivel de traducción: en higado de embrión de pollo (47,

176 - 178) o de rata (179, 180) como a nivel de transcripción en

estudios con polisomas aislados de higado de embrión de pollo (20)

y de ratas (34) y en cultivo de hepatocitos de embrión de pollo
(181).

En trabajos recientes Yamamotoy colab. (34) encontraron

que 1a administración intravenosa de hemina (2 mg/Kgde peso) a

ratas pretratadas con AIA inhibe la sintesis de novo del mRNAde

ALA-S.

Por otro lado se observó que en ratas tratadas con DDC(179)

y ratas normales (180) la administración de hemina (5 mg/Kgde

peso) causa una inhibición pcst-transcripcional. Considerando es­

tas evidencias se puede concluir que la sintesis de ALA=Sen hi­

gado de rauaes reprimida por hemoa ambosniveles: transcripcio­

nal y traduccional.

Por otro lado, Yamamotoy colab. informaron (180) que el

grado de inhibición de 1a translocación de ALA-Sde citosol a
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mitocondria en higado de rata asi comoel grado de inhibición de

1a sintesis de 1a enzima a nivel post-transcripcional, que se ob­

serva después de 1a administración intravenosa de varias dosis

de hemina, muestra una buena correlación con el cambio en el gra

do de saturación de la triptofano pirrolasa. Esta es una hemoprg
teina que se ha propuesto como un marcador sensible para ensayar

cambios pequeños en la concentración intracelular de hemo (182),

que se designa como el "pool" regulatorio de hemo (183), en el

higado.

Tanto la translocación intracelular de ALA-Scomola sintg

tesis de la enzima a nivel Fnsbtranscripcional parecen ser inhi­

bidas por concentraciones intracelulares de hemomenores que a­

quellas necesarias para alcanzar una completa saturación de la

triptofano pirrolasa, sugiriendo que ambasinhibiciones contri­

buirian en 1a regulación "feedback" de la biosintesis de hemo

bajo condiciones fisiológicas (180).

Comose ha visto, la dosis de hemina necesaria para inhibir

1a sintesis de ALA-Sen ratas pretratadas con AIAa nivel trans­

cripcional es de 2 mg/Kg de peso (34) que es muy cercana a laldg

sis de hemina (1.6 mg/Kgde peso) necesaria para una máxima inhi
bición de 1a translocación de 1a enzima en ratas tratadas con AIA.

Esto sugiere que 1a inhibición transcripcional de hemotambién

puede tener significado fisiológico.

Sudo y colab. (184) informaron que 1a constante de disocig

ción del hemode la triptofano pirrolasa de higado de rata es
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1,3 x '10-8 M. La variación del "pool" regulatorio de hemodentro

de este rango de concentraciones puede ser responsable de 1a re­

gulación "feedback" de los niveles de ALA-S.
Para clarificar el mecanismode control traduccional de la

sintesis de ALA-Spor hemo, en un trabajo más reciente, Yamamoto

y colab. (36) observaron que la hemina inhibe especificamente la

sintesis de ALA-Sa nivel de 1a elongación de la cadena del pép­

tido.Este seria el primer ejemplo de control traduccional de una

enzima de velocidad limitante por el producto final del camino.
Estos resultados no descartan un efecto de hemina en la

iniciación o en 1a transcripción. De hecho estos mismosautores

encuentran efectos a nivel de transcripción (34) comoya se ha

visto. Por lo tanto, el hemoactuaria a nivel traduccional y
transcripcional.

3) El grupo de Kikuchi y colab.(185) fue el primero en postular

que 1a hemina bloquea la translocación de ALA-Sa la mitocondria.

En sus estudios con ratas (48) demostraron que la inyección

de hemina a animales tratados con AIA provoca la acumulación de

ALA-Senzimáticamente activa en el citosol e inhibe la translocí

ción de la enzima a 1a mitodondria desde su lugar de sintesis en

el citoplasma.

En un trabajo posterior Ades (186) probó que la hemina blg

quea el procesamiento del precursor de ALA-Sen cultivo de hepa­

tocitos de embrión de pollo pretratados con AIAya que en preseg
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cia de hemina sólo se acumula pre-ALA-S, pero no habia evidencias

de que hemina bloqueara la transferencia del precursor a 1a mitg
condria.

Esto último fue demostrado más tarde por Srivastava y colab.

(22) quienes encontraron que si se trataba con hemina embriones

de pollo pretratados con AIA y DDC,luego se hacia un pulso de
marcación con 35S-metionina, después del cual se obtenia 1a frag
ción mitocondrial y citosólica del higado y se inmunoprecipitaba

con anticuerpos contra ALA-S, el nivel de pre-ALA-Sen el soluble

aumentaba considerablemente y no se detectaba ALA-Srecién sintg

tizada en la mitocondria. En los controles sin hemina, en cambio,

se detectaba ALA-Smadura en la mitocondria y pre-ALA-S en el ci

tosol. Es decir que la hemina impide 1a transferencia de 1a enzi

ma recién sintetizada a 1a mitocondria. Cabe señalar que 1a hemi
na no tiene ningún efecto sobre la sintesis de proteinas totales

ni en mitoCondria ni en citosol. Por otro lado para evaluar si

este efecto de hemina resulta de una disminución general de 1a

función de transporte de 1a membranamitocondrial, se estudió el

efecto de hemina sobre el transporte a la mitocondria de una en­

zima no relacionada, la piruvato carboxilasa, una enzima de 1a

matriz mitocondrial que también se sintetiza en el citosol como

una proteina precursora de mayor PM.

La hemina no tiene ningún efecto sobre esta translocación

lo que elimina un efecto tóxico general o no especifico de hemina

en la incorporación de proteinas en mitocondria y sugiere que he­
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mina afecta especificamente la translocación de ALA-Sa la mito­
condria.

Confirmando todos estos resultados Hayashi y colab. (187)

encontraron que cuando se sintetiza el precursor de ALA-Sde hi­

gado de pollo en un sistema de traducción libre de células de li
sado de reticulocitos y luego se lo incuba con mitocondrias de

higado homólogo, el precursor se incorpora a su sitio en la mitg

condria y es convertido a enzima madura por un precesamiento prg

teolitico durante su transferencia a 1a mitocondria. En este sis
tema experimental "in vitro" el transporte y el procesamiento de

ALA-Ses inhibido por hemina.

Esto confirma los resultados ya citados (48) obtenidos por

este mismogrupo "in vivo", según los cuales la inhibición de la

translocación de ALA-Spor hemo puede ser uno de los mecanismos

regulatoriosde la biosinteshsdel hemoen células de higado, es

decir,que el producto final del caminobiosintético bloquearia 1a

translocación de la enzima de velocidad limitante del camino a mg
do de control "feedback".

Unaposible interpretación de este efecto de hemina seria

que la hemina se une o interactua especificamente con el precur­

sor de ALA-Sde modode interferir su interacción con el compo­

nente (o los componentes) de la maquinaria de transporte.

Estos mismos autores (36) han probado que hemina inhibe la

sintesis de ALA-Sdirigida por polisomas de higado en un sistema

de traducción de lisado de reticulocitos libre de células y los
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datos obtenidos sugieren que puede ser importante en esta inhibi

ción una interacción especifica de hemina con las cadenas de pép
tidos nacientes de la enzima.

I I - B..R E GlJL.A(:I 0|! DB LIA A<317I V I[)A D
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En el higado se han encontrado todos los mecanismos de re­

gulación de ALA-Spor hemoanteriormente descriptos.

Sin embargo, contrariamente a estosremfltakm hallados en

tejido hepático, la enzima presente en tejido erihxudeo no res­

ponde a drogas que normalmente producen aumento de actividad de

1a enzima hepática, más aún la enzima no se acumula significati­

vamenteen el citoplasma de células eritroideas cuando se las trg
ta con hemina y tampoco parece ser reprimida por hemo (188-193).

Estos Hajna sugieren que la enzima eritroidea tendrá mecanismos

de regulación distintos de los de la hepática.

Apoyandoesta idea se encontró que el ALA-Shepática y eri

troidea difieren en tamaño, a nivel de 1a proteina madura y de

la preenzima.

Por otro lado Bishop y colab. (192) sugieren la existencia

de isoenzimas en base a las diferencias halladas en las propiedg
des cinéticas y de unión de ligandos entre las enzimas aisladas
de tejido eritrocitario y no eritrocitario.
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En 1985 Yamamotoy colab. (194) aislaron una secuencia de

DNAque codifica al ALA-Seritroidea. El mRNAque codifica esta

isoenzima particular tiene una longitud de 2.000 nucleótidos a­
proximadamentey parece expresarse en células eritroideas única­

mente. Estos autores sugieren que esta enzima seria codificada

por una familia de multigenes cuyos componentes serian responsa­

bles de las diferentes caracteristicas y regulación de esta acti
vidad enzimática en los distintos tejidos.

Estas diferencias entre ALA-Shepática y eritroidea podrian

sercflaves para interpretar los distintos rasgos de porfirias hepá
ticas y eritropoyéticas.

I I I -P’0 R F IFQI A S EZXP EFQI MBI'I‘A L 813.

Las porfirias son alteraciones generalmentehereditarias
en el camino biosintético del hemoque se caracteizan por un au­

mento en la excreción y acumulación de porfirinas y/o precurso­

res (195, 196).

Estas se dividen en 2 grandes grupos: porfirias hepáticas

y eritropoyéticas según sea en el higado o en el sistema eritro­

poyético la localización principal del disturbio.
Actualmente se sabe que numerosas drogas desencadenan ata­

ques de porfiria en personas con la enfermedad latente y también

pueden empeorar el curso de la enfermedad en pacientes con porfi
ria declarada.
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Mientras que pequeñas dosis de estas drogas pueden inducir

un ataque de porfiria en pacientes que llevan el rasgo heredita­

rio, dosis mayores provocan alteraciones en el metabolismo de las

porfirinas en sujetos y animales normales.

Estas drogas se conocen como Drogas Porfirinogénicas.

En los últimos años se encontró que varios compuestos no

relacionados químicamente producen desórdenes en animales de labg
ratorio o en cultivo primario de hepatocitos de embrión de pollo

que reproducen las alteraciones bioquímicas de diferentes tipos
de porfirias humanas.

Estos desórdenes del metabolismo de las porfirinas se cong
cen como: Porfirias Experimentales (197).

A partir del estudio de las porfirias experimentales se ha

obtenido una información valiosa que ha permitido comprender me­

jor las porfirias humanasy 1a inusual sensibilidad a ciertas drg
gas por parte de pacientes con esta enfermedad asi como también

la regulación de la biosintesis del hemo.

Entre las diversas drogas capaces de producir Porfiria Expg
rimental algunas de las más estudiadas son: alilisopropilacetami­
da (AIA), 3,S-dietoxicarbonil-l,4-dihidrocolidina (DDC)y Hexa­
clorobenceno (HCB).

I I I - 1 . Eif e c tt) d e.l A IIA s o b r'e l a

tai o s irmt e s i s d e l h e mc).

La administración de AIAa animales de experimentación prg
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duce un aumento de la actividad de ALA-Sy una marcada acumulación

de los precursores ALAy PBG. Esto reproduce el cuadro bioquimico

de 1a porfiria hepática humanade tipo agudo intermitente (197,198).

Después de 1a administración de esta droga se encontró au­
mento de la actividad de ALA-Sno sólo en mitocondrias sino también

en citosol en higado de rata (25, 30, 199) y pollo (32).

En contraste con lo encontrado en mamiferos y pollos adultos,

en el higado de embrión de pollo, ya sea en cultivo o "in ovo", no

se ha detectado actividad en el citosol o se ha detectado una acti

vidad extremadamente pequeña luego de la administración de AIA(27,
47).

Sin embargo se ha determinado la existencia del precursor de

ALA-Sen el citosol de higado de embrión de pollo (23), pero no se

sabe si los niveles son muybajos para poder detectar actividad o

es inactivo. Se necesitan más estudios para saber si la forma que

se acumula en el citosol de pollo adulto es igual a la detectada

en el de embrión de pollo.

Se ha estudiado el efecto sobre el aumento de ALA-Spor AIA

de inhibidores de 1a sintesis de proteinas a nivel de traducción

como la Cicloheximida (CH) y a nivel de transcripción como la Acti
nomicina D (ActD).

Se ha visto que trabajando con higados de embrión de pollo,

ya sea cultivo de órgano (47) o de hepatocitos (177), tanto la CH

como la ActD a1 ser administradas con AIA simultáneamente bloque

an el aumento de ALA-S. Cuando se adiciona CH luego de producido
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el aumento de actividad por la droga, la vida media de la enzima

resulta ser en un caso de 2 horas (47) y en el otro de 3,8 horas
(177).

También se ha informado en cultivo de hepatocitos una vida

media de 3 horas (176). En mitocondrias de higado de pollo adulto

(32) y de rata (48) la vida media es de aproximadamente 30 minutos

y la enzima parece degradarse principalmente, o quizás exclusiva­

mente, en la mitocondria (32).

Si en cambio se agrega ActD una vez incrementada la activi­

dad se ve que esta se mantiene (47) o hay un pequeño incremento

durante 2 ó 3 horas (177) y luego comienza a caer.

Aunque Sassa y Granick (176) propusieron que el AIA actúa

primariamente a nivel de traducción,posteriormente Tyrrel y Marks
(178) observaron que cuando se tratan cultivos de hepatocitos de

embrión de pollo con la droga en presencia de CHy luego las célu

las son lavadas y reincubadas en medio de cultivo nuevo sin la

droga, la actividad enzimática se incrementa en forma rápida, in­

mediatamente después del cambio de medio, lo que muestra que el

AIAestimula la sintesis del mRNAespecifico de ALA-S.Posterior­

mente otros autores también coincidieron con un efecto de la droga

a nivel de transcripción (20, 47).

Se ha informado que la hemina inhibe el aumento de ALA-S

producido por AIAa nivel de transcripción (20, 34, 181), tradug

ción (47, 177, 178) y translocación de citosol a mitocondria (48,
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186).

Una parte del hemouna vez sintetizado se incorpora a las

hemoproteinas. Entre ellas el citocromo P-4SOmicrosomal es 1a

más importante cuantitativamente en ratas. Su renovación parece

consumir a1 menos el 50%del hemo producido en el higado (134).

Se encontró que esta droga causa una pérdida rápida del con

tenido de citocromo P-450 seguida de un incremento gradual de mo­

do que se superan las concentraciones iniciales (200). La disming

ción inicial de citocromo P-450 va acompañada de un decremento

de1_contenido de hemo microsomal y acumulación de un pigmento ver
de asi como también de ALA-S (200-202).

Este pigmento verde consiste en una porfirina anormal que

se origina comoconsecuencia de un proceso destructivo en el cual

el AIA, que actúa comoun sustrato suicida, alquila a1 grupo pros

tético del citocromo P-450 inactivándolo (203, 204).

Se ha sugerido que la destrucción del hemodel citocromo

P-450 microsomal hepático es el mecanismo primario de inducción

de ALA-Spor varias drogas porfirinogénicas (205).

En cuanto al aumento de citocromo P-450 provocado por AIA

(200, 206) resultados recientes sugieren que AIAy otras dos drg

gas porifirnogéncias, DDCy Fenobarbital (FB), todas ellas estrug

turalmente distintas, causan aumento de los niveles del mRNAdel

mismocitocromo P-450 (207) pues se conoce 1a existencia de va­

rios citocromos P-450. Estos últimos poseen diferentes movilida
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des electroforéticas y diferente especificidad por sustrato (208­
211) y pueden dirigir el metabolismo de algún sustrato a diferen­

tes productos (212 - 214).

El análisis de estos datos es de particular interés para ig
terpretar el mecanismomolecular por el cual estas drogas precipi
tan ataques de porfirias hepáticas.

I I I - 2 . E:f e<:t o d e l DDC: s olar'e 1 a

t>i o s irIt e s 1.5 d e 1 h e m<:.

Ya en 1959 Solomon y Figge (215) describieron un tipo de

porfiria experimental en ratones y cobayos causada por la adminig
tración de DDC.Esta se caracterizaba por 1a producción excesiva

de Proto, que se acumulaba en el higado y se excretaba en las he­

ces. 0 sea que este disturbio bioquímico se asemejaba a un tipo

de porfiria hepática: la porfiria variegata humana(216).

E1 DDCque tiene capacidad porfirinogénica en una variedad

de especies animales (217) ha servido comouna herramienta valig

sa en el estudio del control de la biosintesis del hemo. Esta drg
ga reduce 1a actividad hepática de ferroquelatasa cuando se admi­

nistra a roedores (218, 219) o embriones de pollo (206, 220).

El mecanismo por el cual se produce esta disminución de ac­

tividad fue dilucidado en años recientes. El DDC,al ser adminis­

trado a roedores provoca la acumulación en el higado de un pigmeg
to verde (221, 222) identificado comoN-metil-protoporfirina (221­
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223) que actúa comoun potente inhibidor de ferroquelatasa (221,

222, 224).

El grupo metilo de la N-metil-protoporfirina proviene del

grupo alquilo de la posición 4 de la molécula de DDCcuya estrug

tura aparece a continuación (225, 226).

FÍSCéCÓC: CPU
.——-.

H3C a H

H5C202C CH3 DDC

Debido a la distribución asimétrica en la Proto de los grg
pos vinilo y ácido propiónico sustituyentes existen 4 isómeros

estructurales posibles de N-metil-protoporfirina monosustituida,
según cual sea el anillo pirrólico alquilado. Se encontró que

después del tratamiento con DDCse forma una mezcla de los 4 isé

meros estructurales (226, 227).

Quedaria por determinar de dónde proviene la Proto IX que

forma la N-metil-protoporfirina. Se observó que el DDCdisminuye

los niveles de citocromo P450 "in vivo" (228) y recientemente se

demostró que ésto se debe a una destrucción del citocromo P450

preexistente y que el DDCes un sustrato suicida de dicho citocrg



48.

mo. Es decir que la fuente de la Proto IX de la N-metil-protopor­

firina es el hemodel citocromo P450 (226, 229-231).

De Matteis y colab. (219) encuentran que la administración
de DDCa ratas causa inicialmente una disminución del citocromo

P450 en el higado y luego de 24 horas retorna a valores normales.

Por otro lado Rifkind (206) informa que bajas dosis de DDCno a­

fectan las concentraciones de citocromo P450 y dosis mayores in­

crementan el contenido de citocromo P450 de higado de embrión de

pollo luego de 24 horas. En concordancia con estos resultados y

como ya se ha señalado, se ha encontrado aumento del mRNAdel a­

pocitocromo P450 en embriones de pollo tratados durante 16 horas

con DDC, AIA o F‘B (207).

El DDCtambién produce aumento de la actividad hepática de

ALA-Sen higado de mamíferos y aves (20, 219). En este caso, al

igual que con AIA, se encuentra acumulación en citosol de cobayo

(31) y ratones (232, 233) pero no de embriones de pollo (20, 47).

Tomita y colab. (47) trabajando con cultivos de higado de

embrión de pollo encontraron que el aumento de ALA-Sprovocadopnr

esüidroga es completamente inhibido por Actinomicina D o Ciclo­

heximida. Cuando la Actinomicina D se agrega al medio de cultivo

una vez inducida 1a enzima con DDC, la actividad de ALA-Srecién

comienza a decrecer luego de 2 horas por lo que sugieren que el

mRNAde ALA-S tendria una vida de 2 a 3 horas. En cambio, si a­

gregan Cicloheximida una vez inducida la enzima, la actividad

cae rápidamente encontrándose una vida media para ALA-Sde 4 a 5
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horas mientras que para AIA, los mismos autores determinaron una
vida media de 2 horas.

La mayor vida media observada con DDCno se deberia a esta

bilización de 1a enzima por el DDCsino que se trataria de una

menor velocidad de recambio (47).

El DDCinduce la actividad de ALA_Sactuando a nivel de

transcripción es decir incrementando los niveles del mRNAespeci

fico (20, 47, 176, 178).

La hemina inhibe la sintesis de ALA-Sy su translocación a

lanutoqxuria en animales tratados con DDC(47, 48, 179, 232).

I I I - 3 . Eif e<:t o d e l ¡{CB s ol): e l a

b icas irlt ezsi s d e l h eIn<>.

HCBes un tipico ejemplo de un compuesto utilizado para

producir porfiria experimental que se desarrolló en base a obseg
vaciones clinicas.

En 1956 se produjeron varios cientos de casos de porfiria

del tipo cutánea tarda humana (PCT) en el sur de Turquia (234,

235) comoconsecuencia de la ingestión crónica de trigo que ha­

bia sido tratado con el fungicida HCB.La capacidad porfirinogé­

nica del HCBfue definitivamente demostrada por Ockner y Schmid

(236) quienes provocaron porfiria hepática experimental en ratas

tratadas crónicamente con una dieta que contenia HCB.

El HCBproduce un importante decremento de 1a PCL y un con
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secuente aumento del ALA-S, lo que lleva a una gran acumulación y

excreción de porfirinas altamente carboxiladas (237-241).

Estudios cinéticos con HCBdemostraron que PCLes la enzima

clave para la acción del fungicida sobre el camino biosintético

del hemo, es decir aquélla sobre la que actúa primariamente (241).

Su fuerte decremento podria deberse a la presencia de un inhibidor

termoestable o parcialmente termoestable en las preparaciones por­
firicas de animales tratados con HCB(132). Esta disminución no

parece deberse a una menor sintesis de PCL(242).

El hierro parece tener un rol importante en el desarrollo de

esta porfiria. La siderosis hepática es un rasgo comunmenteasacia
do con la PCT (243). Además la flebotomia produce remisión de la

enfermedad (244) mientras que la sobrecarga de hierro favorece la

manifestación del cuadro de porfiria (245).

La porfiria experimental inducida por hidrocarburos policlo­

rados también parece estar relacionada con la siderosis hepática

ya que se encontró que el contenido de hierro es incrementado por

el tratamiento de ratas con HCB(131, 246, 247), bifenilos poli­

clorados (248) y 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (249).

Ademásse observó que la sobrecarga de hierro acelera y exa

cerba la porfiria inducida por HCB(239, 250) y que el decremeg

to de PCLque produce esta droga es mayor cuando los animales se

ponen sideróticos previamente (251).

Podria ser entonces el hierro, que se encuentra incrementa
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do en los higados porfiricos, el inhibidor de PCL. Sin embargo va

rias observaciones sugieren que el hierro "per se" no es un inhi­

bidor de la enzima (131, 250, 251).

Por otro lado aunque varios metabolitos del HCBno inducen

porfiria (252) evidencias indirectas a partir de estudios de pre­
tratamiento con fenobarbital (un inductor del sistema microsomal

hepático metabolizante de drogas) sugieren que 1a acción del HCB

puede estar mediada por un epóxido, radical u otro metabolito re

activo de vida corta (241). El hierro podria ser necesario en al
gún paso de la metabolización del HCBpara favorecer la formación

de dicho metabolito (253) que luego provocaría la disminución de

PCL.

Este punto de vista podria ser avalado por el hecho que las

ratas de la cepa Agus que tienen un contenido de hierro hepático

mayor que las Wistar y que son más susceptibles a la acción porfi

rinogénica del HCB(254), tienen una mayor concentración de sus

metabolitos en el higado (255). Sin embargo también se informó que

aunque la sobrecarga de hierro incrementa la suceptibilidad para

adquirir porfiria de ciertas cepas de ratones este hecho no se cg
rrelaciona con la inducibilidad de la arilhidrocarburohidroxilasa

(250). Se requieren más estudios para dilucidar definitivamente el
mecanismo de acción del HCB.
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S UIJF'A N , P AEQAT I()N 'Y MAI.A¡:

T ICJN .

Comoya se ha visto, se ha estudiado el efecto sobre el cg

mino biosintético del hemo de numerosas drogas com: AIA, DDC,gri

seofulvina (198, 256) y una serie de compuestos clorados como:HCB,

pentaclorofenol (257, 258), bifenilos policlorados (259, 260),

clorodioxinas (249, 261, 262), aldrin endrin (263) heptaclor (264).

El Lindano ( X hexaclorociclohexano), cuya estructura se

muestra en 1a Figura 17, es otro compuesto clorado, químicamente

relacionado con el HCBy a su vez un insecticida de uso muy difug

dido, pese a lo cual ha sido poco estudiado en cuanto a su capaci

dad porfirinogénica. Estudios previos realizados en nuestro labo­

ratorio han demostrado que es porfirinogénico en embriones de pollo

(264). Por lo tanto hay informes sobre la acción de algunos plagui

cidas clorados sobre este camino pero se sabe poco o nada sobre la

acción de otros compuestos clorados como Clordano y Endosulfán, y

de compuestos fosforados de uso muy difundido como malatión y para

tión. Las estructuras químicas de estos cuatro compuestos aparecen

en 1a Figura 17.

E1 Clordano es principalmente usado para proteger frutas y

vegetales de los insectos del suelo pero es también muyusado para

el control de hormigas y termitas, y en los hogares contra moscas,

mosquitos y cucarachas (265).
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Figura 17: STRUCTURAS DEL: CLORDANO, ENDOSULF‘AN, PARATION,

MALATION Y LI NDANO.
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El Endosulfán es efectivo para muchas pestes para las cuales

se usaba anteriormente DDT(p,p'-diclorodifeniltricloroetano) pero

encuentra su mayor aplicación contra pestes de algodón, arroz y

cereales. Por suveficacia contra la larva de los lepidópteros y
su vida residual relativamente corta encuentra amplia aplicación

para tratar pastura y cosecha de forraje; el uso de Bndosulfán con

este propósito no produce residuos en carne, leche o huevos (265).

En cuanto a los insecticidas organofosforados el Paratión

(266) es uno de los más conocidos del grupo y pese a su relativa­

mente alta toxicidad es muyusado en la agricultura comoinsecti­

cida de amplio espectro. El Paratión es retenido en la superficie
de plantas y frutas y puede permanecer el tóxico por dias. Por su

alta toxicidad no se usa en el hogar.

El Malatión (266) es el menos tóxico del grupo, también es

considerado un insecticida de amplio espectro y se lo utiliza en

frutas, vegetales y plantas ornamentales.

Estos plaguicidas fosforados inhiben la enzima Acetilcolineg
tarasa con la consecuente acumulación de Acetilcolina que actúa

sobre el Sistema Nervioso Central y Autónomo(266, 267).

Según un trabajo de Bryan Myher (268) en el que se estudia

la influencia de varios plaguicidas sobre la incorporación de Uri
14€ a proteinas endina tritiada a RNAy aminoácidos marcados con

células Hela; el paratión inhibe la incorporación de aminoácidos

a proteinas mientras que tanto Clordano comoMalatión inhiben am­

bos procesos.
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Pese a este y a algunos otros informes referentes a la ac­

ción de los mencionados plaguicidas a nivel bioquímico práctica­

mente no hay informes en la literatura con respecto a su influen
cia sobre la biosintesis de porfirinas y hemo.

El embrión de pollo es un sistema experimental útil para

estudiar el efecto de distintas drogas sobre el metabolismode

porfirinas yasea trabajando "in vitro" con cultivo de hepatocitos

(43, 45) o "in vivo" con el embrión de pollo entero (269, 270).

En un trabajo muy reciente Bonkowskyy colab. (271) realiza

rOn estudios comparativos sobre la transformación de ALAen Hemo

por homogenato de higado humano, de rata y de embrión de pollo.

Estos autores encontraron que comomodelo experimental para

el estudio del metaboliso del hemo, el higado de embrión de pollo

se asemeja más al humano que el de rata. Si bien no es el modelo

ideal porque la enzima de velocidad limitante en la sintesis de

Hemoa partir de ALAen embrión de pollo es la Ferroquelatasa más

que la PBG-Deaminasacomo ocurre en el higado humano y de rata(272).

Sin embargo las máximas velocidades de transformación de ALAen

Hemopor homogenatos de higado humano y de embrión de Pollo son

aproximadamente iguales (33 y 26 nmoles de equivalentes de ALA/

hora/ gramo de higado respectivamente) porque bajo las condicio­

nes experimentales empleadas la actividad de PBG-Deaminasade hi

gado humano es aproximadamente igual a la de Ferroquelatasa de

higado de embrión de pollo (271, 272).
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O B\JEIT‘I V O S .

En base a lo ya expuesto en la Introducción, especialmente

en la Sección IV, resultó interesante estudiar el efecto de: C105
dano, Endosulfán, Paratión y Malatión sobre el camino metabólico

del hemo en embriones de pollo.

Con dicho fin se estudió:

1) El efecto de estos plaguicidas

sobre el contenido de porfirinas en el higado.

2) La acción de los 4 plaguicidas

sobre la actividad hepática de ALA-S.
3) El efecto de la administración

conjunta de estos plaguicidas con Fenobarbital (FB), Clorhidrato

de 2,2-dietil-aminoetil-2,2-difenil-valerato (SKP525A)ó DDCsobre

el contenido hepático de porfirinas.

El FB estimula el metabolismo de drogas que tienen lugar en

los microsomasde las células hepáticas y por lo tanto, si la a­

cumulación de porfirinas debida a los plaguicidas se incrementa
en presencia de FB, el efecto observado podria ser atribuido a un
metabolito.

El SKF 525A es un inhibidor del metabolismo de drogas y como

tal ha sido utilizado por Taub, Krupa y Marks (273) en conjunción

con drogas porfirinogénicas en embriones de pollo, pollos y ratas.

Su uso permitirá evidenciar 1a capacidad porfirinogénica de

aquellas drogas que actúan "per se" y cuya acción puede no detec­

tarse a causa de una rápida metabolización.
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El DDC,como ya se ha visto, es un inhibidor de 1a actividad

de Ferroquelatasa, enzima que cataliza la formación de hemo.

El aumento en la formación de intermediarios de porfirinas

en respuesta a drogas puede estar balanceado por un incremento en

1a sintesis de hemo y hemoproteinas como el citocromo P-450 y en

este caso no habria acumulación de Proto. Si ésto ocurriera, al

inyectar la droga en forma conjunta con el DDCse puede visualizar

el incremento de Proto al bloquearse la transformación a hemoy

hemoproteinas.

Anderson (274) propone un método sensible y conveniente para

analizar la capacidad inductora del camino biosintético del hemo

de ciertas drogas que provocan aumento de actividad de ALA-Sy/o

aumento de citocromo P-450 y no producen acumulación significati

va de porfirinas. Este método consiste en la aplicación de una pg

queña dosis de DDC(0,25 mg) junto con la droga en estudio.

Por otro lado se quiso evaluar la capacidad porifirnogénica

del Lindano en mamíferos dado el antecedente en pollos anterior­
mente citado.

Para ello se estudió en ratas el efecto de esta droga sobre:

1) La excreción urinaria de ALA,PBGy porfirinas
en orina.

2) La excreción fecal de Copro y Proto.

3) La actividad de ALA-Shepática.

4) La actividad de PCLhepática.
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Por último, debido a que se encontró un importante aumento
de 1a actividad de ALA-Sen los embriones tratados con Malatión

se decidió estudiar:

1) La cinética de este aumento, es decir, 1a
actividad de ALA-Sen función de las horas de tratamiento de los

embriones con esta droga.

2) El efecto de inhibidores de 1a sintesis prg
teica a nivel de traducción (Cicloheximida) y de transcripción
(Actinomicina D).

3) El efecto de hemina, regulador fisiológico
de este caminobiosintético.

4) El efecto de FB inductor del sistema metabg

lizante de drogas.
S) El efecto de 1a droga "per se" sobre 1a ac­

tividad hepática de 1a enzima normal.
6) La distribución subcelular de 1a enzima.

7) También el efecto del Malatión sobre 1a ac­

tividad de 1a última enzima del camino biosintético del hemo: la

Ferroquelataaa.



MATERIALES Y METODOS
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MlkflïEIRI AI.E S.

Sustratos.

Glicina: Sigma

UROIII: Porphyrin Products.

Mesoporfirina IX: Porphyrin Products.

Coenzima A: Sigma.

Succinato de sodio: Sigma.

Solventes.

Acetato de etilo: p.a. Douglas.

Acido acético glacial: p.a. Douglas.
Acido perclórico: p.a. Mallinckrodt.

DMSO:p.a. Sigma.

Cloroformo: Se empleó C. Erba F.U. para realizar las esterificacig
nes de las porfirinas libres y C. Erba R.P. para eluir las croma­

tografias.
Metanol: C. Erba F.U.

Kerosene: incoloro, se utilizó para las cromatografias la fracción

que destila entre 1909 - 2409C. Se obtuvo a partir del kerosene

comercial. Este fue lavado varias veces con agua, secado sobre

CaCl2 durante 48 horas y finalmente destilado con columna recti­
ficadora. Se hizo una primera destilación entre 1809 y 2509€, es­
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ta fracción se volvió a destilar recogiendo el destilado corres
pondiente al rango entre 1909 y 24OQC.

Dioxano: Lowens para cromatografía.

Eter: p.a. Rhodia.

Plaguicidas.

El clordano, malatión y paratión fueron cedidos gentilmente

por Chemotecnica Syntial S.A. Buenos Aires, Argentina.

El clordano y el lindano fueron una cortesia del Dr. Crespo

de Compañia Quimica S.A., Buenos Aires, Argentina.

El grado de los plaguicidas fue técnico. La pureza expresa­

da como%(p/p) es: paratión 97%, malatión 96%, endosulfan 94% y

lindano 99.9%. El clordano contiene 65%de cloro en peso.

De todas las drogas empleadas el malatión fue la más utili­

zada y la única cuyo uso se extendió desde el comienzo hasta la

finalización del presente trabajo experimental. Comose sabe que

esta droga puede descomponerse durante el almacenamiento (275)

se quisieron evaluar estas posibles alteraciones. Condicho fin

se hicieron a lo largo del periodo de trabajo cromatografias ga­

seosas de 1a droga. De este modo se pudieron comparar muestras

que habian sido recién recibidas con muestras recibidas con bas­
tante anterioridad.

Estas cromatografias pudieron realizarse gracias a una gen
tileza de la Cátedra de Toxicología y Quimica Legal de la Facul­

tad de Ciencias Exactas y Naturales de 1a U.B.A.
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Se utilizó un cromatógrafo Hewlett-Packard modelo 5840 A.

Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:

Columna: 5% OV-101 sobre Chromosorb WAWIDMCS,80-100 mesh. Dimen

siones de la columna: 1,5 m de longitud y 2 mmde diámetro inter

no. Temperatura de la columna: 2009€. Detector de ionización de

llama: Temperatura: 2609€. Alimentación de la llama: flujo de hi

drógeno: 50 ml/min; flujo de aire: 300 ml/min.

Temperatura de inyección: 2209C.

Gas portador: N2 (40 ml/min).
Se muestran los cromatogramas obtenidos con una muestra rg

cién recibida, una muestra que habia sido recibida unos 2 años

antes y un patrón de malatión. Se utilizó comopatrón de malatión

una muestra gentilmente cedida por el Dr. Edgardo Woodpertenecieg

te al Centro de Investigaciones de Plagas e Insecticidas (CIPBIN),
CITEFA-CONICET.

En todos los casos se inyectaron 2IN1 de soluciones 2%en

hexano. Comopuede verse en la Tabla I los cromatogramas obte­

nidos en los 3 casos son similares y, en particular, el obtenido

con la muestra vieja (de aproximadamente 2 años de antigüedad) es
similar al de la muestra recién recibida.

Por otro lado, cabe señalar que, a los fines del presente
estudio, no se encontró una respuesta diferente al utilizar dro­
gas de distinta antigüedad ni en cuanto a las mediciones que ata­

ïen a1 caMnobiosintétíco del hemo, ni en cuanto a la mortalidad

de los animales tratados.



Tabla1:CROMATOGRAFIAGASEOSADEMALATION.

P.A1?R(DNMUISSTiïAVIEIJÁAMIJESÍFRANlJB‘IA

TiempoderetenciónArea(%)TiempoderetenciónArea(%)TiempoderetenciónArea(%)

(min)(min)(min) 0.810.1550.800.6260.790.75 1.480.1031.470.013 3.321.4763.350.1543.390.112 4-2198.1424.2699.2074.2899.133

18.090.083

62.
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Por lo tanto, la droga podia ser empleada varios meses de;

pués de recibida.

Otras drogas.

El fenobarbital fue una gentileza del Dr. Méndezde Bayer

Argentina S.A., Buenos Aires, Argentina.

El SKF 525 A se obtuvo de Smith, Kline and French Interna­

tional Co. Philadelphia P.A., por gentileza del Dr. Prieto de

SKFArgentina.

El DDCfue adquirido a Aldrich Chemical Company Inc.

La actinomicina D y 1a cicloheximida fueron compradas a

Sigma.

La resina DowexA.G.1x mesh 200-400, forma cloruro ó ace8,

tato ; la resina DowexA.G.SO-X8, mesh 200-400, forma ión hidró­
geno y el Sephadex 6-25 provienen de Sigma.

Otros materiales empleados.

Sondas para drogado de ratas: Franklin Nelaton, 11PR
Jeringas de 0.5 m1 para inyectar los embriones de pollo.

Aguja descartable estéril 22 Gx 1 1/2

Animales.

En los estudios con malatión, paratión, clordano y endosul
fan se utilizaron embriones de pollo de la raza NewHampshire de
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17-19 dias.

En los estudios con lindano se emplearon ratas macho Wistar

de aproximadamente 250 g de peso.
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MB T()[)O S .

I - TFiA BI\J(D C()N EIMBIQI OPWES.

I - 1 . 17ratzarni erlt o cle 1.o s ar1i mial e s

Se trabajó con embriones de pollo de 17 a 19 dias de la r3

za New Hampshire.

Con el fin de inyectarlos se miraron a1 ovoscopío para mag

car con lápiz la cámara de aire. Luego se pasó un algodón con a1­

cohol por 1a zona marcada y con un punzón se hizo un pequeño agu­

jero en 1a cáscara del huevo por encima de la cámara de aire (ver

el esquema del embrión que aparece a1 final de esta sección), que

luego fue ampliado con una tijera a un circulo de aproximadamente

1 cm de diámetro. Con una pipeta Pasteur estéril se colocaron 2

ó 3 gotas de solución fisiológica también estéril para transpareg
tar 1a membranacorioalantoica.

Las drogas se inyectaron en el liquido que rodea al embrióne

Clordano, endosulfan, paratión y malatión se inyectaron disueltos

en 0.2 m1 de dimetilsulfóxido (DMSO),en las dosis indicadas en
cada caso.

En los pretratamietnos con FB (5 mg) , SKF 525 A (0.25 mg)

ó cicloheximida (100¡ug) estas drogas se inyectaron disueltas en
0.2 m1de solución fisiológica estéril. Después de 1 hora de 1n­

cubación a 389€ con estos compuestos, se inyectaron los plagui­
cidas en estudio.
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B1 DDC(0,25 mg), 1a actinomicina D (300¡ug) y la hemina

(3 y 5 mg) se inyectaron disueltas en 0.2 ml de DMSOsimultanea­

mente con los plaguicidas.

Una vez inyectados los embriones, el orificio de 1a cásca­

ra del huevo se selló con cinta adhesiva y se incubaron los embrig

nes a 37 - 389€ en cámara húmeda (incubadora) durante los interva

los de tiempo indicados en cada caso, después de lo cual se mata­

ron por decapitación. Se extrajeron los higados, se colocaron en

solución fisiológica fria para ser lavados y luego se secaron so­
bre papel de filtro y se pesaron para ser posteriormente utiliza­
dos.

cámara de aire.

cavidad alantoica.

membrana amniótica.
cavidad amniótica.
embrión.
membranacorioalantoica.
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I - 2 . CÏOIIterlicio d e ptar fi.r iria s e n
e 1 tii g acio .

Las porfirinas se extrajeron a partir del órgano entero se
gún el método de Racz y Marks (269) ligeramente modificado como

se describe a continuación.

El higado del embrión de pollo (0.4 a 0.5 g) fue homogenei
zado en 5 ml de una mezcla de acetato de etilo: ácido acético

(4:1, v/v). Luego de centrifugar a 3000 g 15 minutos, se separó

el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 3 ml de 1a meg

cla de homogeneización y se centrifugó nuevamente a 3000 g 15 mi­

nutos. El precipitado se descartó. El sobrenadante se juntó con

el inicial y se volcó sobre una ampolla de decantación que conte­

nía 12 m1 de acetato de sodio 3% (p/v). Se agitó suavemente, se

separó la fase acuosa inferior y luego la fase superior de aceta­
to de etilo se lavó 2 veces más con acetato de sodio 3%.

Los lavados de acetato de sodio se reunieron y se miraron

bajo la lámpara ultravioleta de Wood.Cuandoestos lavados tenian

fluorescencia se extraian 3 veces con acetato de etilo (5, 4 y

3 ml respectivamente). El acetato de etilo resultante de estas

extracciones se lavaba con acetato de sodio 3%y se reunía con el

acetato de etilo original.
En general, los lavados de acetato de sodio no presentaron

fluorescencia cuando se miraron bajo la luz ultravioleta y por
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lo tanto,se descartaron y se continuó trabajando con la fase de

acetato de etilo original.
Los extractos de acetato de etilo se extrajeron con HCl 5%

(p/v) con agitación fuerte. La fase clorhídrica inferior se filtró
por papel de filtro doble (Whattman NQ42), previamente embebido

en HCl 5%. Las porfirinas fueron estimadas fluorométricamente usan

do un fluorómetro Beckmany coproporfirina III como patrón.

I - 3 . Deet ezrm irla<:i ór1 d e A.L)\a S .

La actividad de ALA-Sen homogenato de hígado fue ensayada

basándose en el método de Marver y colab. (276).

Los higados se homogeneizaron con una mezcla de la siguieg

te composición: EDTA0.5 mM, NaCl 0.9% y Tris HC1 10 mM(pH 7.2).

La mezcla de incubación para los ensayos de ALA-Scontiene:

2001umoles de glicina, 20/umoles de EDTA,100,umoles de Tris HCl

(pH: 7.2), 0.3¡pmoles de fosfato de piridoxal y 1a cantidad de hg

mogenato correspondiente a 0.125 g de higado en un volumen final
de 2 m1.

Luego de incubar 40 ó 60 minutos según se indica en cada

caso, se desproteinizó con 0.5 m1 de TCA25%. En los blancos el

TCAfue agregado antes que la enzima. Se dejó desproteinizando

en frio a1 menos 1 hora y se centrifugó. En el sobrenadante se

determinó el ALAformado para lo cual se ajustó el pH a 4.6 por

agregado de NaOH. A 1 m1 de ensayo se le agregó 1 m1 de buffer
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acetato 0.1 MpH: 4.6 y 0.05 ml de acetilacetona. Se calentó a

1009€ durante 10 minutos y el pirrol asi formado se hizo reaccig

nar con 2 ml del reactivo de Ehrlich modificado (277) que se pre

para agregando a 1 g de p-dimetilaminobenzaldehido, 30 ml de áci

do acético glacial y 8 ml de HClO470%completando, finalmente,
a 50 ml con ácido acético glacial.

El producto se determinó espectrofotométricamente a 555 nm

utilizando un EmM= 62 (278).

I - 4 . F‘r a<:c i<>n alni.er1t o s utac e 1111 a r .

Para evaluar si el aumento de ALA-Sproducido por malatión

ocurre en mitocondrias, en citosol ó en ambosse realizó un frag
cionamiento subcelular y se midió esta actividad enzimática en
las distintas fracciones.

Los higados se homogeneizaron en Sacarosa 0.25 M (pH: 7.2).

A partir de cada gramo de higado se obtuvieron 4 ml de homogena­

to. Se encontró que una parte importante de las mitocondrias apg

rece en el precipitado de 600 g correspondiente a núcleos. Asi

lo informan Kim y Kikuchi (279), Gross y Hutton (233) y Correia

y Meyer (280). Estos últimos señalan que precipitan aqui mitocog

drias unidas a sistema reticulo endoplásmico y que ésta asociae

ción tendria un significado funcional.
Por otra parte, Petersons y Allred (281) trabajando con

higado de rata encuentran que al homogeneizarlo en sacarosa 0.25M,
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1/3 de 1a actividad de 2 marcadores mitocondriales (citrato sin­

tetasa y 3-hidroxi-3-metilglutari1 CoAliasa) precipitan con 1a

fracción nuclear y los 2/3 restantes de actividad aparecen en el

precipitado de mitocondrias. Cuandoel fraccionamiento subcelular

se realiza con Sacarosa 0.25 M + Tris HCl 0.05 M, 80 a 95% de 1a

actividad de los marcadores mitocondriales aparece en el precipi

tado de núcleos. Utilizando microfotografia se vió agregación mi
tocondrial en presencia de Tris CHI; mientras que con sacarosa

las mitocondrias se mantienen dispersadas. Esta distribución de

enzimas no se debe a células sin romper ya que no se ven células

intactas por microfotografia y además 90%de la actividad de lag

tato deshidrogenasa, enzima citosólica, se solubiliza durante 1a

homogeneización.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y comoel objetivo

del experimento, como ya se señaló, fue determinar si el aumento

de actividad de ALA-Socurre en mitocondria ó citosol, seldecidió

medir esta actividad en el precipitado de 11.000 g que contiene

el total de mitocondrias y el sobrenadante de 105.000 g que co­

rresponde a1 citosol.

Los homogenatos se centrifugaron a 11.000 g durante 20 min!

tos,separándose el sobrenadante y el precipitado. Este último se

suspendió en sacarosa 0.25 My se centrifugó nuevamente a 11.0009

durante 20 minutos obteniéndose asi un precipitado que contiene
las mitocondrias. El sobrenadante resultante de esta útlima cen­
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trifugación se juntó con el sobrenadante inicial y 1a mezcla se

centrifugó a 105.000 g durante una hora resultando el precipita­

do de microsomas y el sobrenadante correspondiente a 1a fracción
soluble.

I - S . E)e t e rrni.n a<:i.ól1 d e }\L.A- S c:o n

a girezg a d<J d e SlJCZC i n i 1 C20 A ­

S i n test a s a .

La Succinil CoA-Sintetasa (Succ CoA-S), que cataliza 1a

formación de una de los sustratos de ALA-S:el succinil CoA, se
encuentra en 1a mitocondria.

Para estudiar 1a distribución subcelular de ALA-Ses necg
sario adicionar un sistema generador de succinil CoAen los en­

sayos correspondientes a fracciones que no contienen mitocondrias.

Por lo tanto, cuando se realizó el fraccionamiento subcelu­

lar se determinó 1a actividad de ALA-Sen presencia de Succ CoA-S.

Esta adición se relaizó en todos los ensayos para igualar las con
diciones de medición.

Esta determinación sólo difiere del método de Marver ante­

riormente descripto en los componentes de 1a mezcla de incubación.

Esta contiene en un volumen final de 2m1: 200lumoles de glicina,

20 pmoles de BDTA,150lumoles de Tris HCl (pH: 7.2), 0.3¡umoles

de fosfato de piridoxal, 10 pmoles de ATP, 0.2,umoles de coenzi­

ma A, 40lumoles de MgC12, 10lumoles de succinato de sodio y 0.05
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unidades de Succ CoA-S.

Se define una unidad de Succ CoA-S como la cantidad de pro

teina que forma l‘umol de succinil CoAen 1 minuto.

I «- 6 . Olat e nczi ó n d e S uczc (lo A-S .

Esta enzima se obtuvo a partir de Escherichia Coli B del

cepario de la Cátedra de Microbiologia e Inmunología, gentilmente

cedida por el Dr. Alberto A. Viale. La bacteria se hizo crecer en

un medio que contiene succinato de sodio comoúnica fuente de car

bono según lo describen Gibson y colab. (282).

La composición del medio es la siguiente: KH2PO40.02 M;

K HPO 0.02 M, NH c 1 0.3%, MgSO .6H .7H2 4 4 4 2 4 2

extracto de levadura (Oxoid) 0.005%; succinato disódico.6 H

o 0.04%, FeSO 0 0.001%,

20 2.2%.

Cada litro de medio se inoculó con 30 m1 de un cultivo de Escheri

chia coli B crecida durante 10 horas en igual medio y se incubó a

379€ con agitación durante 30 horas.

A1 cabo de este tiempo 1a suspensión de bacterias se cen­

trifugó a 6000 g durante 15 minutos. El precipitado se resuspen­

dió en buffer fosfato 0.02 M (pH: 7.2) conteniendo MgCl20.02 M;
de modoque una dilución 1:100 de esta suspensión dió una absor­

bancia de 0.6 aproximadamente a 600 nm.

La Succ CoA-S fue preparada de acuerdo a1 método de Ohashi

y Kikuchi (32).

Las células se sonicaron 2 veces durante 30 segundos (130
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vatios/cmz) con un intervalo de 30 segundos en un sonicador modg

lo w 185 D de Heat System Ultrasonic Inc.

Luego se centritugaron a 10.000 g 15 minutos. El sobrenadag

te resultante se trató con (NH4)250 de modode obtener las pro­4

teinas que precipitan entre 50 y 65 %de saturación.

Este precipitado se resuspendió en buffer Tris HCl 0.1 M

pH: 7.2 y se sembró en una columna de Sephadex G-25 que fue equi

librada y eluida con ese mismobuffer.

El eluido fue recogido en varios tubos. En cada uno de ellos

se determinó la presencia de SO: por precipitación con BaClzy la
de proteinas mediante la medición de las absorbancias a 260 y 280

nm. Los tubos que contenían proteinas y carecian de SO4 se junta
ron y se utilizaron como fuente de enzima.

Esta preparación no presentó actividad de ALA-S.

La actividad especifica de Succ CoA-Sen la misma se deter­

minó midiendo la actividad de 1a enzima por el método de Kaufman

(283) y la cantidad de proteina por el método de Lowry (284),ambos
se describen a continuación.

La fracción precipitada entre 50 y 65%de saturación con

(NH4)2SO4se conservó en congeladora; bajo estas condiciones re­
sultó estable por varios meses.

I - 7 . [>e t e rrni.n a<:i.ól1 d e SIJCZC (:o A- S .

Comoya se ha mencionado se utilizó el método de Kaufman
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(283). El medio de incubación contiene: 100lpmoles de Tris HCl

(pH: 7.4), ICO/umoles de succinato de sodio, 10,umoles de ATP,

0.13‘pmoles de coenzima A, 20 pmoles de glutatión reducido, 10

pmoles de MgC12,0.96 mmoles de hidroxilamina y la solución de

enzima en un volumen final de 2 m1. Se incubó a 37QCcon agita

ción durante 30 minutos. Finalizada la incubación se agregó 1

m1de la mezcla desproteinizante que contiene iguales volúmenes

de FeCl 5%, HCl 3N y TCA 12%. En los blancos se agregó la mez3

cla desproteinizante antes que la enzima.

Luegode centrifugar se determinó la absorbancia en el so­
brenadante a S40 nm.

Esta medición está basada en la formación de ácido succini

cohidroxámico a partir de succinil CoAe hidroxilamina el cual

se determina por el reactivo de F‘eCl3de Lipmann y Tuttle (285).
La curva de calibración se realizó con anhidrido succinico

ya que este forma el ácido succinicohidroxámico (283), obtenién­

dose un valor de 1/pendiente: 2.4/umoles.

I - 8 . De1:e rIn1.n a<:i ó n d e p r<>t e iria s .

La medición de proteinas se hizo por el método de Lowry

(284) utilizando solución alcalina de cobre y reactivo de Folin.
Las muestras fueron convenientemente diluidas de modode

usar 0.1 ó 0.2 ml por ensayo.
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Una vez agregada 1a muestra se llevó a 0.4 m1 con agua y se

adicionaron 2 ml de solución alcalina de cobre. Después de 10 mi­

nutos se agregaron 0.2 m1de reactivo de Folin, se agitó y se de­

jó durante 30 minutos. Luego se determinó la absorbancia a 660 nm.

La curva de calibración se realizó con albúmina bovina obteniéndg

se un valor de 1/pendiente: 0.2 mg.

I - 9 . [>e t e rrni.n aczi 611 d e SlJCIC ilïi c o

De siii d rcagge n a sea.

Cuandose realizó el fraccionamiento subcelular se utili
zó como marcador mitocondrial 1a enzima Succinico Deshidrogenasa

(SDH), que esta localizada en la membranainterna de la mitocon­
dria.

Esta actividad fue medida de acuerdo al método de Penning
ton (286). El medio de incubación contiene en un-volumen final de

1 m1 : buffer fosfato 50 mMpH: 7.4, succinato de sodio 50 mM, sa

carosa 25 mMy cloruro de 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)5-feni¿
tetrazolio (INT) 0.1%. Los blancos fueron incubados sin succinato

de sodio. Se incubó durante 15 minutos a 37QCy luego se despro­

teinizó por agregado de 1 ml de TCA10%. El producto de la redug

ción del INT, el formazán, se extrajó con 4 m1de acetato de eti­

lo y se determinó 1a absorbancia a 490 nm. Se definió una unidad

de SDHcomo la cantidad de enzima que cataliza la reducción de INT
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dando un incremento de 1 en la absorbancia a 490 nm en las condi

ciones de ensayo empleadas.

I - 1.0 . Deet eZ'm ir1a<:i ór1 cie Glllt an1at:o

¡Je sr11<ir'ogge naas a .

La Glutamato Deshidrogenasa (GDH)es una enzima localizada

en 1a matriz mitocondrial y también fue utilizada comomarcador
mitocondrial en el fraccionamiento subcelular.

La actividad de GDHse midió según el método de Beaufay y

colab. (287) ligeramente modificado.
La mezcla de incubación contiene: buffer Tris HCl 0.04 M

pH: 8, KCN0.4 mM, Tritón X 100 0.1%, EDTA1 mM,d cetoglutarato

0.01 M, NH4C1 0.1 M, NADH0.28 mMy enzima en un volumen final

de 3 m1. Se preincubó la enzima con todos los componentes de la

mezcla de reacción excepto el “ cetoglutarato a 259€ durante 15

minutos. Luego se comenzó la reacción con 1a adición de a cetoglu

tarato y se midió el decremento de absorbancia a 340 nm contra un

blanco que contiene NADH0.22 mMy todos los otros componentes del

sistema menos ‘X cetoglutarato.
Se definió una unidad enzimática como 1a cantidad de enzima

que causa un decremetno de absorbancia de 0.01 en 10 segundos bajo

las condiciones de ensayo empleadas.
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I - 1 1 . [>e t e rrni.n a<:i 6:1 d e F‘e rlrcaq u e ­
liit a s a .

La actividad de ferroquelatasa fue medida según una modifi

cación del método de Cole y colab. (220).

Los higados se homogeneizaron en Sacarosa 0.25 M (pH: 7.4).

A partir de 1 g de higado se obtuvieron 5 ml de homogenato. Este

se centrifugó a 11.000 g durante 20 minutos; las mitocondrias asi

obtenidas se lavaron 2 veces con Tris HCl 0.02 MpH: 8.2.

La solución de mesoporfirina IX, utilizada comosustrato, se

preparó según lo describen Porra y colab. (288). Se disuelve la

porfirina en un pequeño volumen de NH32N. La solución se diluye
con un poco de agua, se lleva a pH 8.2 con HCl y se agrega Buffer

Tris HCl pH: 8.2 de modode obtener una concentración final de bu­

ffer de 0.01 M. Finalmente se agrega 0.2 vol.de Tween 80 1% (p/v).
Para obtener la concentración de la solución se hace una dilución

conveniente con HCl 0.1 N y se mide la absorbancia a 399 nn. Se

utiliza un EmM= 445 (289).

Para determinar la actividad de ferroquelatasa el medio de
incubación contiene en un volumen final de 3.5 ml: 120 nmoles de

mesoporfirina IX, 0.45 nmoles de Tris HCl pH: 8.2, 12lpmoles de

ditiotreitol, 1201umoles de FeSO 0.3 m1 de Tween 80 1% (p/v),4?

0.3 ml de etanol y la suspensión en Tris HCl 0.2 MpH: 8.2 de las

mitocondrias correspondientes a 0.2 g de higado aproximadamente.
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Antes de incubar se hizo vacio durante 5 minutos y luego se inyeg

tó nitrógeno durante 1 minuto. Se incubó a 379€ durante 1 hora con

agitación. A1 finalizar la incubación se agregaron 0.5 m1de yodg

acetamida 0.4 M, se dejó unos minutos y luego se adicionó 1 m1 de

piridina y 0.5 m1 de NaOH1 N. Se midió 1a diferencia de absorben

cias a 543 y 531 nm usando un 0 Bm = 21.7 de acuerdo con Porra yM

Jones (155).

I I - I'R A BÁA.J() C OI“ R AÏPI\S .

I I - 1 . I‘r a tianti er1t o d e 1 o s a n lineal e s .

Se trabajó con ratas machode la cepa Wistar, de aproxi­

madamente250 g de peso, a las que se les administró diariamente

lindano por sonda gástrica en dosis de 40 a 50 mg/Kgde peso. Se

utilizaron 3 lotes: a) normal, b) tratado con 3 ml de una suspeg

sión por medio de Tween 20 de 5 mg de lindano/ml y c) tratado con

0.25 m1 de una solución de 60 mg de lindano/ml de aceite de gira­
sol.

Se analizó una vez por semana la excreción de ALA, PBGy

porfirinas en orina y Copro y Proto en heces en 4 ratas de cada

lote. E1 tiempo de duración de los tratamientos se indica en cada

gráfico.
Unavez finalizado el tratamiento las ratas se mataron por

decapitación, se extrajeron los higados, se colocaron en solución
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fisiológica fria para lavarlos, se secaron sobre papel de filtro
y se pesaron.

A continuaciónse emplearon para determinar las actividades

hepáticas de ALA-S y PCL.

I I - 2 . P rezp at-aczi 6:1 d e 1.a s rces irïa s
Dowex.

I I - 2 a.. ¡le si.n a armi órïi<:a .
Se utilizó una resina aniónica DowexA.G. 1-x 200-400

87

mesh. Si la resina se admuereen la forma acetato puede ser utili

zada luego de suspenderla en agua y dejarla decantar varias veces

hasta que el liquido sobrenadante sea completamente claro.
Si esta en la forma Cl- se trata 3 veces con 4 volumenes de

solución de acetato de sodio 3Mdurante 6 horas. Luego se lava

con agua hasta reacción negativa de acetato en el eluido. Esto se

comprueba por adición de AgN03.

I I - 2 b . Ressi n a c a1:i ór1i c a .

Se utilizó una resina catiónica DowexA.G. 50-X8, 200­
400 mesh. La reshulfue convertida primero a su forma Na+ por tra

tamiento en batch (1:1) con NaOH2N, luego se lavó con agua hasta

neutralidad y finalmente se convirtió en su forma ácida por trata
miento con 1 volumen de HCl 4N y luego 6 volúmenes de HCl 2N, HCl

1 N y agua sucesivamente.
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I I - 3 . [)e t e rrni.n a<:i.ól1 d e A[.A , P BC; Y

pcar fi.r ir1a s er) oz'ir1a .

ALA,PBGy porfirinas fueron aisladas a partir de la ori­

na usando columnas de intercambio aniónico (Dowex1) y catiónico

(Dowex50) de acuerdo con el método de Piper y colab. (290).Se

utilizaron columnas de vidrio de 18 cm de alto y 1 cm de diámetro.

Luego de colocar una pequeña cantidad de una de vidrio en la parte

inferior se cargó cada columna con 2 ml de resina (aniónica ó ca­

tiónica) que habian sido tratadas comose detalló anteriormente
(Sección II-2.).

El pHde la orina se ajustó a 5.5. Cuando la orina era ini­

cialmente más ácida se agregó acetato de sodio saturado para llevar

a pH. En cambio, si estaba por encima del pH deseado primero se

acidificó con HClconcentrado hasta pH: 4, se agitó para disolver

los fosfatos presentes y luego se agregó acetato de sodio satura­

do para llevar a pH: 5.5. i

Se sembró 1 m1 de orina, ajustada a pH, sobre una columna

de resina Dowex 1. Luego se lavó 2 veces con 3 m1 de agua. Se re­

unieron el eluido inicial y el de los lavados y se lo conservó

para la determinación de ALA.

El PBGretenido en la columna se eluyó con 3.5 m1 de ácido

acético 1 N. Se comprobó que habia sido eliminado totalmente prg

bando sobre una placa de toque la falta de coloración desarrolla
da por las últimas gotas del eluido con el reactivo de Ehrlich.
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A continuación se eluyeron las porfirinas con HCl 10%hasta que

no se detecta fluorescencia bajo 1a luz ultravioleta en el eluido.
El eluido inicial de la resina aniónica junto con los lavados a­

cuosos se sembraron sobre una columna de resina Dowex50. Después

se lavó con aproximadamente 30 m1 de auga paraxeliminar 1a urea

fundamentalmente. Esta produce al reaccionar con el reactivo de

Ehrlich un color amarillo característico. Se continuó agregando

agua hasta reacción negativa del eluido con el reactivo de Bhrlich.

Luego se lavó con 2 m1 de acetato de sodio 0.5 M. Finalmente el

ALAse eluyó con 8 m1 de acetato de sodio 1 M y se llevó a 10 m1

don buffer acetato 2 MpH: 4.6; se le agregaron 0.2 ml de acetil

acetona y se calentó en un baño de agua a ebullición durante 10
minutos. Una alícuota de 1.5 m1 se hizo reaccionar con 1.5 m1 de

reactivo de Bhrlich en ácido perclórico 2 N (277). Se hace un ;

blanco con 8 m1 de acetato de sodio 1 M tratados de igual modo

que la muestra. Al cabo de 15 minutos se lee la absorbancia a 555

nm y se calcula loslug ALA/24 horas utilizando un EmM= 62 (278).
Para cuantificar el PBGa una alícuota del eluido de ácido acético

1 N se agregó 1.5 ml del reactivo de Ehrlich y después de 10 mi­

nutos se midió la absorbancia a 555 nm. El contenido de PBGen

‘ngBG/24 horas se calcula utilizando un EmM=62 (291).
Las porfirinas se midieron espectrofotométricamente deter­

minándose las absorbancias correspondientes a la longitud de onda

máxima, 380 y 430 nm y aplicando la ecuación de corrección de Ri­
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núngton—Sveinsson(292)1que aparece a continuacióanara obtener la

absorbancia corregida de la muestra.

2 Amax - (A380 nm + A 430nm)A corregida
1.84

El eluido de porfirinas se diluyó a1 medio con agua para

obtener una solución de porfirinas en HCl 5%. Teniendo en cuenta

que 1a absorbancia máximade 1a solución correspondía a 1a long;

tud de onda de la Copro (401 nm) se utilizó su coeficiente en HCl

5%(1.71pg/m1) para calcular los¡ug de porfirinas excretados en
24 horas. Esta valoración del contenido de porfirinas coincide

con 1a informada por Halti y colab. (293).

I I - 4 . Reegerïe rzac ié>n d e 1.a s rcas irïa s .

Una vez utilizada 1a resina aniónica se trata con 20 m1

de acetato de sodio 3 My luego con agua hasta ausencia de aceta

to en el eluido lo que se comprueba por agregado de AgNO3.
La resina catiónica se trata sucesivamente con 6m1de HCl4N

2N y 1 N. Después se lava con agua hasta cloruros negativos.

Luegode estos tratamietnos las resinas están en condi­

ciones de ser empleadas nuevamente.

I I - 5 . Deat ezrm ir1a<:i 6:1 d e CZopzro y

P r<>t o e n h e<:e s .

Se midieron las porfirinas fecales según el método de
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Rimington (294) ligeramente modificado.

Se tomaron 100 mg del total de heces recogidas durante 24

horas y se les agregó 2 ml de ácido acético y 7 ml de eter etili

co. Luego de desmenuzar bien 1a mezcla se centrifugó 5 minutos a

2000 g. El sobrenadante se guardó y al precipitado se le repitió
el tratamiento anterior.

Se combinaron los 2 sobrenadantes etéreos y se colocaron en

una ampolla donde se hicieron 2 lavados con 3 ml de acetato de sg

dio 3%. Se reunieron los lavados de acetato de sodio en otra ampg

lla y se lavaron 2 veces con 1 ml de éter. Estos lavados con éter

se agregaron a la ampolla que contenia la solución etérea original

y se extrajo la Copro con HCl 0.1 N, utilizando 2 ml aproximadamente

cada vez hasta fluorescencia negativa bajo la luz ultravioleta.

Luego se extrajo la Proto con HCl 5% (p/v) 2 m1 cada vez,

hasta fluorescencia negativa.
El contenido de Copro y Proto se cuantificó espectrofotomé­

tricamente utilizando los coeficientes dados por Rimington (294).

Este autor trabaja con heces secas y expresa los valores como,Mg

de Copro ó Proto/g de peso seco; aqui, en cambio, se trabajó con
las heces sin secar considerando la totalidad de la excreción

durante 24 horas y, por lo tanto, se informa/ug de Copro ó Proto/
24 horas.
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I I - 6 . Deet e rini.n a<:i ó n d e 1 c or1t 6111 ­

d o d e ;>o r fi.r ir1a s e n e 1 tai ­

g acio .

Los higados se homogeneizaron en KCl 0.1SHM. A partir de

1 g de higado se obtuvieron 5 m1 de homogenato. Cada homogenato

se desproteinizó con un volumen de HCl concentrado tal que su con

centración final fuese de 5%(p/v). El precipitado se filtró y 13
vó con HCl 5%hasta fluorescencia negativa bajo 1a lámpara ultra­

violeta. La cantidad de porfirinas se estimó espectrofotométrica­

mente del mismo modo que se ha descripto en orina.

I I - 7 . [>e t e rrni.n a<:i ó|1 d e l\L.A - S .

Se utilizó el método de Marver ya descripto para embriones

de pollo (276). A partir de cada gramo de higado se obtuvieron

3 m1 de homogenato. La mezcla de incubación contiene en un volu­

men final de 2m1: ZOOÁNmolesde glicina, 20¡umoles de EDTA, 160

¡pmoles de Tris HCl pH: 7.2 y 0.5 m1 de homogenato. Se incubó du­

rante 1 hora a 379Gcon agitación, luego se desproteinizó con

0.5 m1 de TCA 25% y se siguió el mismo procedimiento descripto

para embriones de pollo (Sección 1-3.).

II - 8. Determinación de PCL.

La actividad de PCLfue medida según el método descripto

por San Martin de Viale y colab. (238).
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Los higados de las ratas aahomogeneizaron en KCl 0.15” Mde

modo de obtener 5 ml de homogenato a partir de cada gramo de higa

do.Cada homogenato se centrifugó a 11.000 g durante 20 minutos.E1

precipitado se descartó y el sobrenadante se utilizó comofuente
de enzima. La mezcla de reacción contiene en un volumen final de

3 ml: buffer fosfato de potasio 67 mMpH: 7; glutatión reducido

1 mM, EDTA0.1 mM,uroporfirinógeno III Zpr y 0.3 m1 del sobre­

nadante post-mitocondrial que contiene entre 7 y 11 mgde protei­

nas. El porfirinógeno se pipetea en oscuridad bajo una tenue luz

roja.
Se incubó a 379G anaerobicamente, en tubos de Thunberg, y

en oscuridad durante 30 minutos. A1 cabo de este tiempo se colo­

can los tubos en hielo, se abren y se pipetea HCl concentrado de
modo de obtener una concentración final en HCl del 5%.

Se dejan durante 30 minutos en frio bajo luz blanca para

que se desproteinice y que los porfirinógenos se oxiden a porfiri
nas. Luegose retiran del frio, se filtran a través de papel 55595

plegado y previamente embebido en HCl 5%y se recoge en erlenmeyers

de 25 m1. Se enjuagan la cabeza y el cuerpo del tubo de Thunberg

con HCl 5%hasta fluorescencia negativa bajo la lámpara ultravio­

leta, se filtra y se agrega a los erlenmeyers. Estos se ponen en

desecador y se hace vacio para evaporar el liquido. Una vez secas

las porfirinas se esterifican, se pasan a cloroformo y se realizan
las cormatografias comose describe más adelante.
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La primera etapa de la actividad de PCL, es decir, la des­

carboxilación de uroporfirinógeno, se expresa comola formación

de porfnünas hepta- +hexa- + penta- + tetra - carboxilicas/30 mi­

nutos x mg de proteina. La segunda etapa de actividad de PCL, es

decir 1a formación de coproporfirinógeno se expresa comcopropor­

firina formada/30 minutos x mgde proteina (295). Las proteinas

se determinaron por el método de Lowry y colab. (284) anteriromen

te descripto.

I I - 9 . Pnre paar a<:i 6:1 d e u r<>p<3z'f iz'i ­
n ógger1o IIII .

El uroporfirnógeno III se prepara teniendo en cuenta los

métodos de Fisher y Stern ( 296) y de Mauzerall y Granick (115)

que se basan en la reducción de una solución de porfirinas libres

con amalgama de sodio (3%) en medio básico.

Para preparar la amalgamade sodio se calientan 30 g de me;

curio a 30-4OQCen cápsula de porcelana y con una varilla de vi­

drio larga y de punta estirada se pinchan y se agregan de a uno

trozos pequeños de Na (1 g) recientemente cortado y mantenido en

kerosene incoloro. Esta operación debe realizarse con muchocuida

do, sobre todo los primeros agregados ya que la reacción es vio­

1enta.Se trabaja bajo campana con cuidado debido a los vapores de

Hg y a las proyecciones que se producen por el agregado de Na.

La amalgama, que endureceal enfriar, se guarda en un frasco
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seco y bien cerrado que se coloca dentro de otro recipiente que
contiene cloruro de calcio.

Para preparar el uroporfirinógeno III la amalgamade sodio

recientemente pulverizada se agrega a una solución de uroporfiri
na III en NaOH25 mM(0.2 a 1 g de amalgama/ml de solución) y se

agita vigorosamente. Al cabo de 10 ó 20 minutos se produce la re­

ducción a uroporfirinógeno lo que se comprueba por la pérdida de

color y de fluorescencia bajo la luz ultravioleta de la solución.
A continuación se filtra bajo vacio a través de una plaqui­

ta filtrantecb poro fino, provista de un pequeñopapel. Se lleva

a pH 7 —7.2 con H3PO4 40% (p/v) bajo atmósfera de N2 y se mantig

ne el tubo kitasato en hielo hasta el momentode ser pipeteado.

Esta operación debe ser realizada lo más rápidamente posible (297).

La preparación del porfirinógeno se realiza bajo una tenue

luz roja.

I I - 10 . Estzelri fi.c a<:i 6:1 d e 1.a s p<>r'­
fi.r irïa s .

La solución de porfirinas libres previamente llevadas a

sequedad en desecador se disuelven en 20 m1 de una mezcla de MeOH­

H2SO4(19:1, v/v). Se deja esterificar durante 24-48 horas en os­
curidad y a temperatura ambiente.
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I I - 1‘1. P235aj e a c 1c>rc>f<3rlno .

Finalizada 1a esterificación de 1a solución de porfirinas

se le agrega medio volumen de cloroformo y se lleva a pH: 4.5 con
acetato de sodio saturado.

Se coloca agua destilada en una ampollade decantación y se

agrega la solución anterior. Se agita y se forman 2 fases una fa

se clorofórmica inferior que se separa y una acuosa que se mantig

re en 1a ampolla y se extrae con cloroformo hasta fluorescencia

negativa. Los extractos clorofórmicos se reunen. Primero se repi­

te un lavado con agua destilada y finalmente se lava con NaCl 7%.

En este último caso se agita vigorosamente para romper la emulsión.

Se extrae el NaCl 7%con cloroformo hasta fluorescencia negativa.

Los extractos clorofórmicos se filtran a través de papel previa­

mente embebido en cloroformo y se recogen en un balón de destila­

ción con cuello esmerilado donde luego se lleva a sequedad en baño

maria y bajo vacio. BI residuo de ésteres metilicos de porfirinas,

así obtenido, se analiza posteriormente por cromatografía en papel.

I I - 1 2 . Icie ntzi fi.c a<:i.o n d e 1 a s p13:'­

fi.r ir1a s . Cr<>nla tCDQITBfi.a e n
¡>a¡)e 1 d e Stls é stzezre s ale ti.­
1 i c o s .

Las cromatografias en papel se realizaron de acuerdo a1

método de Falk y Benson (298) que permite 1a separación de los
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ésteres metilicos de Uro, Hepta, Hexa, Penta, Copro y Proto enu­

meradas de menor a mayor movilidad. Es decir que 1a movilidad au

menta a1 disminuir el número de grupos -COOHpresentes.

Consta de 2 cromatografias ascendentes. En la primera la

cuba se satura con cloroformo y el solvente de desarrollo es clorg
formo: kerosene (2:1; v/v). Esta corrida tiene por objeto dejar

las impurezas en la linea de siembra que se descarta. En la segun

da corrida la cuba se satura con dioxano y el solvente de desarrg
llo es kerosene: dioxano (2.5:1, v/v).

Se revela bajo la luzmfltravkfleta marcándose con lápiz la

zona correspondiente a cada porfirina. Se corta el papel y cada

banda se eluye con cloroformo en un vaso de precipitado pequeño

y se trasvasa a un tubo graduado. Se repiten las eluciones hasta

fluorescencia negativa del papel. Se miden los volúmenes eluidos

y se lee la absorbancia en un espectrofotómetro DB. Se busca entre

400 y 410 nmel máximocorrespondiente a cada porfirina.Se calcu­

lan los nmoles de cada una en 1a cromatografía sembrada, usando

1a recíproca de los coeficientes de extinción dados por Salum y

colab. (299). Para las porfirinas de 5- y 6-COOHse usan los va­

lores calculados por interpolación entre los correspondientes a

las porfirinas de 7- y de 4-COOH,suponiendo una función lineal

entre el número de grupos -COOHy la recíproca del coeficiente

de extinción como informaron Tomio y colab. (111). Conociendo

estos resultados y los nmoles totales recuperados en la cromato­
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grafía se obtuvieron los porcentajes de cada una de las porfiri­
nas en la mezcla.

III I - TfiAÏPAIWI EIVI‘O BEST‘AIJI SiÏICZO DE L()S

¡QESLJL'TA DCJS.

Se utilizó el método gráfico de Rankits (300) para estudiar

la normalidad de las poblaciones.

Se usaron como medida de tendencia central la media y me­

diana y comomedida de dispersión el error estandard y el rango,

según corresponda.

Se utilizó la prueba no paramétrica de Wilcoxon (301) para

analizar la diferencia de 2 muestras. El nivel de significancia
se fijó en pas 0.05.
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R E SlJI.T'A¡D 0 S .

I - 1 . C 0 N'TEIN I DC) H B PlRT‘I C 0 IDE: P 0 R F IERI N A S .

I - 1 a . Elf e c tc) d e l c l<>r'd a nc) s o b r1e

e l c or1t ermi.d o h egaá ti.c o d e
p<>rfi.r ir1a s .

Esta droga fue ensayada en diferentes dosis desde 0.5 hasta

10 mg/huevo. Comopuede verse en la Figura 18, este plaguicida in

crementa el contenido hepático de porfirinas. Los incrementos ob­

servados fueron estadísticamente significativos en las dosis de 2.5;

5 y 10 mg/huevo, pero no en las menores dosis ensayadas (0.5; 1 y

2 mg/huevo).

Analizando los valores obtenidos con las distintas dosis en
sayadas se observa que los aumentos más importantes se encontraron

con las dosis de 2.5 y 5 mg/huevo. En la primera de estas dosis a­

pareció un valor muyalto (16.97lpg de porfirinas/g. de higado).Es
importante señalardo aunque no se repitió un valor similar.

Se estudió el efecto de FB, SKF 525A y DDCsobre la acumula

ción de porfirinas provocada por clordano utilizando la dosis de

5 mg/huevo, con el objeto de ver si alguno de estos tratamientos
estimula dicha acumulación.

Comopuede verse en la Figura 19, el clordano en la dosis ig

dicada (C1 5) produce un aumento significativo del contenido hepá­

tico de porfirinas el cual no se incrementa por el pretratamiento
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con FB. Por otro lado, si se compara el control con FB (DMSO+ FB)

respecto al control de DMSOse encuentra un aumento significativo

del contenido de porfirinas lo que indica un efecto "per se" del
FB sobre este metabolismo.

Debido a este hecho si se analiza la diferencia entre DMSO+

FB y Cl 5 + FB esta no es significativa. Bs decir que el FB no fa­

vorece la respuesta de esta droga.

Cuando se estudió el efecto del SKF525A se encontró que los

valores hallados para los controles con y sin SKF525Aeran simila

res. Lo mismo ocurrió para la droga con y sin inhibidor (C15 y C15

+ SKFHSZSA)¡Asi los incrementos frente a sus respectivos controles

en presencia y ausencia de SKF 525A fueron semejantes, ambos son

estadísticamente significativos.
El DDCproduce una acumulación importante de porfirinas y

ésta no se ve aumentada en presencia de clordano, por el contrario

ni siquiera se alcanza la respuesta del DDCsólo. Si bien el decrg

mento entre C15 + DDCy DMSO+ DDCno es estadísticamente signifi­

cativo.

I - 1 b . EIf e c tc) d e l een d o StJl f aI1 s o ­

b r e 621 c o n tcerli d o rte p á t.ic:o

d e ptDt‘f iz'ir1a s .

Se estudió el efecto de este plaguicida en dosis que van des
de 0.25 hasta 9 mg/huevo. Comopuede verse en la Figura 20 sólo

en 1a menor dosis no produce un aumento significativo del contenido
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de porfirinas. Todas las otras dosis producen incrementos siendo

la de 9 mg/huevo 1a más efectiva ya que el valor de la mediana ha­

llado es aproximadamenteS veces superior al del control (2.3 pg/
de porfirinas/g. de higado frente a 0.48 para los controles).

Para evaluar el efecto del FB, SKF 525A y DDCse trabajó con

la dosis de 9 mg/embrión (E9).

Los resultados obtenidos aparecen en la Figura 21.

Si se analiza la acción del FB se ve que los valores encon­

trados con la droga sola (E9) y en presencia de FB (E9 + FB) son

similares pero comoel valor del control con FBes superior a1 del

control sin FB, la diferencia en presencia de FBno es significati

va mientras que la diferencia entre E9 y DMSOes significativa.

Los valores obtenidos para 1a droga con y sin SKF 525A son

similares y comolos controles también lo son, los incrementos re

sultan análogos y estadísticamente significativos en amboscasos.

Con DDCy el plaguicida (E9 + DDC) no se logra una acumula­

ción superior a 1a del control (DMSO+ DDC). Tampoco en este caso

se mejora la respuesta con este tratamiento.

I u- 1 c .E:f e c tc: d e21 p a rzat.i 611 s o b r.e

e 1 c Ollt er11.d o h e¡>á ti.c<> d e

ptar fi.r ir1as.
Su efecto se estudió con diferentes dosis comopuede verse

en 1a Figura 22. Todas ellas incrementan el contenido de porfiri­

nas en el higado significativamente. Los incrementos más importan
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tes se encontraron con la dosis de 0.5 y 1 mg/embrión donde el con

tenido de porfirinas se elevó aproximadamente 4 veces si se compa­

ran los valores de las medianas hallados para cada una de estas dg
sis con la del control de DMSO.

Asi mismose estudió el efecto de la repetición de la dosis

dando una segunda inyección 2 horas después de la primera. Esto se

hizo con la dosis de 1 mg/embrión (Figura 22). Este tratamiento

mejoró la respuesta de esta droga siendo la mediana obtenida de

3.1 ug de porfirinas/g. de higado que representa un incremento de

6.6 veces respecto al control de DMSOy 1.6 veces respecto a la úni

ca dosis de paratión.

En los experimentos con FB, SKF 525A y DDCse utilizó la do­

sis de 0.5 mg/embrión (Figura 23).

En cuanto al FB se encuentra que el incremento hallado en su

presencia entre la droga (P 0.5 + FB) y el control (DMSO+ FB) no

es estadísticamente significativo, en cambiosi lo es para la dro­

ga sola (P 0.5) y el control (DMSO).Tampoco en este caso el FB fa

vorece 1a respuesta de la droga. Los valores hallados con paratión

en presencia y ausencia de SKF525A son similares al igual que los

valores de los respectivos controles (DMSO+ SKF 525A y DMSO);aun

que al analizar la diferencia entre DMSO+ SKP 525A y P 0.5 + SKF

525Ano resulta significativa a nivel de p 0.05. Teniendo en

cuenta estos resultados este inhibidor del metabolismode drogas

no mejoró 1a respuesta del paratión.

Tampocose encontró aumento de 1a acumulación de porfirinas

al bloquear el pasaje de proto IX a hemo con DDC(Figura 23).
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I _ 1d, Efecto del malatión sobre el contenido hepático de

porfirinas.

Comopuede verse en la Figura 24 el malatión altera poco el

contenido hepático de porfirinas. Aunquevarias dosis produjeron

incrementos significativos éstos fueron pequeños. Sin embargo es

interesante señalar que un valor muyelevado de 33 pg de porfiri­

nas/g de higado apareció en 1a dosis de 40 mg/huevo, ya que el res

to de las determinaciones no superan los 2 ó 3tpg de porfirinas/g
de higado. Teniendo esto en cuenta se insistió con estas dosis pero

un valor similar no pudo ser obtenido.

De todos modos para investigar aún más la respuesta de esta

dosis, se estudió el efecto de prolongar el periodo de incubación

con la droga a 48 horasw Es decir, después de 48 horas de incuba

ción se extrajeron los higados y se determinó el contenido de por

firinas. Se estudió también, el efecto de una segunda inyección de

40 mg de malatión durante las 48 horas de incubación. Esta segunda

inyección se dió 24 horas después de la primera.

Si se observa la Figura 25 se ve que ambos tratamientos me­

joraron 1a respuesta.

Se trabajó con la dosis de 60 mg/embrión para estudiar el e­

fecto de FB,SKF 525Ay DDCsobre la acumulación de porfirinas pro­

ducidas por malatión. Los resultados obtenidos aparecen la Figura

26. Tanto la droga sola (M 60) como en presencia de FB (M 60 + FB)

produjo incrementos significativos del contenido hepático de porfi

rinas respecto a los controles correspondientes (DMSOy DMSO+ FB
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respectivamente). Sin embargo, teniendo en cuenta la acción del FB

"per se", no se encuentra un efecto sinergistico con la inyección

conjunta de malatión y FB.

Tampoco el tratamiento con SKF 525A mejora la acumulación de

porfirinas producida por esta droga, ya que los valores hallados

para los controles con y sin SKF525A son similares y lo mismo oc!

rre con los valores obtenidos para la droga sola y con SKF525A.

Por último el tratamiento con la droga en presencia de DDC

no aumentó la acumulación de porfirinas respecto al control (DMSO

+ DDC).

I - 2 . A C T I‘II D A D [)EI A L A-— S .

Esta actividad enzimática se ensayó en los higados de los

embriones de pollo de 17 dias tratados con cada uno de los 4 pesti
cidas en estudio durante 5 horas.Los resultados se muestran en la

Figura 27. Nose encontraron diferencias significativas para el

paratión (0,05 mg/huevo) ni el endosulfán (0,25 mg/huevo) con res
pecto al control de DMSO.

El malatión se utilizó en dosis de 40 y 60 mg/huevo. Ambas

incrementaron significativamente la actividad de ALA-Sintetasa res
pecto al control. El incremento obtenido fue mayor con la mayor de

las dosis. El valor medio obtenido en la menor dosis fue aproxima­

damente 4 veces el del control (15,4 Ï 2,4 frente a 3,9 Ï 0,7 nmol
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ALA/g de higado: hora) y en 1a dosis de 60 mg fue unas 6 veces el

del control (22,6 Ï 3,5 frente a 3,9 Ï 0,7 nmol de ALA/gde higadot
hora).

El clordano modificó significativamente esta actividad enzi­
mática a nivel de p 0,05 cuando se ensayó en 1a dosis de 2,5 mg/

embrión. Pero en este caso el valor medio, obtenido es sólo unas
2 veces el del control.

Los plaguicidas que no alteraron 1a actividad de ALA-Sintetg

sa en las dosis previamente estudiadas fueron administrados en ma­

yores dosis. Se utilizó 1 mg de paratión y 9 mg de endosulfán ya

que comose ha visto estas dosis producen incrementos significati­

vos del contenido de porfirinas en el higado. En este caso los

embriones se incubaron 90 minutos para asegurarse 1a supervivencia

de los mismos. Comose ve en la Figura 27 tampoco se modificó 1a

actividad de ALA-Sbajo estas nuevas condiciones.
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Comopuede verse en los resultados obtenidos los 4 pestici­

das estudiados afectan en diferente grado el caminobiosintético

del hemoy todos ellos producen aumento del contenido hepático de

porfirinas.
Clordano y malatión incrementan no sólo los niveles hepáticos

de porfirinas sino también 1a actividad de ALA-S,enzima primera

y regulatoria de este camino biosintético y por lo tanto pueden

ser consideradas drogas porfirinogénicas.
En el caso del malatión cabe señalar que el aumento en el

contenido hepático de porfirinas a1 cabo de 24 horas no es muy

grande pese a ser significativo. Pero se logra una mejor respuesta

prolongando el tiempo de incubación con la droga a 48 horas y tam­

bién dando una segunda inyección de 1a droga durante este periodo
de 48 horas.

La acumulación de porfirinas provocada por el Clordano en el

higado de embrión de pollo informada en el presente trabajo, está

de acuerdo con lo informado por De Matteis (263) quien encontró

que este plaguicida es capaz de producir un incremento en la canti

dad de porfirinas medida por fluorescencia en cultivo de hepatoci­

tos de embrión de pollo.

Paratión y endosulfán promueven una notable acumualción de

porfirinas pero no aumentan la actividad de ALA-S.Esto podria ex­
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vplicarse por una inhibición a nivel de Copro-O o FO porque cuando

las porfirinas contenidas en el higado de algunos de los embriones

tratados con estos plaguicidas se esterificaron y separaron croma­
tográficamente de acuerdo al método de Doss (302) se encontraron

notables cantidades de Copro y Proto pero no se observó en ningún

caso acumulación de uroporfirina.
En cuanto a la falta de efecto del endosulfán sobre la acti­

vidad de ALA-S,estos resultados han sido posteriormente confirma­

dos. En un trabajo aparecido durante el año 1985, Narayan y Misra

(303) encontraron que 1a administración intratraqueal de endosul­

fán a ratas no tiene efecto sobre la actividad de ALA-Sde higado.

Por otro lado, si se analiza el comportamiento de los plagui

cidas ensayados frente a FB, SKF 525A y DDC,se ve respecto al pri

mero de ellos que tiene un efecto semejante sobre la acumulación

de porfirinas provocada por clordano, endosulfán y paratión. En

todos estos casos se obtiene una respuesta similar en presencia y

ausencia de FB; si bien la diferencia con FB es un poco menor y no

significativa a nivel de p é 0.05 teniendo en cuenta que el control

con FB (DMSO+ FB) es algo superior al control de DMSOdebido a un

efecto de la droga "per se". Bs decir, que en ninguno de estos ca­

sos el FBmejora la respuesta de las drogas.

Los resultados hallados en el tratamiento conjunto con Feno­

barbital y Malatión son semejantes aunque en este caso tanto el

incremento producido por la droga sola (M60) frente al control de

DMSOcomo el producido por la droga en presencia de FB (M60 + FB)
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respecto a su control (DMSO+ FB) son estadísticamente significa­
tivos.

Por lo tanto en ninguno de los casos estudiados el FBesti­

muló 1a acumulación de porfirinas producida por los plaguicidas.

Esto indicaria que estos no actúan a través de un metabolito, o

más estrictamente, considerando que existen varias isoenzimas del
citocromo P 450 como se ha señalado en la Introducción (Sección

III-1) y sólo algunas de ellas son inducibles por fenobarbita1,eg
tas isoenzimas no parecen participar en 1a formación de un meta­

bolito activo a partir de estos plaguicidas.
Tampocoel SKF525A parecería tener efecto sobre la acción

de estas drogas anivel del contenido hepático de porfirinas.Esto

podria tener más de una explicación. Por un lado, existen informes

en bibliografia según los cuales el SKF525Ano tendria una acción

inhibitoria general (304) sobre el sistema metabolizante de drogas.

Este inhibiria algunas enzimas especificas y sólo, por ende, afec­

taria 1a metabolización de aquéllas sustancias que utilizan dichas
enzimas, lo cual podria justificar 1a falta de efecto sobre las
drogas ensayadas.

Por otro lado, se ha informado que el SKF 525A inhibe las

isoenzimas del citocromo F>450inducibles por FB (305). Desde este

punto de vista los resultados hallados con este inhibidor asi como

los encontrados con FBmostrarian que estas isoenzimas del citocrg
mo P 450 no participan en 1a metabolización de estas drogas, ya

que tanto el aumento como la disminución de las isoenzimas induci­



111.

bles por FBno afectan la respuesta de los plaguicidas

En cuanto al DDCel bloqueo producido por éste sobre la ac­

tividad de FO, con la consecuente disminución en la formación de

hemoy hemoproteinas, no incrementó la acumulación de porfirinas

debido a los plaguicidas si se tiene en cuenta el considerable

aumento, producido por el UDCsolo. Este aumento es mayor al info:

mado por Anderson (274) trabajando en condiciones semejantes pero

con embriones White Leghorn. O sea que no estaria disminuida la a

cumulación de porfirinas debida a los plaguicidas comoconsecuen­

cia de su pasaje a hemoo hemoproteinas. Esto podria sugerir la

inhibición de alguna enzima como FOo Copro-O por estos plaguici­

das. La inhibición no seria a nivel de PCLya que con ninguno de
los cuatro se observó acumulación de Uro al analizar la naturaleza

de las porfirinas presentes en el higado. Esto ya se ha señalado

para el caso del endosulfán y paratión. Además, como se verá más

adelante el malatión disminuye parcialmente la actividad de FO.

Los resultados de esta investigación muestran que tanto los

compuestos organoclorados como los organofosforados afectan el mg
tabolismo del hemo.

La capacidad de los plaguicidas organofosforados estudiados

de inducir acumulación de porfirinas está de acuerdo con los re­

sultados de Koemany colaboradores (306) quienes investigaron el

potencial porfirinogénico de algunos compuestos organofosforados

distintos de los estudiados aqui. Ellos informaron que en cultivo

de hepatocitos de pollo clorfenvinfos, abate y metilazinfos son
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capaces de aumentar el contenido de porfirinas después de la indug

ción con fenobarbital o o -naftof1avona, pero clorfenvinfos también
produce este incremneto sin inducción.



II - EVALUACION DE LA CAPACIDAD
PORFIRINOGENICA DEL LINDANO
EN RATAS.



113.

RE¡SlJLÏPA DCDS.

I I - 1 . EIF ECZT'O [>E L [.I N[)A N() SC)BI?E L.A E X­

CÏR ECII 0 N D E P OIQF'I R IBIA S Y F’R E<ZLJR ­

S()R EEÉ.

I I - 1a. Eïx c r ec:i.ó n cie A L4A y' P B G

e n o r.ir¡a .

ALAy PBGson el primero y segundo intermediario del

camino metabólico del hemorespectivamente, de alli que pueda ver­

se afectada su excreción al producirse fallas en este camino. Estos

compuestos solubles en agua se eliminan por orina.

Cuandose trataron ratas con lindano y se estudió sema­

nalmente la excreción urinaria de ALA(Figura 28) se encontraron

valores algo incrementados de este metabolito. Estos aumentos no

permanecieron constantes a lo largo del tratamiento sino que hubo

picos de excreción, es decir que para cada rata tratada algunos

valores hallados se encontraron dentro del rango normal y otros

por encima de él.

Cuandose estudió la excreción del segundo intermediario

del camino PBG(Figura 29) también se encontró aumento de la can­

tidad excretada en las ratas tratadas con el plaguicida, aunque
en este caso fueron aún menos las determinaciones que cayeron

dentro del rango normal; es decir que el aumento fue más consistente.

Cabe señalar que tanto para ALAcomo PBGno se encontró
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una diferencia notable en el tratamiento con tween y con aceite ya

que las curvas correspondientes a estos tratamientos se entrecruza
ron a lo largo del tiempo estudiado.

I I - 1 b . Ex<:r e<:i 6:1 d e pcar‘f iz-irma s
e n o ri.n a .

Se estudió el contenido de porfirinas en orina (Figura 30)
habiendose hallado incrementos desde el comienzo del tratamiento

de las ratas con lindano. Casi todas las determinaciones en las ra

tas tratadas se encontraron fuera del rango normal. La magnitud de

estos incrementos fue mayor que para el caso de los precursores ALA

y PBGllegándose a encontrar valores que son alrededor de 4 veces

superiores a los máximoshallados en las determinaciones controles.

En.este caso parecería haber una respuesta mayor y más

temprana en el tratamiento con tween pero luego tiende a asemejarse
a 1a del tratamiento con aceite.

I I - 1 c . B xczr e<:i ó n d e (:o pzro Y

Pz'o tc: e n h e<:e s .

La excreción fecal de Copro en las ratas tratadas con lin­

dano se encuentra aumentada respecto a los controles (Figura 31).

Esto ya se ve en el lote con tween al comienzo del trata­

miento donde apareció en una de las ratas un pico prominente (12fipg
de Copro/ 24hs) en 1a tercera semana y esta misma rata produjo una
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excreción de 187/Ug de Copro/24 hs en la octava semana mientras

que los valores normales no superaron en ningún caso los 65,ug de

Copro/24 hs. Aparecieron además en este lote varios valores eleva

dos del orden de 90,ug Copro/24 hs. En el tratamiento con lindano

disuelto en aceite también hubo incremento de 1a eliminación de
Copro en heces. En este caso se halló en una de las ratas un pico

prominente de excreción (135 pg de Copro/24 hs) durante la octava
semana.

La excreción de Proto se ve incrementada tanto en el trata­

miento con tween como con aceite (Figura 32).En el segundo caso

las curvas que se obtuvieron estaban menosentrelazadas con el ran

go normal. Hubo varias determinaciones que superaron los Zoolpg de

Proto/24 hs mientras sólo algunos valores normales máximosalcan­

zaron los 150pg de Proto/24 hs y 1a mayoria de los valores oscila

ron alrededor de 100 pg de Proto/24 hs encontrándose valores desde

40/ug de Proto/24 hs.

En el lote con tween algunas determinaciones alcanzaron los

200,ug de Proto/24 hs; llegándose a obtener en una de las ratas

durante la octava semana un valor de 477/ug de Proto/24 hs.

I I - 2 . EIF'E C T(3 D E L [.1 N D AIWC> S O'B R E

L.A AxC'TIZV I[)A D H EE’A‘TJIC A D E

ALA-S y PCL.

Al cabo de las 12 semanas de tratamiento con lindano se mg

taron los animales, se extrajeron los higados y se determinaron las
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actividades enzimáticas de ALA-Sy PCL.

Dadoque no se encontraron diferencias notables en las excrg

ciones asi comotampoco en las actividades enzimáticas entre los

2 lotes tratados con lindano (el de tween y el de aceite); ambos

lotes se agruparon para el análisis de ALA-Sy PCLde modo que se

analiza el lote control contra el tratado con lindano para ver el

efecto de esta droga sobre ambas enzimas. No se encontró una dife­

rencia significativa en la actividad de ALA-Sentre el lote normal

y el tratado al nivel de p é 0.05 cuando se realizó el test no pa­

ramétrico de Wilcoxon (Figura 33).

En cuanto a 1a actividad de PCL (Figura 34) tanto en 1a 1ra.

etapa que involucra 1a formación de hepta - + hexa - + penta - +

copro-porfirina, comoen la 2a. etapa que mide la formación de co­

proporfirina; los valores hallados en los animales tratados no di­

fieren significativamente de los controles cuando se realiza el
test estadístico.

Cabe señalar que este palguicida no provocó la aparición de

fluorescencia bajo la luz ultravioleta en los higados de los ani­
males y, por otro lado, cuando en algunas de las ratas se analizó

el contenido hepático de porfirinas no se encontraron diferencias

significativas entre los animales normales y los tratados.
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El lindano aumentó la excreción de ALA, PBGy porfirinas en

orina y porfirinas en heces al ser inyectado tanto con tween como
con aceite.

Los aumentos en la excreción de porfirinas confirman los rs
sultados obtenidos por Simony Siklósi (307) trabajando con ratas

machopero estos autores no detectan aumentos en la excreción uri

naria de ALA y PBG.

Por un lado, existen informes en literatura sobre el incre­

mento de porfirinas producido por lindano en cultivo de hepatoci­

tos de embrión de pollo (263) que fueron identificadas como uropog

firina (253) lo que sugeriria una disminución de la actividad de
PCL.

Por otro lado, Taira y Viale (264) trabajando con embriones

de pollo de la cepa NewHamsphire "in ovo" encuentran acumulación

hepática de porfirinas y disminución de la actividad de PCLcuando

pretratan los animales con fenobarbital pero no se afecta esta

actividad enzimática con 1a droga sola.

En nuestro caso tampoco encontramos afectada la actividad de

PCLy esto es concordante con el aumento de 1a excreción de Copro

en heces y también en orina si se tiene en cuenta que la absorbag

cia máximade las porfirinas urinarias corresponde a la longitud

de onda de la Copro (401 nm).

La enzima primera y regulatoria de este camino, ALA-Sno se
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incrementó durante el tratamiento con lindano confirmando lo obseE
vado por simon y Siklósi (307) lo que sugeriria que estas altera­

ciones no afectarian el "pool" regulatorio de hemo.

El aumento en 1a excreción de Copro en orina y heces, asi

como el incremento de Proto en heces podria deberse a una falla en

1a conversión de Proto en hemo lo que implicaría una acumulación

de Proto; la cual a su vez podria causar una acumulación de Copro

como proponen Kreimer y Grinstein (308).

El aumento de la excreción de varios de los intermediarios

de este camino también podria ser interpretado de acuerdo a la teg

ria de Kószó y colab. (309) según 1a cual los compuestos lipofili­

cos como el lindano y HCB,siendo este último el más estudiado desde

este punto de vista, alterarian 1a permeabilidad de 1a membrana.

Este es un factor importante en este camino metabólico ya que a1­

gunas de las reacciones ocurren dentro de la mitocondria y otras

en el citoplasma.Gmn consecuencia de estas fallas en la permeabi­

lidad los precursores penetrarian en el espacio intersticial y fi­
nalmente se eliminarian en su circulación a través de los riñones.

Estas fallas en la permeabilidad justificarian una mayor pérdida
de intermediarios.

Cabe señalar que el HCBproduce una respuesta distinta a la

del limdano pese a estar químicamente relacionado con éste y a for
mar varios metabolitos comunes.

El aumento de precursores y porfirinas (especialmente uropoE
firina) en orina es mayor y más constante en el tiempo que el ha­
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llado con lindano. Además, la actividad de ALA-Sestá aumentada

mientras que la actividad de PCLestá disminuida (238, 240, 241).

Esto último produce un notable aumento de uroporifirina tanto en

el higado comoen la orina. Esta acumulación de porfirinas en el

higado provoca una gran fluorescencia en este tejido. El lindano,

en cambio, produce un aumento de porfirinas bastante menor y cua

litativamente distinto y se manifiesta en la excreta sin llegar a

provocar acumulación en el higado.

Estudios con ratas han demostrado que inductores del sistema

metabolizante de drogas comofenobarbital y e —naftoflavona incrg
mentan la acción porfirinogénica del HCB(241, 310, 311) lo que in

dica que dicha acción está mediada por metabolito.

Existen metabolitos comunes entre HCBy lindano como son los

penta, tetra y triclorofenoles siendo además el HCBun metabolito

del lindano, pero el lindano sufre una pequeña metabolización en

ratas lo que produciría bajos niveles de estos metabolitos (312,
313).

Por obro lado el metabolito responsable del efecto del HCB

pareceria ser anterior a la formación de sus pentacloroderivados

ya que estos no tienen efecto en ratas (252). Por lo tanto la for­

mación del metabolito activo, que se produciría a partir del com­

puesto aromático de 6 cloros antes de la pérdida del primer cloro

para dar los pentacloroderivados, seria poco importante, si la

hubiera, con el lindano ya que los principales metabolitos aromá­

ticos del lindano tienen 5, 4 y 3 cloros. Esto podria justificar

su respuesta distinta.



III - ESTUDIOS SOBRE EL AUMENTO
DE ALA-S PRODUCIDO POR
MALATION.
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RESULTADOS.
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Comoya se ha señalado el malatión produce un importante au­

mento de la actividad hepática de ALA-Sen embriones de pollo de

17 dias de la raza NewHampshire. Se utilizan en esta parte del tra

bajo embriones de 18-19 dias que presentan un incnmenu) algo mayor

de esta actividad enzimática.

Se quiso estudiar la evolución de este incremento en función

del tiempo de tratamiento con este plaguicida.

Para ello se inyectaron los embriones con 1a droga y al cabo

de distintos tiempos se mataron los animales y se determinó la ac­

tividad de ALA-Sen el higado.

Comopuede verse en la Tabla 2 ya se encuentra un incremento

de esta actividad enzimática luego de 2,5 horas de incubación con

1a droga; y a1 prolongar este periodo de incubación el incremento

es cada vez mayor.

A partir de estos resultados y por razones de conveniencia

experimental en general, se incubaron los embriones con 1a droga

entre 3 y 4 horas.



TABLA2:VARIACIONDBLAACTIVIDADDEALA-SENFUNCIONDELTIEMPODETRATAMIENTODE

LOSEMBRIONESCONMALATION.

TiempoActividaddeALA-S
(horas)(nmolesdeALA/g.hig.x4omin.)

o3.4I0.6(4)

'H

2.518.72.3(6)

‘H

3.533.83.9(5)

+l

76013(5)

+l

98818(6)

Encadacasolosnúmerosentreparéntesisindican1acantidad dedeterminacionesrealizadas.SepresentaelpromedioÏ el errorestandard.LaactividaddeALA-Senlosembrionessemi­ dióporelmétododeMarvercomoseindicaenMétodos.
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También se midió la formación de ALAen función del tiempo

de incubación de la reacción enzimática utilizando homogenatode

higado de embriones tratados con malatión. Comose muestra en la

Figura 35 se vió que la velocidad de formación de ALAse mantiene

prácticamente constante al prolongar el tiempo de incubación de la

reacción hasta 60 minutos y luego comienza a decrecer.

Teniendo en cuenta estos resultados para determinar actividad

de ALA-Slos ensayos se incubaron durante 40 ó 60 minutos según se

indica en cada caso. Es decir,dentro de la zona de velocidad cons­

tante de formación de ALAse eligieron para trabajar tiempos que

permiten una apreciable formación de producto.

I I I - 3 . E:f e c tc: d e 1.o s i.nl1i.b i<i<>r e s

d e 1 a s iI1t essi s piro tcai.c a s<>­
bz'e e l allnlelït o d e ALll- S p rc:­
dllC icio p<>r ula la ti 6ra.

Se estudió el efecto sobre el aumento de ALA-Sproducido por

malatión de un inhibidor de la sintesis proteica a nivel de tradug
ción: la cicloheximida y un inhibidor a nivel de transcripción: la
actinomicina D.
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Figura 35: Curva de tiempo para la formación de ALA. El

homogenato de higado de embriones tratados con malatión

se incubó durante los tiempos que se indica en cada caso

y luego se midió 1a actividad de ALA-Spor el método de

Marver como se indica en Métodos.
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Primero se investigó el efecto de la cicloheximida cuando ésta

se encontraba presente desde el comienzo del tratamiento de los em­

briones con malatión. Asi se inyectaron los embriones con este inhi­

bidor (iOÁpg) y una hora después Se administró el p1aguicida.A1 cabo

de 3.5 horas de esta segunda inyección se mataron los embriones y

se determinó 1a actividad de ALA-S.

Comocontrol y para asegurarse que la dosis de cicloheximida

era efectiva se inyectó un embrión con AIAy otro con AIA y ciclo­
heximida.

Los resultados obtenidos aparecen en 1a Tabla 3. Se puede

observar que esta dosis de cicloheximida produjo inhibición del

incrmento de ALA-Sproducido por AIA y también por malatión, si

bien en este último caso el efecto parece algo menor.

Se decidió repetir el experimento pero esta vez se dió una

segunda dosis del inhibidor una hora después de inyectado el pla­

guicida.

Cuando se inyectó esta segunda dosis de cicloheximida se 12

gró una mayor inhibición del aumento de ALA-Scorroborando de este

modo, el efecto de este inhibidor (Tabla 3).
A continuación se realizaron otros experimentos en los cuales

se trataron los embriones con malatión durante 3,5 horas; al cabo



TABLA3:EFECTODELAADMINISTRACIONDECICLOHEXIMIDASOBREELAUMENTODEALA-S

PRODUCIDOPORAIAYMALATION.

ActividaddeALA—S

Tratamiento

(nmolesdeALA/g.hig.x40min.)

AIA66.7 AIA+Cicloheximida9.5 Malatión33.8—3.9 Malatión+Cicloheximida(1dosis)14.9I 2.9o Malatión+Cicloheximida(2dosis)5.9-0.9"

Encadaunodelostratamientosconmalatiónsepresentaelpromediode5de­ terminacionesÏ elerrorestandard.Significativamentediferentedemalatión:
op50.05,0-p<0.01.

132.
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de este tiempo se inyectó cicloheximida y se midió la disminución

de actividad con el tiempo. De este modo se determinó una vida me­

dia de 105 minutos para la enzima resultante del tratamiento de los

embriones con el plaguicida (Figura 36).
Se hizo lo mismo en embriones tratados con AIA. En este caso

la respuesta fue algo distinta ya que inicialmente (a1 cabo de una

hora de inyectado el inhibidor) hay una pequeña disminución de ac­

tividad y luego la enzima decae exponencialmente con una vida media

de 78 minutos (Figura 37).

I III - 3 b . ¡If e<:t o d e A<:t ir10In1.c iria D

s ok>r'e e 1 allnler1t o d e AkLIK-S

¡>r o<it1czi d o ¡>o r n1a laat i ó n .

Con el fin de evaluar la acción de 1a Actinomicina D sobre

He aumento de ALA-Sproducido por el plaguicida en estudio-primero

se investigó el efecto de una inyección simultánea de ambas drogas.

Es decir que los embriones se trataron con las dos drogas y al ca­

bo de 3,5 horas se mataron y se determinó 1a actividad enzimática

en el higado.

Comopuede verse en 1a Tabla 4 el tratamiento desde un comien

zo con este inhibidor bloquea el aumento de ALA-Sproducido por el

plaguicida.
Los resultados sugeririan, en principio, que se requiere sin

tesis del RNAmensajero de ALA-Spara que haya aumento de actividad.
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Figura 36: Vida media de ALA-Sen los embriones tratados

con malatión. Cada punto representa el promedio de 7 de­
terminaciones.
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Figura 37: Vida media de ALA-Sen los embriones tratados

con AIA. Cada punto representa el promedio de 8 determina
ciones.



TABLA4:EFECTODELAADMINISTRACIONCONJUNTADEMALATIONYACTINOMICINADSOBREALA-S.

ActividaddeALA-S

Tratamiento

(nmolesdeALA/g.hig.x40min.)

ON
C

m

+l

Malatión33.8 Malatión+ActinomicinaD8.6Ï 2.4°

LosembrionesfuerontratadosconelplaguicidayactinomicinaD durante3.5horas.Losvaloresinformadoscorrespondenalprome­ diode7determinacionesÏ elerrorestandard.’Significativamen tediferentedemalatión:p<0.01.
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Por otro lado se investigó el efecto de la Actinomicina D

cuando esta se agregaba una vez producido el aumento de ALA-Spor

el plaguicida.

Se trataron los embriones con malatión durante 3,5 horas, lug
go se inyectó una primera dosis de Actinomicina D (300 ug) y 3 ho­

ras más tarde una segunda dosis del inhibidor (50 ug). Los embrio­

nes que recibieron ambas drogas se mataron 3, 5 y 7 horas después

de la inyección de la primera dosis de Actinomicina D. Un grupo de

embriones fue tratado solamente con el plaguicida durante 3,5 horas.

Se encontró que 1a actividad de ALA-S(Figura 38) continúa

aumentando hasta 3 horas después de dada la inyección del inhibidor

y luego comienza a descender. Es decir que al menos durante 3 horas

después de 1a inyección de Actinomicina D persisten los m-RNAde

ALA-Sy se produce sintesis de nueva enzima. En realidad este au«

mento neto de actividad de ALA-Sindica que aún después della in­

yección del inhibidor existe por algún tiempo sintesis de nuevos

m-RNA,es decir que la acción del mismo no es inmediata, si asi lo

fuera la actividad se mantendría un tiempo constante en el valor

de 3,5 horas pero no aumentaría.
A continuación de este incremnto se observa una caida de ac­

tividad tal que a1 cabo de 7 horas de 1a primera inyección del in­

hibidor se observa una muy baja formación de ALA.

Para continuar investigando si la acción de este plaguicida
es a nivel de transcripción se pensó que si el aumento de actividad

de ALA-Sse debia a un aumento de traducción al inyectar simultánea
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Figura 38: Efecto de 1a inyección de Actinomicina D una

vez producido el aumento de ALA-Spor malatión. Cada punto

representa el promedio de 3 determinaciones.
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mente malatión y actinomicina D y analizar la actividad enzimática

a tiempos suficientemente cortos tales que persistan los m-RNAde

ALA-S,deberiamos observar aumento de esta actividad debido a que

estos mensajeros se estarian traduciendo más rápidamente.

Si, en cambio, el aumento de actividad requiere aumento de

m-RNAno habrá inducción en presencia de Actinomicina D a tiempos

cortos.

Teniendo en cuenta nuestros resultados previos (Figura 38)

estos tiempos cortos podrian ser de aproximadamente 3 horas.

Por otro lado se quiso evaluar si el plaguicida producía au
mento de actividad a tiempos todavia más cortos que éste lo que

permitiría disminuir aún más el periodo de tratamiento empleado

en el nuevo experimento.

Por ello se estudió el aumento de ALA-Sproducido, por mala

tión al dejar actuar 1a droga durante poco tiempo. Se encontró que
recién 2,5 horas después de inyectado se puede hallar un incremen­
to consistente de actividad (Tabla 5).

Se repitió entonces el experimento de inyección simultánea

de malatión y actinomicina D y se determinó al cabo de 2,5 horas

la actividad de ALA-S.También en este caso en presencia de Acting

micina D se inhibió el aumento de ALA-Spor el plaguicida (Tabla

6) lo cual nuevamente sugeriria una acción del malatión a nivel

de transcripción.



TABLA5:

EFECTODELTRATAMIENTODELOSEMERIONESCONMALATIONDURANTECORTOS PERIODOSDETIEMPO.

ActividaddeALA-S

(nmolesdeALA/g.hig.x40min.)

Tiempo

(horas)

o3.4i0.6(4)

m
O

r1

+l

6.1(3)

m
0

N

+I

29.5(3)

m
o

N

+|

18.7(5)

Losnúmerosentreparéntesisindican1acantidaddedeter­ minacionesrealizadasencadacaso.Sepresentaelprome­ dioÏ elerrorestandard.
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TABLA6:EFECTODELAADMINISTRACIONCONJUNTADEMALATIONYACTINOMICINADSOBREALA-S.

ActividaddeALA-S

Tratamiento

(nmolesdeALA/g.hig.x40min)

Malatión18.7I 2.3(5) Malatión+ActinomicinaD

LosembrionesfuerontratadosconelplaguicidayactinomicinaD durante2.5horas.Losnúmerosentreparéntesisindican1acanti

+

daddedeterminacionesrealizadas.Sepresentaelpromedio-el errorestandard.
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Se investigó el efecto de la hemina sobre este aumento de

actividad cuando se inyecta conjuntamente con malatión.

Los embriones se incubaron durante 3,5 horas con ambas dro­

gas y luego se determinó 1a actividad de ALA-S.Los resultados a­

parecen en la Tabla 7.

Mientras que la dosis de 3 mg/embrión no produjo una varia­

ción significativa de ALA-S,al aumentar 1a dosis de hemina a 5

mg/embriónhubo un decremento significativo de esta actividad en­
zimática.

A continuación se estudió el efecto de la hemina cuando se

inyectaba después de haber dejado incrementar la actividad enzimé
tica con malatión durante 3 horas. Comopuede verse en la'Figura

39, los embriones tratados sólo con el plaguicida aumentaron la

actividad enzimática al aumentar el tiempo de tratamiento con la

droga mientras que en aquéllos tratados con hemina fue impedido

este aumentode actividad, manteniéndose prácticamente el valor

hallado en el momentode la inyección de hemina.

Es decir que la hemina inhibe parcialmente el aumento de ag

tividad provocado por el plaguicida.



TABLA7:

EFECTODELAINYECCIONCONJUNTADEMALATIONYHEMINASOBREALA-S.

ActividaddeALA-S

Tratamiento

(nmolesdeALA/g.hig.x40min.)

Malatión26.9-4.9(6) Malatión+Hemina(3mg)22.93 6.0(4) Malatión+Hemina(5mg)13.4I 3.8o(7)
Losnúmerosentreparéntesisindicanelnúmerodedeterminaciones realizadas.SepresentaelpromedioÏ elerrorestandard.°Signl ficativamentediferentedemalatión:pé0.05.
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Figura 39: Efecto de 1a inyección de hemina una vez prodg

cido el aumento de ALA-Spor malatión. Los valores correg

ponden a1 promedio de 5 determinaciones. Los simbolos re­

presentan: O nmlatión y A malatión + hemina.



U

I I I - 5 . Elf e<:t o d e l aqgr'e'gaad o d e ala ­
l a ti.ór1 "i.n v itzr'o" scablre 1_a
a<:t 1v'iciaci cie AI.A-s n<artna 1.

Los resultados obtenidos hasta aqui indicarian que la acción

del plaguicida involucra sintesis de nueva proteina; de todos modos

para descartar un efecto de la droga "per se" sobre la actividad

de ALA-Sse realizaron algunos ensayos "in vitro". En estos se in­

cubaron homogenatos de embriones normales en presencia de cantida­

des de malatión entre 10 y 10000 veces inferiores a las inyectadas

en los embriones teniendo en cuenta las diluciones que sufre el

plaguicida en el embrión. Estas cantidades corresponden a un rango

entre 6 y 6 x ‘10"3 3

‘10‘6 M.

g/l respectivamente, o sea 9,1 x 10- y 9,1 x

El malatión se agrega disuelto en 0,1 m1 de DMSOy a los con

troles sin malatión se les agrega 0,1 ml de este solvente}

Como puede verse en la Tabla 8 en ningún caso se encontró

un efecto directo del plaguicida sobre la actividad de ALA-S.

I I I - 6 . EIf e<:t o d e 1 F B s olar'e e l a u­

"¡Elït o d e AkLIR-S p r<>d u<:i.d o

p<>r n1a].at:ié>n.

Teniendo en cuenta que la droga "per se" no aumenta la ac­

tividad de ALA-Sse quiso evaluar si el aumento de ALA-Sproducido

"in ovo" por malatión podia ser atribuido a algún metabolito de
éste.



TABLA8:

EDI." A

¡a

CTO

DELAGREGADO

DEMALATICN

HIGADODEEMERIONESNORMALES.

"INVITRC"

SOBRELAACTIVIDADDEALA-S

DE

Malatión

(molaridad)

(nmolesdeALA/g.hig.x40min.)

Actividad

de

ALA-S

+| +| +|

ox
O

ln

‘H

Seincubóelhomogenatodehigadodeembrionesdepollonormalesenpre­ senciadedistintascantidadesdemalatiónqueseagregódisuelto 0.1mldeDMSO.Aloscontrolessinmalatiónselesadicionó0.1m1 DMSO.Encadacasosepresentaelpromediode3determinaciones­ errorestandard.
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Por ello se investigó el efecto del FBsobre este incremento

para ver si a este nivel se encontraba algún efecto, pese a que

éste no habia sido observado en los estudios de acumulación de por
firinas.

En un primer experimento se pretrataron los embriones con FB

durante l hora y luego se inyectó el plaguicida. Al cabo de 2,5 hg

ras se mataron los animales y se determinó la actividad de ALA-S

encontrándose los resultados que aparecen en la Tabla 9.

Teniendo en cuenta los aumentos producidos separadamente por

el malatión y el FB la inyección conjunta de ambos no parece tener

efectos sinergisticos.
Luego se repitió el experimento pero dejando actuar más tiempo

las drogas. Esta vez se mataron los embriones 4,5 horas después

de la inyección del plaguicida. Comoera de esperar se obtuvo un

mayor efecto de cada una de estas drogas (Tabla 10). Sin embargo

tampoco en este caso se encontraron efectos sinergisticos confir­
mandolos resultados previos.

Bs decir que el tratamiento con FB no mejoró la respuesta

del plaguicida a nivel de actividad de ALA-S.Este hecho está de
acuerdo con la falta de efecto de este inductor informada en la

Sección I de Resutlados cuando se estudió su acción sobre la acu­

mulación hepática de porfirinas producida' por malatión.



TABLA9:EFECTODELPRETRATAMIENTOCONFENOBARBITALSOBREELAUMENTODEALA-S

PRODUCIDOPORMALATIONALCABODE2.5HORAS.

ActividaddeALA-S

(nmolesdeALA/g.hig.xhora)

Tratamiento

+I

DMSO5.10.9(3) Malatión27.6Ï 3.4(S) DMSO+FB18.4I 3.6(4) Malatión+FB45.31' 18.9(3)

SepretrataronlosembrionesconFBdurante1horayluegoseinyectó elplaguicida;2.5horasdespuésdeestaúltimainyecciónsemataron losembrionesysemidió1aactividaddeALA-S.Losnúmerosentrepg réntesisindicanlacantidaddedeterminacionesrealizadas.Encada casosepresentaelpromedioi elerrorestnadard.
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TABLA10:EFECTODELPRETRATAMIENTOCONFENOBARBITALSOBREELAUMENTODEALA-SPRODUCIDO

PORMALATIONALCABODE4.5HORAS.

ActividaddeALA-S

Tratamiento

(nmolesdeALA/g.hig.xhora)

+l

DMSO5.41.5(3) Malatión33.615.8(6) Malatión+FB76.7t 15.1(a) DMSO+FB48.1i 5.0(10)

LosembrionessepretrataronconFBdurante1horayluegoseinyectóelmala tión.A1cabode4.5horasdeestaúltimainyecciónsemataronlosembriones ysemidiólaactividaddeALA-S.Losnúmerosentreparéntesisindican1acan

+

tidaddedeterminacionesrealizadas.Encadacasosepresentaelpromedio­ elerrorestandard.
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También se quiso investigar si el malatión altera 1a ac_
tividad hepática de Ferroquelatasa, enzima que cataliza 1a forma­
ción de hemo.

Se inyectaron los embriones con el plaguicida y al cabo de

4 horas se extrajeron los higados y se midió esta actividad.

E1 tratamiento con malatión produjo un decremento parcial

pero significativo de 1a actividad de Ferroquelatasa respecto alos
controles de DMSO(Tabla 11).

I II - 8 . Essttad ic>s sc>bz‘e 1a di.st:ri.­
bIchi 6:1 s ulac e 1t11 a r d e 1 a
actividad de ALA-S.­

Para determinar la distribución subcelular de ALA-Sse midió

esta actividad enzimática en el homogenatoy en las distintas frag
ciones subcelulares en presencia de un sistema generador de Succi­

nil CoA. Se utilizó Succinil CoA-Sobtenida a partir de Escherichia
coli comose detalló en Métodos (Sección I-6).

También se midió 1a actividad de SDH,enzima localizada en

la membranainterna de 1a mitocondria, comomarcador mitocondrial.

Se encontró que en los embriones controles tratados con DMSO

esta actividad enzimática sólo aparece en la fracción mitocondrial
(Tabla 12).



TABLA11:EFECTODELMALATICNSOBRELAACTIVIDADHEPATICADEPERRCCUELATASA.

Actividaddeferroquelatasa

Tratamiento

(nmolesdemesohemc/g.hig.xhora)

DM<o245i 19

u

Malatión142Ï 20’

Setrataronlosembrionesconmalatióndurante4horasyluegosemataronyse midiólaactividaddeferroquelatasacomoseindicaenMétodos.Encadacaso

+

sepresentaelpromediode4determinaciones-elerrorestandard.’Signifi­ cativamentediferentedelcontroldeDMSO:p40.05.
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TABLA12:DISTRIBUCIONSUBCSLULARDEALA-SENLOSEMERICNESCONTROLES.

FracciónActividaddeALA-SActividaddeSDH Subcelular(nmolesdeALA/g.dehig.xhora)(unidades/g.dehig.) Homcgenato3.8490 Mitocondrias3.4410 Microsomas-- _37 Soluble-——_-­

ElfraccionamientosubcelularylasmedicionesdeALA-SenpresenciadeSucc CoA-SydeSDHserealizaronsegúnsedescribeenMétodos.
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Cuando se realizó el eStudio con embriones tratados con mala

tión se observó que aquellos que tenian muyaumentada la actividad

de ALA-S,la mayor parte de ésta se localizaba en las mitocondrias

pero entre un 15 y un 20%aparecia en el soluble (Tabla 13).

Aunquecuando los aumentos de actividad eran bastantes meno­

res (inferiores al 50%del valor que aparece en 1a Tabla 13) no se
detectaba actividad en el soluble.

Podria ser que la actividad observada en el soluble se de­

biera a ruptura de las mitocondrias, lo cual llevaria a una libera
ción de enzima al citosol.

Para evaluar esta posibilidad se decidió repetir 1a determina­

ción de la distribución subcelular empleandola metodologia ante­

rior pero midiendo como marcadores mitocondriales además de 1a ac­

tividad de SDH, la de GDH,enzima ubicada en la matriz mitocondrial.

Comopuede verse en la Tabla 14, aproximadamente un 10%de la acti

vidad de ALA-Sapareció en la fracción soluble mientras que sólo
se encontró un 2%de la actividad de GDHen esta fracción. Por lo

tanto existe un incremento real de actividad de ALA-Sen el cito­

sol de los embriones tratados con el plaguicida que no puede ser

asignado a contaminación con 1a matriz mitocondrial. Cabe señalar

que el valor de actividad del homogenato que se muestra en la Ta­

bla 14,pese a no ser tan alto como el que aparece en 1a Tabla 13,
produce aparición de actividad en el soluble si bien esta activi­
dad es bastante baja (en términos absolutos) y representa un por­

centaje inferior al hallado en el primer caso (Tabla '13).



TABLA13:DISTRIBUCIONSUECELULARDEALA-SENLCSEMERIONESTRATADOSCONMALATICN.

FracciónActividaddeALA-SActividaddeSDH Subcelular(anIeSdeALA/g.dehig.xhora)(unidades/g.dehig.)

Homogenato78.8281 Mitoccndrias51.9251 Microscmas2.99 Soluble17.2-­

ElfraccionamientosubcelularylasmedicionesdeALA-SenpresenciadeSuccCoA-Sy deSDHserealizaronsegúnsedescribeenMétodos.
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TABLA14:DISTRIBUCIONSUBCELULARDEALA-SENLOSEMÉRIONESTRATADOSCONMALATION.

FracciónActividaddeALA-SActividaddeSDHActividaddeGDH Subcelular(nmolesdeALA/g.dehig.xhora)(unidades/g.dehig.)(unidades/g.dehig.) Homogenato44.4372384 Mitocondria38.8352369 Microsomas---_---­ Soluble4.3--8

'ElfraccionamientosubcelularylasmedicionesdeALA-SenpresenciadeSuccCoA-S,

deSDHy'deGDHserealizaronsegúnsedescribeenMétodos.
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Sin embargo, teniendo en cuenta que 1a metodologia empleada

en ambos casos para el fraccionamiento fue 1a misma cabe suponer que

también en el primer caso 1a actividad medida en el citosol corres­

ponde a ALA-Ssoluble.
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Se ha encontrado que el aumento de ALA-Sprovocado por el

malatión es bloqueado por inhibidores de la sintesis proteica a

nivel de traducción (cicloheximida)y transcripción (Actinomicina
D). Esto mostrarla que se halla involucrada la sintesis de pro­

teinas y por lo tanto se trataria de una inducción.

Cuandoestos inhibidores están presentes desde un comienzo

del tratamiento de los embriones con el plaguicida este bloqueo

es prácticamente total coincidiendo estos resultados con los ha­

llados para otras drogas porfirinogénicas muyconocidas comoAIA

y DDC (47, 177).

Estudios con cicloheximida permitieron determinar una vida

media de ALA-Sde 105 minutos en los embriones tratados con mala
tión.

Cabe señalar que en todos los experimentos realizados excep
to en los estudios de distribución subcelular se midió 1a activi­

dad de ALA-Sen ausencia de Succinil CoAy por ende se determinó

solamente la enzima mitocondrial, aunque comose ha visto ésta

constituye la fracción mayoritaria y en algunos casos prácticamen
te total.

En los embriones tratados se observó una disminución lineal

de la actividad de ALA-Sluego de inyectar Cicloheximida mientras

que, en los embriones tratados con AIA luego de un pequeño decre­

mento de actividad la enzima decae exponencialmente con una vida
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media de 78 minutos. Algunos autores (30, 32) también encuentran

al utilizar AIAcomo inductor que el decaimiento de ALA-Spresea

ta un comportamiento bifásico, aunque a diferencia de lo aqui ig
formado la pérdida de actividad parece ser mayor en un comienzo

y luego disminuir.

Se ha informado que la vida media del ALA-Sinducida por

AIA en higado de embriones de pollo White Leghorn "in ovo" es de

15-20 minutos (47), en cultivo de hepatocitos es de 3 horas (176)

ó 3,8 horas (177) y en cultivos de órgano de 2 horas (47). Por

otro lado la vida media del ALA-Sinducida por DDCen cultivo de

higado de embriones de pollo es de 4 - 5 horas, es decir, el do­

ble de la inducida por AIA. Estas diferencias parecen deberse a

una menor velocidad de recambio de la enzima en los higados tra­

tados con DDCmás que a una estabilización de la enzima por DDC

(47). Bs decir que la vida media de ALA-Svaria ampliamente depen

diendo del sistema en que se estudian las células del higado asi

comolas drogas utilizadas comoinductoras.

La primera de estas causas podria justificar la diferencia

con los datos aqui presentados en 1a vida media y en el comporta

miento de la enzima inducida por AIA tanto más si se tiene en

cuenta el diferente tipo de embriones utilizados (NewHampshire

en vez de White Leghorn). La segunda causa de variabilidad de la

vida media de ALA-S,es decir la droga usada como inductora, jus
tificaria las diferencias halladas entre la enzimaresultante del

tratamiento con AIAy malatión "in ovo". Estas diferencias pare­
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cerian indicar o bien que la proteina formada no es la misma o

que la estabilidad de la proteina formada es diferenciahmmte afeg
tada por estas drogas.

La primera razón es poco probable si se tiene en cuenta que

estas diferencias comoya se ha señalado también se encuentran

con AIA y DDCy sin embargo no hay evidencias de que produzcan

isoenzimas diferentes y la enzima normal migra en electroforesis

en gel de poliacrilamida en presencia de SDSigual que la induci

da (174). Además a1 tratar los embriones con AIA + DDCse ha puri

ficado una única enzima (21, 28).

Por otro lado cuando se agrega Actinomicina D a embriones

pretratados con malatión se observa un aumento de actividad de

ALA-Shasta 3 horas después de la inyección del inhibidor y luego

disminuye hasta valores muybajos.

El aumento de actividad luego de la administración de Acti­

nomicina D muestra que hay sintesis de nuevos mensajeros por al­

gún tiempo después de esta administración, es decir que el inhibi
dor tarda un tiempo en actuar. Algo similar sucede con el malatión

que tarda unas 2,5 horas en producir aumento de actividad de ALA-S.

Este tiempo que tarda en actuar la Actinomicina D debe ser infea

rior a las 2,5 horas si se tiene en cuenta que cuando se inyectan

simultáneamente malatión + Actinomicina D y se mide al cabo de 2,5

horas la actividad de ALA-S,ésta se encuentra disminuida lo que
demuestra la acción del inhibidor.
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TambiénStrand y colab. (177)trabajandc>con cultivo de hepa
tocitos de embrión de pollo tratados con AIAencuentran un incre­

mento de actividad posterior a la inyección de Actinomicina D aun

que algo menor al aqui presentado. Esto parece razonable ya que

probablemente el acceso de este inhibidor hasta su sitio de acción

podria ser más rápido y más eficiente trabajando en cultivo de he
patocitos que en el embrión "in ovo".

En cambio Tomita y colab. (47) encuentran que en cultivo de

higado de embrión de pollo cuando se agrega Actinomicina D en el

medio de la inducción de ALA-Spor AIA, la actividad de ALA-Ése

mantiene constante durante aproximadamente 2 horas y luego dismi

nuye por lo que sugieren una vida de 2 a 3 horas para el m-RNAde

ALA-S.

Se vió por un lado, que ya 2,5 horas después de la inyección

de malatión 1a actividad de ALA-Sestá sensiblemente incrementada,

y por otro lado de acuerdo a nuestros resultados asi como los de

Tomita y colab. (47) los m-RNAde ALA-Spersisten al menos durante

ese tiempo. Por lo tanto cuando se inyecta simultáneamente malatión

+ Actinomicina D y al cabo de 2,5 horas no se encuentra aumento

de actividad, ésto sugiere que el incremento de ALA-Sse debe a

la sintesis de nuevos mensajeros más queEIIaactivación de los prg
existentes.

De acuerdo a estos resultados esta droga actuaria a nivel

de transcripción coincidiendo con lo informado tanto para AIA (20,
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47, 178) como para DDC(20, 47, 176, 178).

La confirmación de estos resultados requeririan el aislamien
to y cuantificación del m-RNAespecifico de ALA-Sen los embriones

controles y tratados con malatión.

La hemina produce una inhibición significativa aunque no to­

tal del aumento de ALA-Sprovocado por el malatión en la dosis de

S mg/embrión tanto si se lo inyecta simultáneamente con el plagui

cida o si se agrega una vez aumentada 1a actividad enzimática.
Estos resultados coinciden con los informados en cultivo de

higado de embrión de pollo donde el grado de inhbición por hemina

de 1a inducción de ALA-S por AIA y por DDCfue parcial ya sea que

la hemina se agregara al medio de incubación al comienzo o en la

mitad de 1a inducción (47).

Es decir que el hemoestaria cumpliendo su papel regulatorio

sobre el incremento de ALA-Sproducido por el plaguicida fosforado.

En concordancia con el efecto inductor del malatión, al rea­

lizar ensayos "in vitro" en presencia de la droga se encontró que

ésta no actúa "per se" sobre 1a actividad de ALA-S.

La falta de efecto del FB sobre el aumento de ALA-Spor ma­

latión y la acumulaciónde porfirinas producida por este plaguicida

descartan una acción mediada por metabolito formado a través de las

enzimas metabolizantes de drogas inducibles por FB.

Si la acción de la droga no fuera a través de un metabolito

o sea que actuapa la droga "per se" ésto corroboraria aún másel efecto in­
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ductor del malatión sobre el ALA-S.

Ademásse ha encontrado algo disminuida la actividad de Fe­

rroquelatasa en los embriones tratados con el plaguicida. Si esta
inhibición disminuyera el "pool" regulatorio de hemo, este hecho

podria estar involucrado en la inducción de ALA-S.

Sin embargo esto seria poco probable si se tienen en cuenta

algunos trabajos realizados con embriones de pollo donde se ha vii
to que la disminución de Ferroquelatasa no provoca inducción de

de ALA-Slo que implicaria que el "pool" de hemointracelular tiene

una muy baja velocidad de recambio o utilización de modo que no

disminuye significativamente aún después de haber sido inhibida

la biosintesis de hemopor varias horas (181, 206, 220).

De todos modos la inhibición de Ferroquelatasa podria favo­
recer el aumento de ALA-Saún cuando no fuera 1a causa inicial de

este aumento.

Comose ha visto el aumento de ALA-Sproducido por malatión

ocurre principalmente en la fracción mitocondrial aunque puede a­

parecer un poco de actividad en el soluble sobre todo cuando el

incremento de los niveles de ALA-Ses muy importante. Se vió (48)

que en un primer momentoen ratas tratadas con AIA los niveles de

ALA-Smitocondrial son considerablemente mayores que en el soluble

lo que sugiere que la enzima sintetizada en poliribosomas citosóli
cos se incorpora rápidamente a la mitocondria. Luego de un tiempo,

sin embargo, el nivel de enzima es mayor en el citosol que en la
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mitocondria.

Asi, ALA-Spuede acumularse en el citosol cuando la veloci­

dad de sintesis es superior a la velocidad de incorporación a la

mitocondria. Y, por otro lado, la capacidad de incorporación a la

mitocondria puede limitarse a un cierto nivel de enzima. Esto jus
tificaria los resultados hallados en el presente trabajo ya que
cuando mayor es el aumento de actividad producido por el malatión

más apreciable es la actividad encontrada en el soluble.

En contraste con 19 observado en mamiferos y pollos adultos

(25, 30; 32) se ha informado que en el higado de embrión de pollo

ya sea en cultivo o "in ovo" no se detecta actividad o se detecta

una actividad extremadamente pequeña en el citosol luego del tra­

tamiento con AIA o DDC(27, 47). Sin embargo como se ha determina

do la existencia del precursor de ALA-Sen el citosol del higado

de embrión de pollo (23), se ha postulado que podria ser inactivo

o que sus niveles podrian ser muybajos para detectar actividad.

El primer postulado pareceria poco probable teniendo en cuen

ta que: a) el precursor de ALA-Sde higado de rata es activo y es

tudios preliminares indicarian una alta homologia en la secuencia

de pre-ALA-S de higado de rata y embrión de pollo (38); b) cuando

se estudió el efecto de la secuencia extra de pre-ALA-Ssobre al­

gunas propiedades de la enzima de higado de pollo (26) se vió que

la enzima soluble purificada posee una actividad especifica compara
ble a la purificada de mitocondria, ambas exhiben actividad máxima

a pH 7,6 y los valores de Kmpara glicina y suecinil-COA son de
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4,8 mMy 2,7 pMrespectivamente para ambas. Estos resultados sugig

ren que el centro activo de ALA-Sno puede ser significativamente
influenciado por la secuencia extra. Apoyandoeste hecho se infor­

mó que 1a ribonucleasa pancreática (314) y la amilasa (315) son
cataliticamente activas con la secuencia extra.

En el presente estudio se ha observado una pequeña actividad

de ALA-Sen la fracción soluble del higado de embrión de pollo,que

no podria ser atribuida a contaminación con matriz mitocondrial.

Esto sugeriria que el precursor citosólico de esta enzima tiene

actividad; aunque cabe aclarar que los embriones utilizados (New

Hampmüre’son de una raza diferente a los empleados en todos los

trabajos citados (White Leghorn).
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En el presente trabajo de tesis se ha encontrado que dos

plaguicidas clorados: clordano y endosulfán asi comodos plaguici
das fosforados: paratión y malatión producen distinto grado de ig
cremento del contenido hepático de porfirinas al ser administrados

a embriones de pollo NewHampshire "in ovo". Tanto el paratión

comoel endosulfan provocan incrementos notables. El clordano els

va en menor grado los niveles de porfirinas y el malatión los

modifica levemente. La acumulación de porfirinas provocada por es

tos plaguicidas no es afectada por el tratamiento con FB, SKF525A

o DDC. La falta de efecto del FB y SKP 525A podria deberse a que

las isoenzimas del citocromo P-450 inducibles por FB no participan

en la metabolización de estos plaguicidas. En cuanto al DDC,su

falta de efecto indicaria que no está disminuida la acumulación

de porfirinas debida a los plaguicidas comoconsecuencia de su pg

saje a hemo o hemoproteinas. La actividad hepática de ALA-Ses

levemente incrementada por clordano y muy aumentada por malatión.

En contraste paratión y endosulfan no afectan la actividad de esta

enzima pese a producir notables incrementos de porfirinas. Es de­

cir que el aumento de ALA-Sy la acumulación de porfirinas no se

correlacionan. Si bien ya se sabia que varios compuestos clorados

afectaban este caminobiosintético, era poco lo estudiado acerca

del efecto de compuestos fosforados. Desde este punto de vista rg

sultan importantes los resultados obtenidos en-este trabajo tanto
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con paratión como con malatión.

Por otro lado, teniendo en cuenta el uso de estos plaguici­

das en la agricultura los resultados obtenidos podrian ser, qui­

zás, importantes desde el punto de vista de 1a porfiria para aqug
llas personas que llevan el rasgo hereditario latente para las
cuales a veces una minima dosis desencadena el cuadro porfirico.

En cuanto al lindano al ser administrado a ratas incrementa

la excreción de ALA,PBGy porfirinas en orina y porfirinas en he
ces, aunque estos incrementos son pequeños si se los compara con

los producidos por un compuesto químicamente relacionado: el Hexa­
clorobenceno. Por otro lado el lindano no altera la actividad he­

pática ni de ALA-Sni de PCL a diferencia de1 HCBque produce una

notable inhibición de PCLy un consecuente aumento de ALA-S. Por

lo tanto esta droga tiene una pobre capacidad porfirinogénica

comparada con el HCB.

Comose ha dicho el malatión además de aumentar el contenido

de porfirinas también aumenta notablemente la actividad de ALA-S

en el higado de los embriones de pollo. Este plaguicida al igual

que AIA y DDCparece inducir la actividad de ALA-5.a nivel de

transcripción de acuerdo a los resultados obtenidos en los experi
mentos con inhibidores de la sintesis proteica comocicloheximida

y actinomicina D. Esta inducción es bloqueada parcialmente por he­

mina. Ni 1a droga "per se" ni un metabolito formado a partir del

sistema enzimático inducible por Fenobarbital afectan esta induc­
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ción enzimática.

El aumento de actividad de ALA-Socurre principalmente en

la fracción mitocondrial aunque puede encontrarse una pequeña ag
tividad en soluble siendo esta última mayor cuando mayor es el
aumento de ALA-S.

Por último el malatión disminuye parcialmente la actividad

de Ferroquelatasa lo cual podria contribuir a mantener elevados

los niveles de ALA-Saunque no seria el causante de esta inducción.

Asi se ha encontrado que un plaguicida fosforado el malatión causa

un notable aumento de actividad de ALA-Sy, desde este punto de

vista, podria ser utilizado al igual que AIAy DDCpara producir
una porfiria experimental que sirva de herramienta para estudiar

la regulación del camino biosintético del hemo.
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