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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

- Purificacién y caracterizacién de terro- y cobaltoquelatasa de higado de
cerdo, actividades enzimiticas que incorporan rel* y CoZ* en mesoportirina
na. Estudios tendientes a determinar si una misma proteina enzimdtica cata-
Tiza la insercién de ambos iones metdlicos.

- Estudio de los mecanismos regulatorios wmplicados en la induccién de la
biosintesis del hemo, mediada por alilisopropilacetamida, plomo o tenobar-
bital, en suspensiones de hepatocitos de rata. Con especial éntasis en el
pape! desempefiado por el AMPc como uno de los tactores involucrados en la
regulacién de dicho camino biosintético.

- Estudio de las moditicaciones causadas por la diabetes experimental sobre
el metabolismo de! hemo en suspensiones de hepatocitos de ratas inyectadas
con estreptozotocina, con el objeto de encontrar posibles tactores que ex-
pliquen la alta trecuencia de incidencia conjunta entre los estados patold-
gicos de porfiria y diabetes en humanos.

- Todos estos estudios son tendientes a colaborar en la determinacidn de
las anomal!fas metabdlicas que provocan las portirias hepdticas humanas.
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INTRODUCCION

E1 hemo es una estructura porfirfnica planar la cual posee en su
centro un dtomo de metal. E1 catién met4lico quelado es el hierro (II) y la
porfirina, la protoporfirina IX.

Virtualmente todas las células de los animales superiores son
capaces de sintetizar hemo, ya sea en forma continua a través de su vida o
bien en alguna etapa de su desarrollo. E1 hemo sintetizado es utilizado co-
mo grupo prostético por una gran variedad de protefnas (hemoprotefnas) re-
lacionadas con diversas funciones. Entre éstas se cuentan: a) el transporte
y transferencia de oxfgeno en y entre 1las células (hemoglobina,
mioglobina); b) la proteccién de la célula contra téxicos de caracterfsti-
cas oxidantes (catalasa, peroxidasa); c) la transferencia de electrones
acoplada a la sfntesis de ATP (citocromos mitocondriales); d) el metabolis-
de dcidos grasos, esteroides y xenobidticos (citocromos microsomales).

La capacidad de las hemoprotefnas de llevar a cabo estas funcio-
nes es una propiedad del idn metdlico central, que es capaz de sufrir cam-
bios reversibles en su estado de oxidacién. E1 anillo porfirfnico aumenta
la capacidad catalfitica del metal y esta actividad es posteriormente incre-
mentada por la unidon de la metaloporfirina con su apoprotefna, que le con-
fiere, ademds, su actividad bioldgica especifica.

E1 significado biolégico del hemo y otras metaloporfirinas se es-
quematiza en la figura 1 y estd relacionado principalmente con la utiliza-
cién y produccidén de energfa. Las clorofilas, complejos de Mg-porfirina,
utilizan la energfa solar en la produccién de hidratos de carbono a partir
de COp y Hy0, mientras que el hemo, una Fe-porfirina, interviene en los
procesos que utilizan esos hidratos de carbono para la produccién de ener-
gfa en los sistemas bioldgicos.

La mayor parte del hemo es sintetizado, en animales superiores, en
los eritrocitos inmaduros, los reticulocitos, y en el hfgado. Tanto en la
médula dsea como en el hfgado la velocidad de sfntesis del hemo estd preci-
samente reqgulada y puede ser elevada considerablemente debido.a una mayor



demanda de eritrocitos circulantes o en respuesta a inductores de citocromo
P-450, respectivamente.

Energf{a solar

N
; \
\/-—N N/
/v’/ ’/ \\‘.\
s e W\

Clorofila : \\MQ P
N N\
\h‘l N N
\//\\ \\
/
CO,+ H,0 =i (CH,0)+0,

Figura 1: E1 significado bioldgico de las porfirinas

Cualquier defecto o anomalfa, ya sea genética o adquirida, que al-
tere de alglin modo el sistema de regulacién de la formacién de hemo, provo-
card la acumulacidn excesiva de ciertos precursores e intermediarios de es-
te camino metabdlico, conduciendo a un estado patoldgico conocido como por-
firia.

Por ello, el conocimiento completo de todos los factores involu-
crados en el control y regulacién de la biosfntesis del hemo es de funda-
mental importancia para la formulacién de una prevencién y terapéutica

aplicable a dichas enfermedades.



Estructura de porfirinas

E1 ndcleo bdsico de las porfirinas consiste en 4 anillos pirrgli-
cos unidos por cuatro puentes metileno que forman un macrociclo. Este es
una estructura rfgida planar sobre la cual puede haber 8 cadenas laterales
en las posiciones 1 a 8. Los cuatro pirroles son designados A, B, C y D y
los puentes metilenos alfa, beta, gama y delta. E1 tipo y ubicacidn de las
cadenas laterales da origen a un gran ndmero de isémeros y determinan, ade-
mds, las propiedades ffsicas y quimicas de la porfirina en cuestién (figura
2).

PCRFIRINA PCRFIRINCGENC

Figura 2: Las estructuras bdsicas de porfirinas y porfirindgenos

La clasificacidn de los isdmeros se hace a partir de 4 tipos bdsi-
cos denominados I, II, III y IV (figura 3).

Es importante seﬁalaf que sdlo isémeros de las series I y III han
sido aislados en la naturaleza. Sin embargo en todas las hemoproteinas i-
dentificadas, la porfirina, protoporfirina IX, pertenece a la serie isomé-
rica III (1). Es decir que, como se verd mds adelante, uroporfirina y co-
proporfirina del tipo I pueden ser biosintetizadas pero no ser metaboliza-
das a protoporfirina y hemo.

Numerosos estudios (2, 3) han establecido que los intermediarios



biolégicos normales no son estos compuesto altamente conjugados, sino que
el camino biosintético procede a través de los porfirindgenos, porfirinas
reducidas conteniendo 6 dtomos de hidrégeno adicionales.

E M

111 I\
E M
NS €
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N LN
N\ Y
)
E E

Figura 3: Las cuatro series isoméricas de porfirinas

La secuencia biosintética inicial para la sfntesis de hemo, cloro-
filas y corrinas es la misma y cada una utiliza estos porfirindgenos como
compuestos intermediarios del producto final.



CAPITULO 1: LA BIOSINTESIS DEL HEMO

E1 camino biosintético del hemo comienza a partir de la unién de
los precursores succinil CoA, proveniente del ciclo de los &cidos tricarbo-
xflicos, y glicina para formar el &cido 5-aminolevulfnico (ALA). El1 paso
siguiente corresponde a la formacién del
monopirrol porfobilindgeno (PBG) por con-
densacién de dos moléculas de ALA. Poste-
riormente cuatro de estos monopirroles se
unen secuencialmente formando un ciclo que
da origen al primero de los intermediarios
tetrapirrélicos: el uroporfirindgeno. Este,
por una serie de decarboxilaciones y modi-
ficaciones de las cadenas laterales, se
transforma en protoporfirindgeno, el cual
se oxida enzimdticamente para dar la pro-

toporfirina IX, La dltima etapa de este

. . . 2+ i |
camino es la insercién del Fe¢™ en el ani COOH COOH
110 porfirfnico para formar el hemo (figu- Fig.4: Estructura del hemo
ra 4).

En la figura 5 se esquematizan estas etapas y su compartamentali-
zacién celular,

MITOCONDRIA CITosoL

Glicina + Succinil CoA ____ ALA ------ ALA + ALA ____ Portobilindgeno

Protoporfirindgeno 14 Coproporfirinégeno III Uroportirindgeno 11

Protoporfirina IX
RETICULO ENDOPLASMATICO

Biliverdina IX _1  Bilirubina IX

Figura 5: La biosfntesis del hemo dentro de la célula hepdtica..



Succinil CoA sintetasa

La enzima succinil CoA sintetasa [succinato: CoA ligasa (ADP) EC

6.2.1.5 y (GDP) EC 6.2.1.4] cataliza la reaccidn:
succinil CoA + Pi + NDP ===== NTP + succinato + CoA

Esta reaccidn es reversible y puede ser considerada como la inter-
conversign de dos clases de uniones de alta energfa: tioléster y fosfato.

Un importante papel fisioldgico desempefiado por esta enzima es su
participacidn en el ciclo de Krebs a través de la fosforilacién de los nu-
cedsidos difosfatos. Por otro lado, en la direccién inversa, la reaccidn
puede ser vista como la sfntesis de succinil CoA, precursor anabdlico de
productos tales como el hemo y la cistationina (4, 5).

Labbe y col. (6) encontraron un incremento en los niveles de suc-
cinil CoA sintetasa en hfgado de ratones inyectados con drogas capaces de
causar porfiria experimental. Estos resultados fueron interpretados como
indicadores de que esta enzima, a través de un pool de succinil CoA, esta-
rfa directamente involucrada en el control del camino biosintético del hemo
en células hepdticas de ratones.

La enzima succinil CoA sintetasa ha sido purificada y caracteriza-
da de numerosas fuentes (7, 8). Sin embargo el interés de los investigado-
res ha sido enfocado hacia las enzimas provenientes de Escherichia coli (9)
y de corazén de cerdo (10).

La especificidad en cuanto a los nucledtidos requeridos parece ser
distinta para las plantas y bacterias, las cuales emplearfan ATP-ADP, y pa-
ra animales, 1os que utilizarfan GTP-GDP. Sin embargo, Allen y Ottaway (11)
recientemente han demostrado un requerimiento absoluto de ATP para la suc-
cinil CoA sintetasa de mitocondrias de misculo de paloma.

La succinil CoA sintetasa de E.coli tiene un peso molecular de
136.000 y <comprende 2 tipos de subunidades ensambladas como un
(alfa-beta), tetrdmero. La subunidad alfa (29.500) une el ATP y cataliza
la transferencia del fdsforo a uno de sus residuos histidina, mientras que
la subunidad beta (38.500) contiene el sitio de unién para el succinato y
la coenzima A. El1 sitio activo completo estd probablemente localizado en la
regién de contacto entre alfa-beta (12). La enzima exhibe "sinergismo de
sustrato”, por lo cual es mds activa para la catdlisis de sus reacciones
parciales s6lo cuando todos los sitios de unién de sustratos estdn ocupa-
dos, y “cooperatividad catalftica" entre sitios activos alternados, por lo



cual la interaccién de los sustratos, particularmente el ATP, en uno de los
sitios es necesaria para promover la catdlisis en el otro (13). Reciente-
mente, Nishimura y Mitchel (14), sugirieron un mecanismo similar para la
enzima proveniente de corazdn de cerdo.

La estructura primaria de la succinil CoA sintetasa de E.coli ha
sido estudiada por Buck y col.(15) a partir de la secuencia nucleotidica de
2451 pares de bases del segmento de DNA conteniendo los genes de suc C
(subunidad beta) de 1161 pares de bases y el gen suc D (subunidad alfa) de
864 pares de bases. Estos genes estarfan Jlocalizados al final de un
"cluster" de 9 genes que codificarfan para las enzimas del ciclo de Krebs.
La expresidn de succinil CoA sintetasa estarfa coordinadamente regulada con
la 2-oxoglutarato deshidrogenasa (16).

Biosfntesis de ALA

La primera etapa de la biosfntesis del hemo es la condensacién de
succinato activado como succinil CoA y glicina para formar ALA. La enzima
que cataliza esta reaccién es 1la 4cido 5-aminolevulfnico sintetasa
[succinil CoA: glicina C-succinil transferasa (EC 2.3.1.37)]. Su presencia
ha sido demostrada en un gran ndmero de células, incluyendo bacterias foto-
sintéticas (17) y no fotosintéticas (18) y en numerosos tejidos de aves
(19) y mamiferos (20, 21).

Neuberger y Shemin (22) demostraron el requerimiento absoluto de
fosfato de piridoxal para la actividad catalftica de la enzima, 1o cual ha-
bfa sido sugerido anteriormente a partir de observaciones realizadas en hu-
manos y animales con deficiencias nutricionales, especialmente en vitamina
Bg y dcido pantoténico, y que presentaban anomalfas en la sfintesis de hemo
(23).

E1 mecanismo de accién propuesto para la enzima 4cido
5-aminolevulfnico sintetasa (ALA-S) (24, 25) consiste, inicialmente, en la
unién del fosfato de piridoxal a la superficie de la enzima a través de un
grupo SH del sitio activo y la formacién de una base de Schiff con la gli-
cina. Posteriormente, se produce la condensacién del succinato activado co-
mo succinil CoA para dar el 4cido alfa-amino-beta-cetoadipico, el cual es
decarboxilado a dcido 5-aminolevulinico (26).

En 1963, Granick y Urata (27) encontraron que la administracién de



3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina (DDC) a embriones de pollo producfa
un aumento de 40 veces de la actividad de ALA-S. Posteriormente, Granick
(28) describié una gran cantidad de sustancias, de variadas estructuras
quimicas, capaces de provocar un incremento en la actividad de esta enzima.
Por otra parte, Tschudy y col.(29), trabajando con pacientes que presenta-
ban un tipo de porfiria hepdtica conocida como porfiria aguda intermitente,
encontraron un marcado incremento en la actividad de la enzima que catali-
zaba la formacién de ALA.

Es asf que a partir de estos y otros estudios qued6 demostrado,
sin lugar a dudas, que la ALA-S es la enzima limitante de la velocidad y el
punto sobre el cual se ejerce el control metab§lico primario sobre la bio-
sfntesis del hemo.

Trabajos de Granick (28) y Marver (30) confirmaron que ALA-S es
una enzima inducible y que, al menos en el hfgado, estd sujeta a represidn
e inhibicidén por hemo. La induccidn de ALA-S implica una sfntesis de novo
de la molécula proteica (31).

En 1a célula eucariota intacta, el ALA sdélo puede ser formado den-
tro de la mitocondria, dado que, esta organela, es la dnica capaz de gene-
rar succinil CoA. La matriz y crestas mitocondriales fueron sefialadas como
conteniendo 1a mayor parte de ALA-S intracelular (32). Recientemente, Scot-
to y col. (33), trabajando en higado de rata, localizaron exclusivamente en
la matriz mitocondrial a esta enzima, dado que respondfa a la extraccidn
con Lubrol y digitonina y posterior sonicacién, exactamente igual que la
isocitrato deshidrogenasa, enzima marcadora de esta fraccidén mitocondrial.

En 1969, Hayashi y col.(34) observaron que en ratas tratadas con
alilisopropilacetamida (AIA), un inductor de porfiria experimental, no sélo
se producfa un incremento en la cantidad de ALA-S mitocondrial sino, tam-
bién, una considerable cantidad de dicha enzima se acumulaba en la fraccidn
citosélica hepdtica. Esta acumulacidén de ALA-S en la fraccién citosélica
del hfgado fue luego observada en ratones (35) y pollos (36) luego de la
administracién de AIA o DDC. El1 incremento de ALA-S, tanto en la fraccidn
mitocondrial como citosélica, luego de 1a administracién de uma dosis de
AIA, podfa ser prevenido con una inyeccién de cicloheximida pero no por una
de cloranfenicol (28, 34). Asimismo, esta induccidn podfa ser suprimida con
mitomicina C, un inhibidor de la sfntesis de DNA nuclear, pero que no afec-
ta al mitocondrial (34).

E1 conjunto de datos obtenidos al respecto sugirié que, al igual
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que la mayorfa de las protefnas mitocondriales, la enzima ALA-S se sinteti-
zaria en poliribosomas citoplasmdticos. Se sostuvo entonces que, la sfnte-
sis de protefna enzimdtica ocurrfa en el citoplasma y se realizaba en poli-
ribosomas unidos a membranas. Avalaba esta dltima afirmacidn la hipdtesis
propuesta que el retfculo endopldsmico jugaba un rol importante en la bio-
génesis mitocondrial (37). Sin embargo, Whiting en 1976 (38), observd que
cuando el sobrenadante postmitocondrial de hfgado de embriones de pollo
tratados con AIA era separado en poliribosomas libres y unidos a membrana,
la sintesis de ALA-S, estimada por inmunoprecipitacién con un anticuerpo
especifico para ALA-S mitocondrial, era incrementada en la fraccién corres-
pondiente a poliribosomas libres.

Posteriormente, la enzima sintetizada en citoplasma, debe ser
transferida e integrada a la mitocondria. Ha sido demostrado que el hemo y
otras sustancias (39) son capaces de inhibir la transferencia de ALA-S de
citoplasma a mitocondrias.

Fueron también ampliamente estudiadas las propiedades de ambas en-
zimas, citosélia y mitocondrial. La determinacién de estos pardmetros se
vio dificultada por la tendencia de la ALA-S a formar grandes agregados o
complejos consigo mismo y con otras protefnas, exhibiendo pesos moleculares
muy heterogéneos. Asf se han determinado, en hfgado de rata, tamafos mole-
culares entre 650.000 y 70.000 de acuerdo a las condiciones experimentales
empleadas (31, 34, 36), coincidiendo, empero, en que el peso molecular de
la enzima citosdlica es mayor que el de la mitocondrial.

Ohashi y Kikuchi en 1979 (40) purificaron un complejo de ALA-S ci-
tosélica de hfgado de rata que estaba constitufdo por 3 protelnas: una ac-
tiva de peso molecular 110.000 y 2 inactivas de 120.000 y 75.000. Si la
protefna activa era sometida a electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS, se obtenfa una dnica banda de peso molecular aparente 51.000, lo que
sugeria la presencia de un dfmero. Observaron también que, in vitro, 1la
protefna activa no penetraba a mitocondrias si no estaba acompafiada de las
2 dos protefnas inactivas, lo que les asignaba un papel importante en la
tras-locacién a mitocondrias (41).

Posteriormente, Nakakuki y col.(42), purificaron casi a homogenei-
dad ALA-S citosdlica con un tratamiento previo con papafna y la consecuen-
te digestidn de protefnas acompafantes en el complejo y sin pérdida de ac-
tividad enzimdtica. Determinaron un peso molecular aparente de 110.000, por
gradiente de sacarosa. En el mismo trabajo prepararon un antisuero de cone-
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jo contra la ALA-S purificada de la fraccién citosélica y encontraron que
ambas ALA-S, mitocondrial y citos6lica, eran inmunoldgicamente idénticas.
Estos resultados indicaban que la ALA-S citosélica es un precursor en tran-
sito a 1a mitocondria.

Por otra parte, Srivastava y col.(43) purificaron ALA-S de mito-
condrias de hfgado de rata, observando un peso molecular de 70.000. Esta
molécula provendrfa de un precursor de 76.000 también aislado, que podfa
ser proteolfiticamente modificado sin pérdida de actividad enzimdtica. Pos-
tularon que ALA-S se sintetizarfa como un precursor de alto peso molecular
que serfa procesado durante o inmediatamente después de la transferencia a
mitocondrias.

Simpson y Beattie (44), purificando ALA-S mitocondrial, describie-
ron una protefna no catalftica, de peso molecular 57.000, que era capaz de
activar la enzima ALA-S. Este activador serfa el responsable de la agrega-
cién y podrfa tener efecto regulatorio al participar en la estructura cua-
ternaria de la ALA-S mitocondrial.

Whiting y Granick (45), purificaron ALA-S de mitocondrias de em-
briones de pollo y observaron un peso molecular de 87.000 para la enzima
nativa, compuesta por 2 subunidades de 49.000.

A diferencia de 1o observado en mamiferos y pollos adultos, no se
pudo observar acumulacién de ALA-S en citosol luego de la administracidén de
AIA o DDC, en hfgado de embriones de pollo, a pesar que la cantidad total
de ALA-S se encontraba aumentada entre 300 y 500 veces (38, 46). Reciente-
mente, Srivastava y col.(47) han detectado por primera vez en hfgado de em-
briones de pollo, un precursor de ALA-S en la fraccidn citosélica que co-
rrespondié a una protefna de 74.000 de peso molecular, mientras que en la
fraccion mitocondrial aislaron una molécula de peso molecular 68.000. La
deteccidn del precursor se realizé por técnicas inmunoquimicas, ya que no
se pudo medir la actividad enzimdtica.

En 1984, Watanabe y col.(48) estudiaron la relacidn entre la se-
cuencia extra del precursor y la estructura cuaternaria y las propiedades
catalfticas de la ALA-S, en hfgado de pollos adultos. Ambas, citosdlica y
mitocondrial, se presentan en forma de dimeros y tienen actividad y propie-
dades cinéticas similares, sugiriendo que el centro activo de la enzima no
se ve influenciado por la presencia de la secuencia extra. Encontraron di-
ferencias en el punto isoeléctrico y determinaron que la secuencia polipép-
tidica extra del precursor citosélico, de aproximadamente 6.000.de peso mo-
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lecular, era rico en aminodcidos bdsicos. Sugirieron que esta diferencia
puede ser importante en la traslocacién de la protefna enzimdtica a mito-
condrias.

La existencia de una protefna activa de mayor peso molecular en la
fraccién citosdlica, que es inmunoldgicamente idéntica a la mitocondrial y
tiene las mismas propiedades cinéticas, sugiere que se trata del producto
primario del RNA mensajero de ALA-S en trdnsito a la mitocondria y que es
procesado postraduccionalmente. La funcidén del polipéptido extra del pre-
cursor, asf como la secuencia de eventos necesarios para el procesamiento,
transporte e integracién a la mitocondria como producto maduro, son aun
desconocidos. Recientemente Keng y col.(49) han demostrado que una secuen-
cia de 9 residuos de aminodcidos del extremo aminoterminal de ALA-S de
S.cerevisiae, caracterizados por su hidrofobicidad, es suficiente para
traslocar a la matriz mitocondrial una protefna citosélica como la beta-ga-
lactosidasa.

La ALA-S es una enzima relativamente inestable. E1 tiempo de vida
media de la que se encuentra en la fraccidn citosélica del hfgado, medido
por el descenso de la actividad de la enzima luego de una inyeccién de ci-
cloheximida, es de sélo 20 minutos (34), mientras que la vida media aparen-
te de la mitocondrial es de 60-70 minutos bajo condiciones experimentales
comparables (20, 34). Esta escasa estabilidad ha sido adjudicada por diver-
sos autores a la accién de proteasas (42, 47). Recientemente Beattie y col.
(50) han encontrado que ALA-S de hfgado de rata, tanto citosélica como mi-
tocondrial, estdn sujetas a una inactivacion dependiente de la temperatura,
la que podria impedirse por el agregado de fosfato de piridoxal. La pérdida
de actividad de la enzima no involucrarfa digestién proteolftica, sino, en
una etapa inicial, la pérdida del cofactor, fosfato de piridoxal y, poste-
riormente, la inactivacidén de la apoprotefna a temperaturas arroba de 22°C.

La enzima ALA-S ha sido purificada y caracterizada en una gran
cantidad de tejidos de mamfferos ademds del hfgado. Ha sido descripta en
médula Gsea (51), cerebro (52), corazén (53), misculo esquelético (54), ri-
fi6n (55), bazo (56), testficulos (57), adrenales (58), gldndula de Harder
(59), etc. La existencia de al menos dos isoenzimas de ALA-S en ratas fue
sugerida por Yamamoto y col.(60), al demostrar la falta de reactividad cru-
zada entre ALA-S de eritrocitos y anticuerpos anti-ALA-S de higado. Estos
autores sugieren ademds que debe haber al menos 2 genes diferentes para es-
ta enzima en ratas.
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La actividad basal de ALA-S en tejidos normales es generalmente
baja; en hfgado de rata oscila entre 10 y 50 nmoles de ALA sintetizados por
hora y por gramo de tejido (61), valores que son similares a los encontra-
dos en el hfgado humano.

Reviste particular interés desde el punto de vista fisioldgico y
regulatorio el hecho que la actividad de ALA-S mitocondrial en hfgado de
rata fetal es aproximadamente 10 veces mayor que la de adultas (62) siendo
aquella enzima, ademds, de menor peso molecular. La actividad decae luego
lentamente hasta llegar a valores de la rata adulta pocos dfas después del
nacimiento. Durante el perfodo fetal la enzima no es inducible por drogas y
es refractaria a la represién por hemo. Woods y Murthy (63) postularon que
la ALA-S fetal es funcionalmente activa y similar a la adulta pero que su
requlacién es distinta, 1o que podrfa ser explicado en términos de dife-
rencias en la funcidn mitocondrial en ambas etapas del desarrollo.

Borthwick y col.(64) construyeron una genoteca de DNA complementa-
rio (cONA) a partir de mRNA, de la que fueron identificados clones conte-
niendo secuencias codificadoras de ALA-S hepdtica. Estimaron por andlisis
de "Northern blot" en 2.800 pares de bases el tamafio del mRNA para ALA-S de
hfgado de embriones de pollo. A partir de uno de esos clones dedujeron la
secuencia nucleotidica completa y, por lo tanto, la secuencia aminoacfdica
del precursor de ALA-S (65). Este precursor consiste en una protefna madura
de 579 aminodcidos, con un extremo N-terminal de 56 aminodcidos preponde-
rantemente bdsicos. Recientemente, el mismo grupo de investigadores (66) ha
aislado el gen completo de ALA-S de hfgado de pollo. Este es de 6,9 kb de
largo y contiene 10 exones; los exones 4 a 10 codificarfan para la enzima
activa, mientras que los tres primeros lo harfan para la secuencia que se
encuentra s61o en el precursor citosélico. Entre éstos, el exdn 1 codifica-
rfa para la secuencia necesaria para el transporte a mitocondrias.

En una 1fnea de trabajo semejante, Yamamoto y col. (67) aislaron
un cDNA que codifica para ALA-S de eritrocitos de pollo. Sugirieron que los
diferentes mRNAALA-S detectados en distintos tejidos de pollo podrfan ser
transcriptos de una familia de genes estrechamente relacionados en la se-
cuencia nucleotidica y que cada uno estarfa regulado de una manera especf-
fica, de acuerdo al estado de desarrollo del animal.
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Biosintesis de porfobilindgeno

E1 precursor tetrapirrélico de todos los tetrapirroles naturales
es el porfobilinégeno (PBG). Este se forma por condensacién de 2 moles de
ALA con la pérdida de 2 moles de Hp0. La enzima responsable de la catdlisis
de esta reaccién es la dcido 5-aminolevulinico dehidrasa (ALA-D) [5-amino-
levulinato hidrolasa EC 4.2.1.24].

Esta enzima citosélica soluble (68) ha sido purificada de un gran
ndmero de fuentes tales como bacterias (69), hongos (70), plantas (71), a-
ves (72) y mamiferos (73). Recientemente Gibbs y col.(74) purificaron
35.000 veces la ALA-D de eritrocitos humanos con un rendimiento del 70%.

E1 mecanismo de la reaccién, que ha sido propuesto por Nandi y
Shemin (75), tiene lugar en una serie de etapas. En la primera, una molécu-
la de ALA forma una base de Schiff a través de la combinacién de su grupo
ceto con un grupo amino de un residuo lisina del sitio activo de la enzima
(76). Esta molécula de ALA luego se combina con otra molécula de ALA, como
partes de una reaccidon de Knorr, que involucra una condensacién intramole-
cular del carbanién de la base de Schiff con el grupo carbonilo de la se-
gunda molécula de ALA. Posteriormente, este compuesto elimina Hy0 y el gru-
po amino de la Gltima molécula de ALA desplaza el grupo amino de la enzima
para formar PBG.

Para lograr una correcta disposicidén espacial en la reaccién, Bat-
1le y Stella (77) sugirieron que la sequnda molécula de ALA se encuentra
también unida a la superficie de la enzima dentro de un "agujero" apropia-
do.

Barnard y col.(78) demostraron la participacién de dos residuos
cistefnas, a través de sus grupos SH, que actuarfan en la catdlisis dcido-
base requerida para las secuencias de protonacidn-desprotonacién enzimdtica
en la sintesis de PBG.

ALA-D presenta caracterfsticas de una enzima sulfhidrilica y es
sensible a reactivos tiglicos y metales pesados. Inhibidores de grupos SH,
tales como iodoacetamida y p-cloromercuriobenzoato (PCMB), tienen un efecto
inhibitorio (78), el cual puede ser eliminado por la adicidén de glutation,
2-mercaptoetanol, cistefna, ditiotreitol y cualquier otro reactivo sulfhi-
drilico.

Numerosos estudios in vivo e in vitro han demostrado que ALA-D es
muy sensible a la accién del plomo (79, 80), lo que conduce a una marcada
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inhibicidn de su actividad. Se ha propuesto que el plomo inhibe la enzima
por su accién directa sobre los grupos SH, lo cual puede ser revertido por
el agregado de algun reactivo tidlico (81).

Se han realizado detalladas investigaciones de la estructura cua-
ternaria de ALA-D obtenida de diferentes fuentes. Todas ellas indican que
esta enzima tiene un peso molecular de 280.000 y estd compuesta por 8 subu-
nidades (82). Las 8 subunidades estarfan ubicadas en los vértices de un cu-
bo, observando una simetrfa dihédrica Dgq. S610 4 de las 8 subunidades reac-
cionarfan con el sustrato, cada una formando una base de Schiff con una mo-
lécula de ALA (83).

E1 mecanismo de accidn es semejante para células procariotas y eu-
cariotas. Sin embargo, los requerimientos de iones metdlicos son completa-
mente diferentes. La enzima de bacterias fotosintéticas (84) requiere K%,
pero ALA-D de bacterias no fotosintéticas (69) y de plantas (71) necesitan
Mg2t o Mn2*, La enzima de células eucariotas no tiene requerimientos de me-
tal pero son inhibidas por EDTA (85). Chen y Neilands (86) demostraron que
el Zn(II) es esencial para la actividad enzimdtica en mamfferos. Tratando
la enzima purificada de hfgado bovino con agentes quelantes obtuvieron la
apoenzima libre de metal, cuya .actividad fue restaurada por el agregado de
In(II). E1 Cd(II) fue el otro i6n metdlico con el que se restablecfa la ac-
tividad de la apoenzima (87).

E1 papel del In2* en la actividad enzimdtica y el nimero de grupos
SH involucrados en la reaccién no ha sido aun dilucidado. Tsukamoto y col.
(88) sugirieron que la actividad enzimdtica es dependiente de la presencia
de dos grupos SH y que el In2* no serfa absolutamente necesario para la ac-
tividad sino que se requerirfa para prevenir la autoxidacién de los grupos
SH esenciales, formando uniones de coordinacidn.

Por otra parte Bevan y col.(87) encontraron 4 &tomos de Zn2* por
octdmero de ALA-D de hfgado bovino. E1 metal se unirfa al sitio activo a
través de grupos SH, pero no participarfa en la unidn del sustrato ni en el
mantenimiento de la estructura cuaternaria.

Seehra y col.(89) informaron que la presencia de Zn(II) no serfa
obligatoria para la actividad de ALA-D y que podrfia ser innecesaria traba-
jando a concentraciones altas (20 mM) de un reactivo tidlico. De acuerdo a
su modelo, el Zn(Il) no serfa un cofactor sino que favorecerfa el manteni-
miento de la ALA-D en una conformacidén catalfticamente viable. Por Gltimo,
Jaffe y Hanes (90) demostraron con ALA-D bovina, que el Zn(II) no es nece-
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sario para la formacién de la base de Schiff entre el sitio activo de 1la
enzima y la molécula de ALA. Gibbs y col.(91) sugirieron por Su parte un
papel estructural para el i6n metflico mds que una accidn catalftica.

Estudios realizados en distintas cepas de ratones demostraron que
la actividad de ALA-D se encuentra bajo el control genético de 2 alelos del
locus levulinato (92, 93). Estos alelos transmiten sus caracteres en forma
codominante y mantienen un estrecho control genético sobre la sfintesis de
la protefna enzimdtica.

Ha sido demostrado in vitro que ALA-D puede ser inhibida por hemo
y protoporfirina IX (94), lo cual podrfa sugerir una funcidn regulatoria de
esta enzima en la biosfntesis del hemo. Sin embargo, en todos los tejidos
estudiados, la actividad de ALA-D es mucho mids alta que la de ALA-S (alre-
dedor de 80 veces en el higado humano)(61) y mayor también su tiempo de vi-
da media. Asf, al menos en condiciones fisioldgicas, ALA-D no tendrfa efec-
to regulatorio en la sintesis del hemo. De todos modos, trabajos in vitro
sugieren que esta enzima puede ser limitante de la velocidad de sintesis en
determinadas condiciones (94).

Wetner y col.(95) han clonado y secuenciado parcialmente el cDNA
de ALA-D de hfgado humano.

Biosintesis de Uroporfirindgeno III

E1 siguiente paso en la biosintesis del hemo es la condensacidn de
4 moléculas de PBG para formar el primer intermediario macrocficlico: el u-
roporfirindgeno III.

Hay dos enzimas involucradas en la reaccién de condensacidén: 1la
porfobilindgeno deaminasa (PBGasa) o hidroximetilbilano sintetasa [porfobi-
lindgeno amonio-liasa (polimerizante) EC 4.3.1.8] y la uroporfirinégeno III
cosintetasa [uroporfirindgeno III isomerasa EC 4.2.1.75]. Ambas enzimas han
sido aisladas y parcialmente purificadas de numerosas fuentes vegetales,
bacterianas y animales (96-99), incluyendo eritrocitos humanos (100). Estas
enzimas se encuentran en el citoplasma y la actividad de la primera de e-
1las, en condiciones normales, es la limitante de la velocidad de la reac-
cidn.

La PBGasa es una enzima de bajo peso molecular (30-40.000) y rela-
tivamente estable al calor. La uroporfirindgeno III cosintetasa.es una pro-
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tefna de mayor peso molecular (60-65.000) y muy 14bil frente a la tempera-
tura (101).

Cuando la PBGasa actida sola in vitro, cataliza la condensacién se-
cuencial cabeza-cola de 4 moles de PBG formando el intermediario simétrico
uroporfirindgeno 1 y liberando 4 moles de NH3 (102). Este compuesto no es
sustrato para la uroporfirindgeno III cosintetasa, como tampoco 1o es el
PBG.

E1 intermediario obligado en la biosfntesis del hemo, el uroporfi-
rinégeno III, es formado solamente cuando ambas enzimas actdan concertada-
mente. E1 papel de la segunda enzima serfa el de permitir la inversidén del
anillo D en 1a molécula de porfirindgeno para producir el intermediario co-
rrecto.

E1 mecanismo por el cual ambas enzimas interactdan para formar el
isémero de tipo III no estd aun aclarado, aunque han sido formuladas nume-
rosas hipdtesis. Frydman y col.(103) en base a estudios realizados con 2-a-
minopirrilmetanos sintéticos (104), propusieron un mecanismo que se basa en
que la uroporfirindgeno III cosintetasa no es una enzima en sf misma, sino
una proteina especifica que modificarfa la actividad de la PBGasa sobre la
condensacidén del PBG, actuando desde el comienzo de la reaccién, sinteti-
zando un dipirrol invertido, cabeza-cabeza, que luego se transformarfa en
un tripirrol y por dltimo en el uroporfirindgeno III. Este mecanismo impli-
ca que no hay pirrilmetanos intermediarios comunes en las reacciones cata-
1izadas por la PBGasa y por el complejo PBGasa-cosintetasa.

Por otro lado, Battersby y McDonald (105, 106) en contraposicidn a
la hipdtesis de Frydman, sostuvieron que la reaccidn procederfa a través de
una condensacidn secuencial cabeza-cola de los 4 PBG, catalizada por la PB-
Gasa, para dar un intermediario no anular. Este intermediario, identificado
como hidroximetilbilano (107-109), serfa el sustrato de la cosintetasa que,
por un reordenamiento intramolecular del anillo D, darfa el producto final:
uroporfirindgeno III (figura 6).

Finalmente, estudios de RMN realizados por el grupo de Scott, su-
girieron que la PBGasa es una enzima ciclizante (110, 111) que forma, por
condensacién de 4 moléculas de PBG, un compuesto anular, el preuroporfiri-
négeno. Este serfa el sustrato de la uroporfirindgeno III cosintetasa que
1o convertirfa a uroporfirindgeno IIl (112). En ausencia de cosintetasa, el
preuroporfirindgeno se transformaria quimicamente en uroporfirindgeno I.
Asi, ambas enzimas actuarfan independientemente pero en forma secuencial en
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la conversién de PBG a uroporfirindgeno III. Sin embargo, en recientes re-
visiones de sus trabajos, este grupo de investigadores se incliné por el
hidroximetilbilano como el intermediario mis probable de la reaccién y pro-
ducto de la enzima PBGasa (113, 114).

Jones y col.(115) han realizado exhaustivos estudios sobre la es-
tereoquimica de la reaccidén, demostrando que las 4 posiciones metileno de
los porfirinégenos de la serie III y del hidroximetilbilano son producidos
a través de procesos estereoespecificos.

Conversign de Uroporfirindgeno III a Coproporfirindgeno III

E1 uroporfirindgeno III, sintetizado en la etapa anterior, es se-
guidamente transformado en coproporfirindgeno III a través de la decarboxi-
lacién de sus cadenas laterales acéticas (116). Esta reaccidn enzimitica es
catalizada por la uroporfirindgeno decarboxilasa (URO-D) [uroporfirindgeno
IIT carboxiliasa EC 4.1.1.37]. Ha sido purificada, en algunos casosS a homo-
geneidad, de eritrocitos (117) e hfgado de pollo (118), eritrocitos (119,
120) e higado humanos (121). Esta enzima es soluble y estd localizada en la
fraccidn citosdlica de la célula.

La actividad de 1a URO-D es inhibida, in vitro, por iones metdli-
cos y compuestos capaces de unirse a grupos SH, como Fe(II) (122, 123) y
Hg(II) (116) e iodoacetamida, debido a que eS necesario al menos un grupo
SH para mantener la actividad enzimdtica (124). Como era de esperar, gluta-
tion y cistefna incrementan la actividad de la enzima, mientras que el oxfi-
geno, probablemente por oxidacidén del sustrato, la disminuye.

La remocidn de las cuatro cadenas de 4cido acético del uroporfiri-
négeno III ocurre secuencialmente, por 1o tanto pueden encontrarse porfiri-
ndgenos intermediarios de 7, 6 y 5 grupos carboxilos (125), aunque sus con-
centraciones, en condiciones normales, son pequefias y dependen, segin Stra-
ka y Kushner (124), del cociente [Uroporfirindgeno III]/[enzimal].

Garcfa y col.(117) encontraron que la decarboxilacidén procede en
dos etapas, la primera, mids rdpida, en la que ocurre la primera decarboxi-
lacién y la segunda etapa, mds lenta, en la que el heptaporfirindgeno se
convierte paso a paso en coproporfirindgeno IIl. Jackson y col.(126) demos-
traron que la decarboxilacién secuencial de uroporfirindgeno IIl a copro-
porfirindgeno III, transcurre en forma ordenada, comenzando por el anillo D
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y, siguiendo en el sentido de las agujas del reloj, los anillos A, B y por
Gitimo el C.

De acuerdo a estos resultados, Smith y Francis (127) sugirieron
que el reconocimiento y remocién de la cadena acética del anillo D podria
ocurrir en un sitio distinto de las demds decarboxilaciones. Verneuil y
col1.(120) postularon la existencia de una sola proteina enzimtica que lle-
varia a cabo todas las decarboxilaciones y que contendrfa, al menos, 2 si-
tios activos. Recientemente, Elder y col.(128), utilizando técnicas de in-
munoprecipitacién e inmunoelectroforesis, demostraron que la actividad de
URO-D reside en una sola protefna.

Elder y Urquhart (129), comparando URO-D de eritrocitos e higado,
descartaron la existencia de isoenzimas en humanos, atribuyendo sus dife-
rencias, a modificaciones postraduccionales debidas a protedlisis u oxida-
cién de grupos tioles.

Grandchamp y col.(130) sintetizaron URO-D en un lisado de reticu-
locitos libre de células bajo la direccién de mRNAs aislados de hfgado fe-
tal humano y reticulocitos humanos. Posteriormente clonaron un cONA de mRNA
de URO-D de rata de aproximadamente 1500 nucledtidos (131). M&s reciente-
mente Roméo y col.(132) han establecido la secuencia de un cDNA obtenido de
mRNA de URO-D de pulmén humano. Demostraron, ademds, que esta enzima, cuya
estructura primaria es de 367 aminodcidos, estd codificada por un solo gen.
E1 andlisis de la expresidén de este gen indicéd la existencia de una sola
especie de mRNA, tanto en eritrocitos como en otros tejidos, y que su acu-
mulacidén se deberfa a una activacidn transcripcional del gen de URO-D.

Conversién de Coproporfirindgeno III a Protoporfirindgeno III

E1 coproporfirindgeno III formado en el citosol es rdpidamente
transferido a mitocondrias donde sufre la decarboxilacién y oxidacién de
los grupos propidnicos en posiciones 2 y 4 dando el protoporfirindgeno IX,
con 2 grupos vinilo en dichas posiciones.

La enzima coproporfirindgeno oxidasa [coproporfirindgeno decarbo-
xilasa oxidativa EC 1.3.3.3], responsable de esta reaccién, es una enzima
mitocondrial (133) que ha sido aislada de una gran variedad de microrganis-
mos (134), aves (135) y mamiferos (136). Elder y Evans (137) encontraron
que, en higado de rata, esta enzima estd situada en el espacio intermembra-
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na de la mitocondria.

La reaccidn es altamente especffica para el coproporfirinégeno III
y, en aquellos preparados obenidos de organismos aerébicos, el requerimien-
to de oxfgeno es absoluto (133).

La reaccién transcurre en forma secuencial obteniéndose un inter-
mediario monovinflico denominado harderoporfirindgeno, dado que fue aislado
por primera vez de la gldndula de Harder de la rata (138). Se determind que
éste es el 2-vinilporfirindgeno (139), sugiriéndose que el proceso de de-
carboxilacién comenzarfa por el anillo A. E1 mecanismo y la estereoquimica
de la reaccién han sido estudiados en eritrocitos de pollo en dos laborato-
rios (140, 141). E1 coproporfirindgeno III es decarboxilado oxidativamente
a harderoporfirindgeno en el sitio activo de la enzima, cuya configuracidn
es tal que sélo acepta el grupo propidnico en posicién 2. Esta molécula gi-
ra, luego, en sentido antihorario, para que el segundo grupo propidnico sea
degradado en el mismo sitio sobre la superficie de la enzima. La decarboxi-
lacién ocurre con la pérdida de uno de los hidrégenos del carbono beta de
las cadenas de dcido propidnico, siendo el hidrdgeno pro-S en ambos casos.
Los hidrégenos del carbono alfa no estdn involucrados en la reaccidén. Zaman
y Akhtar (141), propusieron un mecanismo de reaccidén a través de la forma-
cién de una base de Schiff.

Recientemente, Camadro y col.(142) han purificado a homogeneidad
la coproporfirindgeno oxidasa de S.cerevisiae. Esta enzima es un dimero de
peso molecular 70.000 con subunidades idénticas. Presenta requerimientos de
grupos SH y es activada por fosfolipidos.

Oxidacién de Protoporfirindgeno IX

La modificacién final sobre el anillo tetrapirrélico, anterior a
la insercidén del metal, es la oxidacién del protoporfirindgeno IX a proto-
porfirina IX, durante la cual se pierden 6 &tomos de hidrdgeno.

La existencia de una enzima especifica para esta etapa ha sido es-
tablecida recientemente. Poulson y Polglase (143) en levaduras y Poulson
(144) en higado de rata, obtuvieron evidencias de una enzima mitocondrial,
la protoporfirindgeno oxidasa, que cataliza la oxidacidén a protoporfirina
IX. Jackson y col.(145) comprobaron que la reaccién es estereoespecifica
teniendo lugar sélo de un lado del anillo porfirfnico, lo cual no podrfa



22

ocurrir si la oxidacidén fuera no enzimdtica.

La enzima, tanto de levaduras como de mamiferos, requiere oxfgeno
molecular (143, 144) y tiene una alta especificidad de sustrato, no reac-
cionando con uro- y coproporfirindgenos, aunque 1o hace parcialmente con
monovinilharderoporfirindgeno (139). Camadro y col.(146) purificaron 1la
protroporfirindgeno oxidasa de hfgado humano. Esta enzima tiene un peso mo-
lecular de 32.000 y es sensible a la inhibicién por algunas metaloporfiri-
nas tales como Mn- y Co-protoporfirinas y en un grado menor por Cd-, Ni- y
Fe-protoporfirinas.

E1 estudio de la localizacién submitocondrial de la protoporfiri-
ndgeno oxidasa fue realizado por Deybach y col.(148). Esta enzima estarfa
ubicada dentro de la membrana interna de la mitocondria. Grandchamp y col.
(147) subrayaron la importancia de la localizacidn submitocondrial de esta
enzima y la de la coproporfirindgeno oxidasa para la transferencia de los
sustratos a la membrana interna (figura 7).
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Figura 7: Probable ubicacién de las tres dltimas enzimas del camino meta-
b6lico del hemo. Abreviaturas: C, citoplasma; M, matriz; ME, membrana ex
terna; MI, membrana interna; EIM, espacio intermembranas; CO, coproporfi
rinégeno oxidasa; PO, protoporfirindgeno oxidasa; FQ, ferroquelatasa.

(&), coproporfirindgeno; (@ ), protoporfirindgeno; (Q), sitio activo

desocupado.
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Poulson y Polglase (149) determinaron que, en levaduras, la enzima
es sintetizada en mitocondrias, a diferencia de las otras enzimas del cami-
no metab6lico del hemo. Kolarov y col.(150) demostraron que la protoporfi-
rinégeno oxidasa de hfgado de rata, no es sintetizada en mitocondrias, en
contraste con lo encontrado en levaduras, dado que no es inducida por tri-
iodotironina, un inductor de sintesis de protefnas mitocondriales.

E1 mecanismo de la reaccidn estd aun poco aclarado. Recientemente
Jones y col.(115) sugirieron que de los 4 &tomos de hidrégeno en posiciones
meso que se pierden durante la transformacidn a protoporfirina IX, 3 de e-
110s son removidos como hidruros y el restante como protdn.

Formacién de Hemo

La Gltima etapa en la biosfntesis del hemo es la incorporacidn del
ion ferroso en la protoporfirina IX, reaccidén catalizada por la ferroquela-
tasa o hemo sintetasa [protohemo ferro-liasa EC 4.99.1.1]

Protoporfirina IX + Fe2% —.--. Hemo + 2 H*

Esta reaccidn puede llevarse a cabo también en forma no enzimdti-
ca, segln han demostrado diversos autores (151, 152). Kassner y Walchack
(152) cuestionaron particularmente el papel de una enzima en la dltima eta-
pa de formacién de hemo, ya que encontraron que la formacién de hemo no en-
zimdtica se producfa a una velocidad comparable a la observada con prepara-
ciones enzimdticas.

Sin embargo ha sido demostrado repetidas veces la sfntesis de hemo
catalizada por extractos celulares, en condiciones en las cuales no habrfia
reaccién significativa sin la presencia de material celular (153, 154). Las
actividades de estos extractos eran sensibles al calor, dependientes de 1la
temperatura y exhibfan un pH 6ptimo. E1 fraccionamiento subcelular y la a-
plicacién de métodos de purificacidén de protefnas resultaba en fracciones
con actividad especifica incrementada, las cuales no eran dializables, in-
dicando que la actividad catalftica residia en una proteina. M4s reciente-
mente ha sido demostrada la inhibicién de la sintesis de hemo in vitro por
anticuerpos de ferroquelatasa bovina (155). Asf, se tienen numerosas evi-
dencias del requerimiento de una enzima en la Gltima etapa de formacidén de

hemo, aunque sin descartar la posible contribucién de la reaccién no enzi-



24

matica.

Actividad de ferroquelatasa ha sido detectada en organismos tan
diversos como bacterias (156-158), algas (159), levaduras (160), plantas
(153, 161) y animales (162-164). En cuanto a tejidos humanos, la ferroque-
latasa ha sido estudiada en médula dsea (165), reticulocitos (166) e hfgado
(167) entre otros.

En eucariontes, la ferroquelatasa estd localizada en la cara in-
terior de la membrana interna de la mitocondria (168). Los primeros inten-
tos para su purificacidn fueron infructuosos debido a la pérdida de activi-
dad durante su aislamiento. Este paso requiere la solubilizacién de la en-
zima de la membrana mitocondrial usando detergentes.

En los Gltimos afos, varios autores han purificado ferroquelatasa
de diversas fuentes. Mailer y col.(169) la purificaron de hfgado de rata
por cromatograffa de afinidad, utilizando 2-vinil-4-(3'-N-3"-aminopropil)-
acrilamidadeuteroporfirina como ligando. La enzima muestra una sola banda
en electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS y peso molecular apa-
rente de 63.000. Taketani y Tokunaga, utilizando cromatograffa por Blue
Sepharose CL-6B, purificaron ferroquelatasa de hfgado bovino (155) y de hf-
gado de rata (170). Obtuvieron protefnas de peso molecular 240.000 y 42.000
para la enzima de hfgado de rata en sus formas nativa y desnaturalizada,
respectivamente, y de 200.000 y 40.000 en similares condiciones para la de
hfgado bovino. Estos resultados sugerirfan que la ferroquelatasa existirfa
como un oligémero de 5 6 6 subunidades. Recientemente, Hanson y Dailey
(164) obtuvieron ferroquelatasa de eritrocitos de pollo purificada 200 ve-
ces y con un peso molecular aparente de 42.000.

Como en muchas otras enzimas que se encuentran estrechamente uni-
das a membrana, los lfpidos juegan un papel importante en la actividad de
ferroquelatasa. Mazanovska y col.(171) encontraron que la remocidén de los
1ifpidos, con acetona u otros solventes orgdnicos, de cromatéforos de R. sp-
heroides y de mitocondrias de hfgado de cerdo, causaba una marcada reduc-
cidn en la actividad de ferroquelatasa, la que podia ser restaurada por a-
gregado de distintos 1ipidos. Posteriormente, Simpson y Poulson (172) tra-
bajando con preparaciones de ferroquelatasa de higado de rata libres de 1f-
pidos, demostraron que la adicién de &cidos grasos o fosfolfpidos, restau-
raba la actividad enzimdtica. Un efecto activador de los Ifpidos también
fue encontrado en fracciones purificadas de higado de rata (170), bovino
(173) y eritrocitos de pollo (164), aunque la activacién obtenida por estos
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autores varfa en su magnitud y efectividad de los 1fpidos utilizados. Tam-
bién ha sido informado que la presencia de 4cidos grasos incrementa la for-
macién de hemo no enzimdtico (174).

Llambfas (154) y Porra y Jones (163) demostraron que la ferroque-
latasa de higado de cerdo era completamente inactiva en condiciones aerdbi-
cas y sugirieron que esto era debido a la oxidacién del i6n Fel* a Fe3t que
no es sustrato de la enzima. Resultados similares sobre el efecto inhibito-
rio del oxfgeno sobre la actividad de ferroquelatasa, fueron obtenidos por
otros autores, sugiriéndose otras tantas hipStesis: inactivacién de la en-
zima por oxidacidén de grupos tioles esenciales para la actividad (175) o
inhibicién indirecta a través de la produccién de un peréxido, el cual oxi-
darfa una fraccién lipfdica necesaria para mantener la actividad enzimdtica
(171).

Los espectros de absorcidn visible y ultravioleta de ferroquelata-
sa purificada (158, 170) no muestran evidencias de la presencia de grupos
prostéticos cromoféricos, 1o que revela que no hay requerimientos de cofac-
tores de este tipo. Sin embargo Labbe y Nielsen (176) sugirieron que el
fosfato de pirodoxal aumentaria la actividad de ferroquelatasa en ratones
mantenidos con una dieta deficiente en piridoxina, aunque estos resultados
no pudieron ser confirmados por otros autores.

Numerosos estudios sobre la especificidad de la ferroquelatasa por
sus sustratos demuestran que esta enzima puede utilizar otros compuestos de
los fisioldgicos. Deuteroporfirina, mesoporfirina, hematoporfirina y
2,4--diacetildeuteroporfirina son mejores sustratos que la protoporfirina
IX (155, 177). E1 mejor sustrato para la ferroquelatasa es una porfirina en
la cual no hay sustituyentes en los anillos A y B (178). La esterificacidn
o sustitucidn de las cadenas laterales de &cido propidénico en los anillos C
y D de la protoporfirina IX da compuestos que no son sustratos, indicando
que estos sustituyentes pueden ser muy importantes para la formacidn del
complejo enzima-sustrato (178).

Otros metales divalentes ademds del Fe(II) pueden ser incorporados
enzimdticamente a protoporfirina IX, como el Zn(II)(167) y el Co(II)(168,
179). Si la incorporacidén de estos metales es catalizada por la misma pro-
tefna enzimgtica o por otras, es un problema que resta aun por resolver.
Por otra parte, metales divalentes tales como Cu, Mn, Pb y Hg inhiben mar-
cadamente la actividad de ferroquelatasa (170).

Labbe y Hubard en 1960 (175), sugirieron que la ferrogquelatasa
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contiene grupos SH que son esenciales para la actividad de la enzima. Estos
resultados fueron confirmados posteriormente por otros autores, utilizando
reactivos de grupos SH como: PCMB, arsenito de sodio, iodoacetamida entre
otros (170, 180). Recientemente Dailey (181) demostré que el i6n Fe2* y no
la porfirina puede proteger a la ferroquelatasa de la inhibicidn por N-e-
tilmaleimida, postulando un modelo en el cual el hierro se unirfa al sitio
activo de la enzima a través de 2 grupos SH vecinales. Dailey y col. traba-
jando con ferroquelatasa purificada de R.spheroides (182) y de hfgado bovi-
no (182a), sugirieron que residuos arginilos del sitio activo de la enzima
podrfan estar involucrados en la unién de la porfirina, probablemente vfa
interacciones entre dichos residuos y la cadena lateral propionato de 1la
porfirina. En un trabajo posterior, Dailey (183) realizé un estudio por a-
nisotropia de fluorescencia del sitio activo de la ferroquelatasa bovina,
describiéndolo como un "bolsillo" de caracter hidrofébico que engloba al
macrociclo porfirfnico por todos sus laterales excepto uno.

Dailey y Fleming (173) propusieron un mecanismo de reaccién para
la catdlisis de la formacién de hemo por la ferroquelatasa. Estos autores
postularon un modelo cinético secuencial BiBi, en el cual el hierro se une
al sitio activo de la enzima antes que la porfirina, siendo el hemo el pri-
mer producto liberado, precediendo a la liberacién de los 2 protones
(fig.8).

F¢+2 PP Heme eH
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Figura 8: Mecanismo de reaccién propuesto para la ferroquelatasa de hfgado
bovino.

La localizacién submitocondrial de la ferroquelatasa fue estudiada
extensamente por Harbin y Dailey (184) con la utilizacién de reactivos SH
impermeables a membranas, como el 4cido 4-4'-dimaleimidilestilbeno-2,2'-di-



27

sulfénico. Concluyeron que la ferroquelatasa estarfa inclufda en la membra-
na interna de la mitocondria, con porciones de la protefna expuestas a am-
bos lados de la membrana, pero con el sitio activo orientado hacia el lado
de Ta matriz mitocondrial. Esto significarfa que la primera enzima del ca-
mino metab6lico del hemo y principal paso de regulacién, ALA-S, y la dlti-
ma, ferroquelatasa, estarfan orientadas hacia la matriz mitocondrial. Este
hecho ha sugerido que la orientacién de la ferroquelatasa tendrfa un papel
regulatorio en la célula (185).

Es importante sefialar ademds, el hecho que las 3 Gltimas enzimas
en la formacién del hemo, coproporfirindgeno oxidasa, protoporfirindgeno
oxidasa y ferroquelatasa se encuentran, aunque con distintas orientaciones,
en la membrana interna de la mitocondria. Esto indicarfa que estas 3 enzi-
mas, no catalizan su respectiva reaccién de una manera totalmente indepen-
diente una de otra, sino que actuarfan como un complejo estable en la mem-
brana. Debido a que los sustratos para esas enzimas son relativamente gran-
des, altamente reactivos y de caracterfisticas no polares, la existencia de
tal complejo serfa una manera eficiente de procesar tales compuestos, per-
mitiendo que el producto de una enzima sea tomado inmediatamente como sus-
trato por la siguiente, sin abandonar en ningdn momento el entorno de la

membrana.

BIODEGRADACION DEL HEMO

La secuencia catabdlica de la degradacién del hemo comienza con la
ruptura del macrociclo tetrapirrélico. E1 ataque oxidativo se produce en
los puentes C que unen los cuatro anillos pirrélicos, resultando en la for-
macidn de tetrapirroles lineales conocidos como biliverdinas.

Esta reaccién, catalizada por el sistema microsomal hemo oxigenasa
[hemo:NADPH:oxfgeno oxidoreductasa EC 1.14.99.3], es especifica, principal-
mente, para la posicién alfa del aniilo, produciéndose la abertura del ci-
clo entre los anillos A y B, para producir la biliverdina IX alfa (186). La
posible secuencia de la degradacién del hemo se esquematiza en la figura 9.

E1 sistema hemo oxigenasa microsomal consiste en la enzima hemo
oxigenasa y la NADPH-citocromo P-450 reductasa, requiriendo NADPH y oxfTgeno
molecular.
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Figura 9: Probable secuencia de la degradacidn del hemo catalizada por el
sistema de la hemo oxigenasa.
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La hemo oxigenasa purificada de higado de rata y de cerdo tiene un
peso molecular de 32.000 y une el hemo para formar un complejo 1l:1 el cual
exhibe propiedades similares a la hemoglobina y la mioglobina. La degrada-
cidén del hemo procede, esencialmente, como una serie de oxidaciones autoca-
talfticas del hemo, el cual estd unido a la enzima. Kikuchi y Yoshida (187)
han postulado un posible mecanismo de reaccién (figura 10).

La hemo oxigenasa puede ser inducida por hemo en varios tejidos,
como el hfgado, rifién y macréfagos, posiblemente en una induccidén mediada
por sustrato. Especialmente en higado fue demostrado que la hemo oxigenasa
puede ser inducida por diversas sustancias no hémicas tales como epinefrina
e insulina (188), endotoxinas (189), bencenos halogenados (190), ciertos
iones metdlicos (191) y agentes inductores de interferones. La induccién
por epinefrina, insulina y endotoxinas estarfa mediada por hemo, mientras
que en los casos restantes serfa causada por algin mecanismo desconocido no
relacionado con el hemo (187). Experimentos de traduccidn in vitro permi-
tieron observar que los polisomas libres son el sitio principal de sintesis
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de hemo oxigenasa, sugiriendo ademds que la induccién de la enzima estarfa
mediada por un aumento en la sfntesis de mRNA (192).
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Breslow y col.(193) han demostrado que la Sn-protoporfirina es un
potente inhibidor competitivo de 1a hemo oxigenasa, constituyendo un poten-
cial agente farmacoldgico para el tratamiento de la hiperbilirubinemia neo-
natal.

Recientemente, Shibahara y col.(194) han clonado el cDNA de 1a he-
mo oxigenasa de pdncreas de rata y obtenido la secuencia nucleotidica y la
estructura primaria de la protefna. La estructura primaria es de 289 ami-
nodcidos, con un segmento hidrofébico en el extremo carboxilo que podrfia
ser importante para la insercién de la enzima en el retficulo endopldsmico.
Sugieren, también que el efecto inductor del hemo actuarfa a nivel trans-
cripcional.

En la mayorfa de los invertebrados, el producto inicial de la de-
gradacién del hemo, la biliverdina, es excretada sin mds transformaciones.
Sin embargo, en los mamiferos este compuesto es transformado en bilirubina,
una sustancia insoluble y altamente téxica, por una reaccién reductiva, ca-
talizada por la biliverdina reductasa [bilirubina NAD(P)* oxidoreductasa EC
1.3.1.24], que requiere NADPH. Esta enzima de peso molecular 70.000 no con-
tiene flavina, hemo o metales y no es inhibible por reactivos sulfhidri-
licos (94).

Como consecuencia de la formacidén de este compuesto insoluble y
téxico, el organismo produce la conjugacidén de la bilirubina con dcido glu-
curénico para formar un compuesto mds soluble y que puede ser excretado mds
fdcilmente (195).
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CAPITULO 2: CITOCROMO P-450

Las monooxigenasas dependientes de citocromo P-450 desempeiian un
papel de suma importancia en el metabolismo de un gran ndmero de compues-
tos. Ademds de su funcidn en la biosintesis y metabolismo de sustancias en-
dégenas tales como esteroides, 1ipidos, &cidos grasos y prostaglandinas,
este sistema de transporte electrdénico microsomal, puede convertir mediante
reacciones oxidativas, sustancias téxicas, tales como drogas, mutdgenos y
carcindgenos, en productos detoxificados, de caracterfsticas hidrofflicas,
inocuas para el organismo y fdcilmente eliminables.

Dependiendo de sus estructuras, estos xenobidticos pueden ser bio-
transformados por el citocromo P-450 via N-, 0-, S-dealquilacidén, hidroxi-
lacién aromdtica y alifdtica, deaminacién, epoxidacidén y otras reacciones
(196, 197).

La intervencién de estas monooxigenasas conduce a la proteccidn
del organismo de agentes téxicos extrafios. Sin embargo, es sabido que la
transformacién metab6lica, mediada por citocromo P-450, de ciertos compues-
tos inocuos, puede dar origen a intermediarios bioactivados que se unen
irreversiblemente a macromoléculas celulares, iniciando el desarrollo de
lesiones téxicas o tumorigenas (198).

Estructura del citocromo P-450

E1 modelo del sitio activo ha sido de utilidad para describir el
comportamiento del citocromo P-450. En el sitio activo se encuentra la Fe-
protoporfirina IX, ubicada en una "hendidura o depresidén" relativamente a-
bierta y de caracterfsticas hidrofébicas, en la superficie de la apoprotefi-
na (196).

E1 hemo estd unido por una combinacién de fuerzas hidrofébicas,
atracciones electrostdticas y una o dos uniones covalentes coordinadas al
ign metdlico central. El1 hierro se encuentra en un estado de coordinacién
seis, cuatro de cuyas uniones son para 1os N de la estructura porfirfnica y
una quinta se une con el S de un resto cisteina de la cadena polipeptidica.
La sexta unidén de coordinacién del Fe estd ocupada por un ligando fdcilmen-

te intercambiable que puede ser Hpp en el estado nativo, libre de sustra-



to, del citocromo P-450. Cuando el Fe se reduce, esta sexta posicidn es el
sitio de unién del oxfgeno y también de otros ligandos diatémicos como el
CO, cianuro y 6xido de nitroso. Los sustratos hidrofébicos se unen a la su-
perficie de la proteina y/o del hemo a través de la sexta posicién de coor-
dinacién (199, 200).

Localizacidn y especificidad de sustrato

La presencia de citocromo P-450 ha sido demostrada en mamfiferos
(201, 202), aves (203), bacterias (204) y plantas superiores (205). En los
mamiferos ha sido encontrado en casi todos los tejidos, con especial abun-
dancia en hfgado, rifién y corteza adrenal. La fraccidén microsomal, obtenida
a partir del reticulo endopldsmico, es el locus primario para las flavopro-
tefnas y hemoprotefnas que constituyen el sistema de transporte electrdnico
microsomal, del cual el citocromo P-450 forma parte (206).

Salvo en casos muy especiales, como el de la Pseudomonas putida,
en la cual el citocromo P-450 es altamente especifico para la hidroxilacidn
del camfor (204), en la gran mayorfa de los organismos la especificidad de
sustrato es muy amplia. En los distintos tejidos de mamfiferos, el sistema
de citocromo P-450 produce la biotransformacién de una gran variedad de
com-puestos no relacionados estructuralmente, con la dnica salvedad de las
adre-nales que sélo metabolizan esteroides (197).

Mecanismo de accign

E1 citocromo P-450 cataliza reacciones oxidativas con una este-
quiometrfa propia de una enzima oxidasa de funcidn mixta:

R + NAD(P)H + H* + 09 ----- RO + Hp0 + NAD(P)*

Guengerich y McDonald (207) clasificaron estas reacciones en seis
categorfas: a) hidroxilacidén, es la formacién de un alcohol en una posicién
metilo, metileno o metino; b) liberacién heteroatémica, corresponde al cli-
vaje oxidativo de una porcién heteroatémica de la molécula; c) oxigenacidén
heteroatdmica, es la transformacidn de un sustrato que contiene un heterod-



32

tomo en su correspondiente heterodtomo oxidado; d) epoxidacién, es la for-
macién de derivados oxiranos de olefinas y compuestos aromdticos; e) trans-
ferencia de grupos oxidativos, involucra una transferencia C 1,2 de un gru-
po con la incorporacién de un carbonilo en el C-1; f) destruccidén olefini-
ca, corresponde a la inactivacién del hemo del citocromo por un intermedia-
rio o producto enzimdtico.

E1 ciclo catalftico propuesto tiene 2 puntos centrales que no han
sido aun completamente aclarados: el mecanismo de activacién del oxfgeno y
el mecanismo de transferencia del oxfgeno del complejo enzimitico al sus-
trato (207). En la figura 11 se representan los pasos mds importantes del
mecanismo aceptado en la actualidad (208).
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Figura 11: Ciclo catalftico propuesto para la reduccién y oxidacién del
citocromo P-450.

La unidén del sustrato a la enzima en estado férrico es rdpida y
estequiométrica. E1 complejo enzima-sustrato acepta un electrén mediante la
flavoproteina NAD(P)H-citocromo P-450 reductasa (209), que contiene un FMN
y un FAD, que dona el electrén del complejo FMNH,/FADH' (210). E1 complejo
sustrato-enzima en estado ferroso, une oxfgeno molecular rédpidamente para
formar un complejo oxigenado. En este momento y sin la adicién de otro
electrén, el complejo puede decaer con la liberacién de anién superéxido o,
por dismutacidén, dar productos oxidados (211). Alternativamente, el comple-
jo oxidado acepta un segundo electrén de la flavoproteina, o posiblemente

del citocromo bs  generando un complejo hierro-oxfgeno activado (212). Va-
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rios investigadores sugieren que este complejo es un perferril-oxigeno del
tipo (Fe=0)3* (200, 213). E1 oxfgeno es luego transferido al sustrato. Lue-
go el producto oxigenado es disociado y el citocromo P-450 queda en su es-
tado fé-rrico original. Las etapas de adicién del primer y sequndo electrén
y la etapa de transferencia del oxfgeno al sustrato serfan, aparentemente,
las limitantes de la velocidad de reaccién bajo diferentes condiciones
(196).

Diversos autores han observado que los fosfolipidos estimulan 1la
velocidad de metabolizacién del citocromo P-450 (214). Si bien la naturale-
za de este efecto estd sujeto a muchas especulaciones, es muy probable que
el principal efecto de los fosfolfpidos sea facilitar la formacién del com-
plejo citocromo P-450/NAD(P)H-citocromo-P-450 reductasa (215).

Induccidn del citocromo P-450

Desde hace muchos afios fue evidente que la actividad del sistema
enzimdtico responsable del metabolismo de drogas, especialmente el citocro-
mo P-450, podrfa ser rdpidamente alterado y que existian profundas diferen-
cias en la capacidad de diferentes especies para metabolizar el mismo com-
puesto.

Conney y Miller (216, 217) demostraron que la administracidén de
3-metilcolantreno o fenobarbital a animales producia un importante incre-
mento en la actividad de la fraccién microsomal hepdtica para catalizar, in
vitro, la oxidacidén de una droga como el hexobarbital. Estos estudios tam-
bién demostraron que la capacidad de induccidn de la actividad de este sis-
tema metabolizante de drogas, no estaba restringida a una de ellas, sino
que la posefan una gran cantidad de compuestos no relacionados estructural-
mente. Remmer y Merker (218) encontraron un rdpido aumento en la cantidad
de retfculo endopldsmico liso luego de la administracidén de fenobarbital a
animales, paralelamente al incremento en actividad de los microsomas aisla-
dos. Al mismo tiempo, Cooper y col.(219), demostraron que el citocromo
P-450 era la enzima clave para la oxidacién de muchas drogas y esteroides.

En 1972, Dehlinger y Schimke (220) demostraron que, el fenémeno
primario responsable de la induccién del citocromo P-450, era el aumento en
la velocidad de sfntesis antes que una disminucién en la degradacién. M4s
tarde, Jacob y col.(221) sugirieron que la induccién por fenobarbital re-
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querfa la sintesis de novo de mRNA.

Usando microsomas de hfgado de animales tratados con diferentes a-
gentes inductores, se sospeché que habfa mds de una enzima responsable del
metabolismo oxidativo de diferentes drogas y que debfa ocurrir una induc-
cidén selectiva de algunas de ellas. Hoy se sabe que el citocromo P-450 re-
presenta, en realidad, una familia de isoenzimas. Varios laboratorios han
aislado y purificado miltiples formas de citocromo P-450 de higado de ra-
tas, conejos, ratones, pollos, etc. (222-224). Recientemente, Waxman (225),
inform§ sobre el aislamiento de 12 isoenzimas de citocromo P-450 de hfgado
de rata, diferentes entre si en sus caracterfsticas bioquimicas, inmunoqu-
micas y regqulatorias.

Los pesos moleculares de varias formas de citocromo P-450 fueron
determinados por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS, arrojando valores entre 47.000 y 60.000. E1 mdximo de absorcién del
complejo con CO reducido de estas isoenzimas se encuentra entre 447 y 452
nm. Ademds de estas diferencias en sus propiedades ffisicas, estas isoenzi-
mas presentan diferentes especificidades con respecto a sus sustratos, aun-
que algunas son superpuestas (226).

Con la obtencidn de anticuerpos especificos para una determinada
isoenzima, fue posible confirmar el aumento de citocromo P-450 inmunopreci-
pitable, dentro de las 12 horas que siguen a la administracién de fenobar-
bital (227). Los mismos autores demostraron la inhibicién de la incorpora-
cién de aminodcidos radioactivos en citocromo P-450 con actinomicina DO,
concluyendo que la induccién por fenobarbital era mediada por un aumento en
la sintesis de mRNA. Resultados similares fueron obtenidos en otros labora-
torios tratando ratas y conejos con 3-metilcolantreno o beta-naftoflavona
(228, 229).

Estudios de traduccién in vitro, mostraron que el peso molecular
del citocromo P-450 sintetizado de novo por induccién con fenobarbital, era
idéntico al purificado de hfgado de rata (230). Esto significa que no exis-
tirfa procesamiento proteolftico de un precursor de mayor peso molecular
antes de su insercién en el retfculo endopldsmico. Técnicas de hibridiza-
cién con cDNA especificos para citocromo P-450 inducido por fenobarbital y
3-metilcolantreno, demostraron, concluyentemente, que dicha induccidn es a
nivel transcripcional por aumento de sintesis del mRNA correspondiente
(231, 232).

Fujii-Kuriyama y col.(233) determinaron por primera vez la secuen-
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cia de aminodcidos del citocromo P-450 inducido por fenobarbital, a partir
de la secuenciacidn nucleotfdica de clones de DNA complementario. Dicho ci-
tocromo contiene 491 aminodcidos con un peso molecular de 55.900. La falta
de completa identidad en la secuencia primaria entre dos formas de citocro-
mo inducidos por fenobarbital, a pesar de ser inmunoidénticos, fue demos-
trada por Yuan y col.(234). Concluyeron que la microheterogeneidad de estas
isoenzimas resulta, no de una modificacidén postranscripcional de una pro-
tefna precursora, sino que es producto de la expresidn de genes diferentes.
Atchison y Adesnik (235) determinaron que hay al menos seis genes, en el
genoma de la rata, que codifican para citocromo P-450 inducible por feno-
barbital y que, uno de ellos, tiene 12.000 pares de bases y contiene al me-
nos 7 exones.

Los sucesos que conducen a un incremento de la transcripcién de
mRNA del citocromo P-450, luego de la administracién de un xenobiético, son
desconocidos. Nebert y col.(236) han desarrollado la hipétesis del "locus
Ah" para explicar los mecanismos de induccién del citocromo P-450 por
3-metilcolantreno y 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) en hfgado de
ratones. Este "locus Ah" es un rasgo hereditario dominante autosémico. Los
autores sugieren que el sistema Ah comprende genes regulatorios, estructu-
rales y temporales. Un receptor citosdlico, producto del gen regulatorio,
une el TCDD y el complejo formado interaccionarfa con el DNA para aumentar
la transcripcién del mRNA del citocromo P-450 (237).

Con respecto al mecanismo por el cual el citocromo P-450 sinteti-
zado se inserta en el retfculo endopldsmico, se han realizado numerosos es-
tudios. Ya ha sido demostrado que el lugar de sfintesis del citocromo P-450
son los polisomas unidos a membrana (238). Hay cada vez mds evidencias que
indican que el citocromo P-450 sintetizado es directamente insertado, sin
ser procesado, en la membrana del retfculo endopldsmico (239, 240). Se pos-
tula que, ademds de la secuencia aminoterminal hidrofébica que debe servir
como sefial para la insercién cotraduccional del citocromo en la membrana,
el polipéptido contendrfa, una sefial de detencidn de la transferencia (halt
transfer signal), la cual interrumpe esa transferencia y deja una porcién
del citocromo expuesta en 1la superficie citoplasmdtica de la membrana
(241).
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Induccidn por drogas porfirinogénicas

Existe un grupo de drogas de caracterfsticas lipofilicas y no re-
lacionadas estructuralmente, que estimulan la formacién hepdtica de porfi-
rinas en hfgado de animales y en cultivo de hepatocitos. En ambos sistemas,
estas drogas porfirinogénicas causan un aumento de la actividad de la enzi-
ma ALA-S, la enzima limitante de la velocidad de la sfntesis del hemo
(242). En este punto se tratard lo relacionado con el efecto de este tipo
de drogas sobre el sistema de citocromo P-450. Las consecuencias de estos
efectos sobre el camino metab§lico del hemo, se verdn en el capftulo de re-
gulacién.

E1 fenobarbital es una de estas drogas. El1 efecto sobre el cito-
cromo P-450 ha sido ya ampliamente tratado en este mismo capitulo. Este
bar-bittdrico produce un importante incremento en el citocromo P-450, causa-
do por induccidn de la sintesis de novo de la protefna, debido a un aumento
del mRNA correspondiente (232). E1 fenobarbital induce un grupo de isoenzi-
mas que son distintas de las inducidas por el 3-metilcolantreno (243). Sa-
kai y col.(244) han aislado, de microsomas de hfgado de ratas tratadas con
fenobarbital, 3 isoenzimas inmunoidénticas, pero con pesos moleculares,
puntos isoeléctricos y especificidad de sustrato distintos. Schultz vy
col.(245) han aislado una nueva familia de citocromo P-450 inducida por
glucocorticoides, estructural y funcionalmente distintas a las inducidas
por 3-metilcolantreno o fenobarbital.

Alilisopropilacetamida es un compuesto que tiene efectos opuestos
sobre el citocromo P-450. Esta droga causa una rdpida disminucidn del con-
tenido de citocromo P-450, con una posterior induccidén del mismo (246,247).

Diversos autores han demostrado que la disminucidn del citocromo
P-450 por AIA se debe a la formacidn de un aducto con el hemo y la poste-
rior degradacidn de éste, que conduce a la formacidén de unos pigmentos ver-
des (248). Estos pigmentos verdes provendrian de la alquilacién del hemo,
grupo prostético del citocromo P-450, obteniéndose N-alquilporfirinas. Como
efecto tardfo el AIA produce la induccidén del citocromo P-450. Rifkind y
col.(247) observaron que luego de 16 horas de la administracién de AIA a
embriones de pollo, se estimulaba el metabolismo, a través del citocromo
P-450, de todos los sustratos utilizados; mientras que si se medfa luego de
sdlo una hora de la administracién de AIA, este metabolismo estaba inhibi-
do. E1 AIA promueve una sfntesis de novo del apocitocromo P-450 (249). Esta



induccién es a nivel transcripcional, dado que se demostrdé que su adminis-
tracién in ovo incrementaba 3 6 4 veces el nivel de mRNA del citocromo
P-450 (250).

Otra droga de similares caracterfsticas es el DDC, potente agente
porfirinogénico en embriones de pollo y que provoca un incremento en la
sintesis de citocromo P-450.

Recientemente, Brooker y col.(252), utilizando criterios inmunolé-
gicos y pruebas de hibridizacién, demostraron que el fenobarbital, AIA y
ODC inducen el mismo mRNA del citocromo P-450, debido a la expresidén aumen-
tada del mismo gen. Ademds comprobaron que otras drogas, conocidas como in-
ductoras de citocromo P-450, como 3-metilcolantreno, beta-naftoflavona o
pregnenolona-l6-alfa-carbonitrilo, no incrementaban el nivel de mRNA indu-
cido por AIA, sino que, por el contrario, reducfan su nivel a valores infe-
riores a los de controles no tratados. Estas observaciones podrfan ser de
gran importancia para la comprensién del mecanismo por el cual las drogas
porfirinogénicas provocan los ataques de porfiria hepdtica aguda.
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CAPITULO 3: REGULACION E INDUCCION DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO

La biosintesis del hemo es un camino metabélico esencial para los
organismos aerébicos, por lo tanto, un bloqueo completo de su formacién re-
presentarfa, para estos, una lesién letal. La informacién recogida durante
los dltimos afios indica que, el camino de la biosintesis del hemo estd re-
gulado y modulado eficientemente de modo de proveer la cantidad de hemo re-
querida para la sfntesis de varias hemoprotefinas.

La organizacién subcelular y las miltiples etapas catalizadas en-
zimiticamente en la sintesis del hemo ofrecen numerosos puntos posibles pa-
ra un control regulatorio.

Estos sitios potenciales de regulacién serfan, entre otros, los
siguientes: a) cantidad y actividad de las enzimas involucradas en el cami-
no metabélico; b) disponibilidad de los precursores e intermediarios; c)
interrelacidén estructural de las enzimas del camino biosintético; d) pérdi-
da de intermediarios por transferencia fuera de la célula o a través de ca-
minos metabdlicos alternativos.

De todos ellos es el primero, sin dudas, el mds importante en la
regulacién de la biosintesis del hemo siendo, también, el de mayor relevan-
cia en la patogénesis de este camino metabdlico.

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE ALA-SINTETASA

E1 control regulatorio primario en la biosintesis del hemo hepdti-
co es ejercido sobre la enzima ALA-S (28, 253). Este punto de control meta-
bélico es 18gico, no sélo por razones termodindmicas, sino porque esta en-
zima es la primera del camino biosintético y sus sustratos, glicina y suc-
¢inil CoA, se encuentran en abundancia. Por otro lado, la actividad de ALA-
S in vivo, es la mds baja de todas Tlas actividades de las enzimas de la
biosfntesis del hemo, constituyendo la formacién de ALA, la etapa limitante
de la velocidad de sintesis de este camino metabélico (254). Otra caracte-
ristica importante de esta enzima es su rdpida inducibilidad (94).

La actividad de ALA-S hepdtica estd sujeta a un control de retroa-
limentacién ("feedback") negativa ejercido por el producto final: el hemo.
Este hecho fue descripto inicialmente en bacterias (84) y luego confirmado
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en organismos superiores (254). Varios investigadores han desarrollado la
hip6tesis sobre la existencia de un pool regulatorio de hemo, el que serfa
responsable del control de retroalimentacién negativa sobre ALA-S (255,
256).

Hay, al menos, tres sitios posibles donde el hemo ejercerfa el
control regulatorio de su propia biosfntesis: a) inhibicién de la actividad
de ALA-S; b) represién de la sintesis de ALA-S a nivel transcripcional o
traduccional; c) inhibicién de la transferencia de ALA-S citosélica a mito-
condrias.

-Inhibicidn de la actividad de ALA-S por hemo

La inhibicién de la actividad de ALA-S por hemo fue observada sélo
en preparaciones de enzima parcialmente purificadas y con concentraciones
de hemo entre 10-4 y 10-° M, siendo estas muy superiores respecto de las

concentraciones suficientes para reprimir la sfntesis de la enzima, que son
entre 10-8 y 10-7 M (24, 31, 46).

Sin embargo, es posible que, debido a la yuxtaposicién de la pri-
mera y la Gltima enzimas de la biosintesis del hemo en la mitocondria, con-
centraciones locales de hemo enddégeno puedan ser suficientemente elevadas
para ejercer un efecto inhibitorio sobre ALA-S. Wolfson y col.(257) exami-
naron esta posibilidad midiendo la actividad de ALA-S en mitocondrias in-
tactas, aisladas de hfgado de rata, mientras, simultdneamente, era generado
hemo, vfa ferroquelatasa, a diferentes velocidades. Con niveles de genera-
cién de hemo hasta 75 veces superiores a 10S que ocurren in vivo, no se ob-
servé inhibicién de ALA-S, indicando que, este mecanismo de inhibicién por
producto, no es importante, fisioldgicamente, en la regulacidén de la bio-
sfntesis del hemo hepdtico.

Recientemente, Pirola y col.(258), trabajando en mitocondrias de
hfgado de embrién de pollo, concluyeron, en forma similar, que el hemo no
actda, in vivo, como inhibidor de la actividad de ALA-S.

-Represidn de la sintesis de ALA-S
En 1966 Granick (28), realizando estudios en suspensiones de célu-

las hepdticas de embriones de pollo, demostré que la induccién de ALA-S por
diversas sustancias requiere la sfntesis de novo de la protefna enzimdtica.
Dicha induccién era impedida por mitomicina C y actinomicina D, inhibido-
res de la transcripcidén, y por puromicina, inhibidor de la traduccidn. A la
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vista de sus resultados, propuso un mecanismo general para la regulacidn e
induccién de ALA-S, basado en el mecanismo de represidn propuesto por Jacob
y Monod (259). En el modelo de Granick, el hemo, producto final de la se-
cuencia metabdlica, se une a una protefna, el aporepresor, para formar una
molécula de represor. Este actia sobre el gen operador y bloquea la trans-
cripcién del gen estructural, impidiendo la formacién del mRNAALA-S y_ por
consiguiente, bloqueando la sfntesis de novo de ALA-S.

Un inductor quimico de ALA-S serfa aquella sustancia con capacidad
para competir con el hemo por un sitio en el aporepresor, impidiendo la
formacién del represor completo. Asf se liberarfa la sfntesis de ALA-S. Va-
rios investigadores confirmaron el efecto represor del hemo sobre ALA-S,
pero aun no estd aclarado el mecanismo preciso por el cual ocurre.

E1 control de la sfintesis de ALA-S a nivel traduccional fue suge-
rido, en primer lugar, a través de estudios cinéticos realizados sobre el
descenso de la actividad de ALA-S en células de higado de embriones de po-
110, luego de la adicién de hemo o inhibidores de sfntesis de protefnas
(260, 261). Posteriormente, los estudios fueron extendidos a sistemas de
mamfferos obteniéndose evidencias de la existencia del control por hemo a
nivel traduccional (262). Mds recientemente, Yamamoto y col.(263) demostra-
ron que la traduccién de mRNAALA-S en un lisado de reticulocitos de conejo,
era inhibida especificamente por el agregado de hemina. Sus estudios sugie-
ren que el hemo inhibe en la etapa de elongacién, interactuando con las ca-
denas del péptido naciente del ALA-S en los polisomas. Por otra parte Ades
(264) demostré que el hemo bloquea la maduracidén del precursor de ALA-S in-
ducido por AIA en hepatocitos de embriones de pollo.

Paralelamente a estos estudios, otros investigadores han sugerido
que el hemo actuarfa inhibiendo la transcripcién e impidiendo la obtenciép
del mRNA correspondiente a ALA-S. A esta conclusidn arribé Whiting (38) a
través de estudios con polisomas aislados de hfgado de embriones de pollo.
Del mismo modo, Srivastava y col.(265), en cultivo de células de embriones
de pollo, sugirieron que el efecto represor primario de la hemina es a ni-
vel transcripcional. Posteriormente, Yamamoto y col.(266), observaron que
el hemo inhibfa la sintesis de novo de mRNA de ALA-S, en hfgado de ratas
tratadas con AIA.

De acuerdo a estos resultados surge que el efecto represor de hemo
sobre la enzima ALA-S es ejercido sobre ambos niveles: transcripcién y tra-
duccién.
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-Inhibicién de la transferencia citosol-mitocondria

Como ya fue mencionado anteriormente, la ALA-S es una enzima mito-
condrial, pero su sfntesis se realiza en poliribosomas citosdlicos. Hayashi
y co1.(34) demostraron que ratas tratadas con AIA acumulan una considerable
cantidad de ALA-S, no sélo en mitocondrias, sino también en citosol. Fue
demostrado posteriormente que la ALA-S que aparece en la fraccidn citoséli-
ca, es un precursor de la enzima mitocondrial que es procesado postraduc-
cionalmente (48). En un trabajo posterior, Hayashi y col.(267) demostraron
que cuando se inyecta hemina a ratas tratadas con AIA, el nivel de ALA-S en
citosol se incrementaba significativamente, mientras que decrecia el nivel
de la enzima mitocondrial. Estos resultados indicaban que el hemo inhibfa
no s6lo la induccidn, sino la transferencia de ALA-S de citosol a mitocon-
dria, lo que fue posteriormente confirmado por Yamauchi y col.(39). Debido
a que la mitocondria es el sitio fisiolégico de funcionamiento de la enzi-
ma, este serfa otro modo de regular la sfintesis del hemo. Mds recientemen-
te, en el mismo laboratorio, utilizando un sistema experimental in vitro de
higado de pollo, fue demostrado que tanto el transporte a mitocondria, como
el procesamiento del precursor citosdlico de ALA-S, es inhibido por concen-
traciones de hemina tan bajas como 3 uM (268). Casi al mismo tiempo, Sri-
vastava y col.(269) observaron el mismo efecto inhibidor de hemina sobre la
trasferencia de pre-ALA-S en mitocondrias de hfgado de embriones de pollo,
descartando, ademds, que esto se debiera a un efecto téxico general de la
hemina sobre la importacién de protefnas a mitocondrias.

La transferencia postraduccional, ya sea in vivo o in vitro, de la
mayoria de las protefnas mitocondriales, dependen del estado energético de
la mitocondria, requiriendo la existencia de un gradiente electroquimico
sobre la membrana interna de dicha organela. Este potencial es disipado, y
la transferencia inhibida, por desacoplantes, iondforos o inhibidores del
transporte electrdénico (270, 271). Una posibilidad para explicar el efecto
inhibitorio sobre la transferencia citosol-mitocondria, residirfa en que el
hemo interactuara especificamente con el precursor de la enzima, interfi-
riendo de este modo, con &1 o los componentes del sistema de transporte a
mitocondria (268).

POOL DE HEMO REGULADOR
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En vista de la regulacién "feedback" de ALA-S por hemo, Granick y
col.(256) postularon la existencia de un pool de hemo intracelular, especf-
ficamente involucrado en el control de ALA-S. De acuerdo a esta hipétesis,
las sustancias inductoras de ALA-S serfan aquellas capaces de disminuir el
tamafio o alterar la cinética de este pool de hemo regulatorio. Su concen-
tracién y mecanismo de accién no estd aun aclarado, aunque presumiblemente
se localice en el citosol, debido a que es la ruta obligada del hemo sinte-
tizado en mitocondrias al sitio de sintesis de ALA-S (272). Este pool regu-
latorio de hemo puede ser reducido de tres maneras: 1) por incremento de la
utilizacién del hemo; 2) por aumento de su degradacién; 3) por inhibicidn
de su sfintesis (61).

-Biosfintesis de hemo y la induccién de citocromo P-450
E1 hemo sintetizado en la célula hepdtica es utilizado para la
sfntesis de diversas hemoprotefnas microsomales, mitocondriales y citosdli-

cas. Dentro de éstas, el citocromo P-450, es la hemoprotefna que requiere
la mayor cantidad del hemo, cerca del 65% del total sintetizado (254). Ade-
mds del hemo, el citocromo P-450 requiere la sfntesis de su apoprotefna.
Actualmente no se sabe si ambos procesos sintéticos estdn o no coordinados.
Este tipo de interdependencia ha sido demostrado en 1la formacidén de otras
hemoprotefnas como hemoglobina (273) y citocromo c (274). Sin embargo, es-
tudios realizados sobre el papel del hemo en la formacién de citocromo
P-450, indican que la sfintesis del hemo no es limitante de la induccién del
citocromo P-450 mediada por drogas (275) y que puede haber acumulacidn del
apocitocromo con inhibicién parcial de la sfntesis de hemo (276). De este
modo, la sintesis de apocitocromo P-450 serfa el evento primario y limitan-
te de la velocidad que controla la induccién de citocromo P-450 mediada por
drogas, y procede independientemente de la sintesis de hemo. Esta formacidn
de apocitocromo provocaria la disminucién del pool de hemo regulatorio y la
consiguiente desrepresién de la sfntesis de ALA-S. Es asf que la induccién
de ALA-S por drogas lipoffilicas como el fenobarbital es una consecuencia de
1a induccién de apocitocromo P-450 (275).

Recientemente, Ravishankar y Padmanaban (277) han encontrado evi-
dencias demostrando que, aunque el hemo y la apoprotefna se renuevan inde-
pendientemente, el grupo prostético protegerfa al apocitocromo de su degra-
dacién. Ademds demostraron que la inhibicién de la sfntesis de hemo bloquea
la transcripcién de los genes de citocromo P-450, sugiriendo que la expre-
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sién de estos genes estd gobernada, al menos, por dos pardmetros (278). Uno
de ellos es el hemo que actuarfa como una molécula regulatoria general de
la sintesis de todos los citocromos P-450; el otro pardmetro es la droga
inductora que regularfia la especificidad del citocromo.

Un mecanismo distinto de induccién ha sido propuesto por Lim y
col.(279). Estos investigadores sefialaron que el sitio primario de la in-
duccidn de ALA-S, es la destruccidén del grupo prostético del citocromo
P-450 mediado por drogas, con la consiguiente disminucién del hemo regula-
dor.

Existe otro grupo de drogas, solubles en 1fpidos, que disminuyen
el pool de hemo regulatorio, no por una mayor utilizacién como 1o hace el
fenobarbital, sino por causar una marcada degradacién, como lo harfan el
AIA y DOC o por inhibicidén de su sintesis en alguna etapa del camino bio-
sintético, tal es el efecto del DDC y griseofulvina. Estos compuestos in-
crementan la actividad de ALA-S, interfiriendo en el control "feedback"
ejercido por el hemo, debido a la reduccidén del mencionado pool regulatorio
(275).

Sinclair y col1.(280) han demostrado la induccién de ALA-S por al-
coholes de 3 a 5 C en cultivos de hepatocitos de embriones de pollo y que,
esta induccién, se correlaciona directamente con la induccién del citocromo
P-450. La hidrofobicidad de estas moléculas aumenta su efectividad, siendo
estos alcoholes, ademds, las moléculas mds simples reportadas como inducto-
ras de ALA-S y citocromo P-450.

-Biosintesis de hemo y triptofano pirrolasa

La triptofano pirrolasa es una enzima citosdlica hepdtica que uti-
liza el hemo como grupo prostético y que cataliza la ruptura oxidativa del
anillo pirrélico del triptofano para producir formilkinurenina, primer paso
en la degradacidén del triptofano.

Badawy y col. han presentado evidencias que sugieren que esta en-
zima es un marcador sensible a los cambios en la concentracidén hepdtica de
hemo, dado que el grado de saturacién de la triptofano pirrolasa varfa con-
siderablemente en diversas condiciones (272): aumenta significativamente
después de una inyeccidn de hemina y decrece después de la administracién
de AIA y DDC (581). Pese a que la triptofano pirrolasa requiere sélo el
1,4% (272) del hemo hepdtico, este grupo de investigadores sugiridé la im-
portancia de esta enzima en la regulacién del metabolismo del hemo. Postu-
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laron también que el grupo prostético del citocromo P-450, no proviene del
pool de hemo regulatorio, lo que minimiza el papel de esta hemoproteina en
la regulacién del hemo (282). Dicho pool regulatorio estarfa estrechamente
asociado a la triptofano pirrolasa.

E1 aumento de ALA-S por drogas inductoras es explicado, de acuerdo
a esta hip6tesis, por la habilidad de estas sustancias para degradar el
grupo prostético hémico de la triptofano pirrolasa, conduciendo a un aumen-
to de la sfntesis de la apoprotefna y la utilizacién del pool de hemo regu-
latorio con la consiguiente liberacién de la sintesis de ALA-S (283, 284).

A partir de los estudios de Wicks sobre la tirosina alfa-cetoglu-
tarato transaminasa de hfgado de rata (285), han sido presentados numerosos
ejemplos de la regulacién de la sintesis de protefnas especificas de euca-
riontes por AMPc. Entre otras, las sfintesis de fosfoenolpiruvato carboxi-
quinasa (286), tirosina aminotransferasa (287), fosfatasa alcalina (288) y
lactato deshidrogenasa-5-isoenzima (289) se ven aumentadas por la adminis-
tracidén de AMPc o su derivado sintético dibutirflico.

A pesar de estos estudios, el mecanismo involucrado en este proce-
so no se ha aclarado todavia. Las observaciones preliminares, realizadas
con la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, la que es inducida por AMPc aun en
presencia de agentes como la actinomicina D, inhibidor de la sfntesis de
RNA, sostuvieron la hipdtesis que el AMPc induce la sintesis de protefnas
especificas por aumento de la traduccién de una cantidad fija de mRNA
(290).

Sin embargo, recientes estudios de la actividad de mRNA, usando
sistemas de traduccién in vitro, han provocado una completa revaluacidn del
papel del AMPc en la sintesis de protefnas. Estos resultados muestran que
las actividades de los mRNA que codifican para fosfoenolpiruvato carboxi-
quinasa y tirosina aminotransferasa, entre otras, son incrementadas por
AMPc en la misma proporcidén en que aumenta la sintesis de estas protefnas
especfficas (287, 291).

Estas observaciones excluyen la posibilidad que la traduccién sea
el sitio primario de la accién del AMPc, sugiriendo por el contrario, que
este nucledtido aumentarfa la actividad del mRNA promoviendo su sintesis o
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procesamiento (286).

También han sido estudiados los efectos del AMPc sobre la enzima
ALA-S, principal punto de regulacién de la biosintesis del hemo. Sin embar-
go, los resultados registrados en la literatura son contradictorios, ya que
varfan desde la ausencia total de efecto hasta acciones activadoras o inhi-
bidoras.

Kim y Kikuchi (292, 293), estudiaron el efecto, in vivo, del AMPc
y del dibutiril AMPc sobre ALA-S de higado de rata inducida por AIA, encon-
trando una disminucién de ALA-S mitocondrial y total por administracidn de
estos nucleétidos cfclicos. Estos autores sugirieron que el AMPc ejercerfa
sus efectos no solo inhibiendo la sintesis de novo de ALA-S, sino también,
impidiendo la transferencia de la forma citosdlica a mitocondrias, ya sea
por inhibicidén del transporte o de la maduracidén. De este modo, niveles in-
trahepdticos de AMPc podrfan regular la sfntesis de hemo de un modo similar
a éste (294).

Bonkowsky y col1.(295) en hfgado de rata, al igual que Sassa y Kap-
pas (296) en cultivos de hepatocitos de embriones de pollo, no pudieron en-
contrar ningin efecto del AMPc sobre ALA-S.

Trabajando con suspensiones de hepatocitos de rata y hepatocitos
de embriones de pollo, Edwards y Elliot (297) y Srivastava y col.(298) res-
pectivamente, demostraron que, si bien el AMPc no modificaba 1los niveles
basales de ALA-S, era necesario para que se manifestara la induccidn de es-
ta enzima por AIA o DDC. AsT el AMPc ejercerfa un efecto permisivo de 1la
induccién de ALA-S.

Giger y Meyer (299), en cultivos de hepatocitos de embriones de
pollo, encontraron un efecto potenciador del dibutiril AMPc sobre la induc-
cién de ALA-S por fengbarbital. Contrariamente a estos resultados, Fried-
land y Ades (300), no observaron un efecto directo de AMPc sobre la regula-
¢ién de la produccién de ALA-S, en cultivos de células hepdticas de embrio-
nes de pollo. En este mismo sistema, Stephens y col.(301), han estudiado el
efecto de agentes moduladores de los niveles intracelulares de AMPc, como
adrenalina, teofilina, fluoruro de sodio, aloxano, etc. Sus resultados in-
dicaron que, aquellas sustancias que elevaban los niveles de AMPc intrace-
tular, aumentaban la induccién de ALA-S pbr AIA, mientras que ésta dismi-
nufa con aquellas sustancias capaces de disminuir los niveles del nucleé-
tido ciclico. Estos resultados no han podido ser extrapolados a hepatocitos
de rata debido a la no coincidencia de distintas observaciones (302).
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De este modo el papel del AMPc sobre la regulacidn de la biosfnte-

sis del hemo permanece aun desconocido.

HORMONAS EN LA REGULACION DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO

-Insulina y Glucagon

E1 papel de estas hormonas peptfidicas en la regulacién de la bio-
sfntesis del hemo ha sido ampliamente estudiado aunque, al igual que en el
caso del AMPc, los resultados presentados son contradictorios.

Granick y col.(256) informaron que la insulina, en concentraciones
fisioldgicas, causa un incremento en la biosintesis de porfirinas, inducida
por AIA, en hepatocitos de embriones de pollo. Similares resultados fueron

obtenidos por Sassa y Kappas (296).

Por otra parte, Kim y Kikuchi (293) y Yamamoto y col.(294) encon-
traron que la induccién de ALA-S por AIA era significativamente reducida en
hfgado de rata cuando glucagon o insulina eran administradas junto con el
inductor. Sin embargo, no habfa cambios apreciables en la magnitud de la
induccién, cuando estas hormonas se inyectaban 2 horas depués del AIA. Di-
chos autores sugirieron que, insulina y glucagon, mediarfan sus efectos a
través del aumento del pool regulatorio de hemo hepdtico por inhibicidn de
la hemo oxigenasa. Coincidentemente, DelLoskey y Beattie (303) afirmaron que
la insulina inhibirfa la traslocacién de ALA-S de citosol a mitocondria.
Esto se deberfa a un efecto de la insulina que aumentarfa el nivel de hemo
intracelular y, por lo tanto, el contenido del pool de hemo regulatorio.

De acuerdo a los resultados de Stephens y col.(301), el glucagon
aumenté significativamente la sintesis de porfirinas inducida por AIA en
células de higado de embriones de pollo. En el mismo sistema, Giger y Meyer
(299) encontraron que el glucagon potenciaba la induccién de ALA-S y cito-
cromo P-450 provocada por fenobarbital, mientras que la insulina reducfia la
induccidén del citocromo P-450 sin alterar la de ALA-S.

Pilkis y col1.(304) han estudiado exhaustivamente el control hormo-
nal de los niveles de AMPc en hepatocitos de rata. En sus trabajos ha que-
dado bien aclarado que el glucagon estimula la adenilato ciclasa hepdtica,
aumentando los niveles intracelulares de AMPc. Ademds la insulina antagoni-
za el incremento de AMPc causado por el glucagon, aunque aun no estd acla-
rado en que sitio actda. Es asf que, cuando la relacién de concentraciones
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intracelulares insulina/glucagon es elevada, los niveles de AMPc hepdticos
estdn deprimidos, y son aumentados cuando dicho cociente disminuye (305).

De acuerdo a esto, Edwards y Elliot (297) y Marks y col.(306) han
sugerido que el efecto de estas hormonas peptidicas sobre la biosfintesis
del hemo, dependerfa de la relacién en la que se encuentran dentro de la
célula y se ejercerfa a través del AMPc. Valores de insulina/glucagon hasta
4 6 5, donde la concentracién de AMPc es elevada ,se traducirfa en una ma-
yor induccién de la sintesis de hemo; mientras que, cuando los valores de
dicho cociente son mayores de 16 1o cual corresponde a niveles bajos de
AMPc, la induccidn estarfa considerablemente deprimida.

Por otra parte, Giger y Meyer (299), coinciden en la mediacién por
AMPc de los efectos estimulatorios de glucagon, pero sugieren que la insu-
lina no procederfa a través de la disminucién de 1os niveles de ese nucled-
tido ciclico.

-Hormonas esteroides

Las hormonas esteroides son otro de los factores fisioldgicos que
influencian la actividad de ALA-S hepdtica y, por lo tanto, la sintesis del
hemo. Granick y Kappas (307) describieron un gran nimero de sustancias na-
turales que producen un aumento en la sintesis de porfirinas a través de la
induccién de ALA-S en hepatocitos de embriones de pollo. Estas sustancias,
esteroides reducidos en C-19 y C-21, incluyen metabolitos derivados de la
biotransformacién de hormonas gonadales y adrenocorticales y de intermedia-
rios en la sfntesis de dcidos biliares.

En cultivos de hepatocitos de pollo fue demostrado que los este-
roides de conformacidén 5 beta-H (anillos A y B en posicién cis) son induc-
tores mds potentes que los 5 alfa-H (anillos A y B en posicidn trans)(307).
Goldberg y co0l1.(308) demostraron posteriormente que, en pacientes que su-
frian ataques de porfirias agudas, se encontraban altas concentraciones de
5 beta-H esteroides, pero no en los casos de latencia (309). También fue
demostrada una deficiencia en la actividad de la enzima delta(4)-5 alfa-
reductasa en el hfgado de aquellos pacientes (310). Sobre la base de estos
resultados, fue sugerido que, la porfiria hepdtica podrfa estar asociada a
una anormalidad en el metabolismo de los esteroides, que llevaba a una re-
lacién 5 beta/5 alfa esteroides elevada. Kappas y col.(311) demostraron que
otras drogas porfirinogénicas, como los barbitdricos, producian un aumento
del cociente 5 beta/5 alfa esteroides por depresién de la actividad de la



48

delta(4)-5 alfa-reductasa.

Mis recientemente, Anderson y col.(312), han demostrado la induc-
cién de ALA-S y citocromo P-450 por esteroides, siendo los mds potentes la
progesterona y sus 5 beta-H metabolitos, asf como los metabolitos 5 beta-H
de los andrégenos. La aparicién de estos esteroides, serfa la clave de la
exacerbacién de las porfirias hepdticas hereditarias luego de la pubertad.

Contrariamente a esos resultados, Edwards y Elliot (313), informa-
ron que para una gran variedad de androstano y pregnano derivados, la in-
duccién de ALA-S por esteroides 5 alfa-H era al menos tan grande como Tla
causada por los 5 beta-H derivados, en hepatocitos de rata. En forma simi-
lar, Marks y col.(306), en hepatocitos de embriones de pollo, no encontra-
ron ningin requerimiento estérico especifico, para la induccién de ALA-S
por esteroides. Sus resultados sugieren ademds, que la disminucién de la
delta(4)-5 alfa-reductasa que 1leva a una acumulacién de 5 beta-H esteroi-
des en pacientes con porfiria hepdtica aguda, no estd relacionada con la
patogénesis de esta enfermedad.

Un segundo tipo de efecto hormonal, ha sido descripto en ratas a-
drenalectomizadas y en hfgado perfundido. En estos sistemas, no se observé
induccidén de ALA-S mediada por drogas, a menos que se administraran junto
con cortisol, 1o cual no era necesario en suspensiones de hepatocitos. Es-
tas observaciones sugieren un rol permisivo de los esteroides o de sus me-
tabolitos para la induccién de ALA-S in vivo (313, 314).

CONTROL POR GLUCOSA DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO

En 1963, Granick y Urata (27), describieron la inducibilidad de 1la
actividad de la enzima ALA-S, en hfgado de embriones de pollo, por la admi-
nistracién de DDC. Poco tiempo después, Tschudy y col.(315) demostraron que
la induccién de esta enzima en el hfgado de mamiferos podia ser prevenida
por una ingestién elevada de glucosa o de una dieta rica en hidratos de
carbono. Otra observacién importante fue que la induccidén de ALA-S por ad-
ministracién de AIA u otros compuestos porfirinogénicos, era mayor en ani-
males ayunados que en los no ayunados. Este fenémeno fue denominado "efecto
glucosa", por su similitud con lo que ya habfa sido observado en microorga-
nismos.

En bacterias, la glucosa ejerce tres clases de efectos inhibito-
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rios: a) represién catablica; b) represién transiente; c) exclusién del
inductor (316). Los mecanismos moleculares responsables de estos efectos de
la glucosa no estdn aun completamente dilucidados, pero se sabe que en los
dos primeros actia sobre la expresién génica, afectando una etapa temprana
de la transcripcién, mientras que en el tercero actuarfa sobre la permeabi-
lidad de 1a bacteria a inductores especificos.

Makman y Sutherland (317) demostraron que la adicién de glucosa a
cultivos de bacterias, conducfa a un descenso en los niveles intracelulares
de AMPc. Posteriores estudios genéticos e in vitro de varios operones cata-
b6licos, 1levaron al descubrimiento de un control positivo de la expresién
génica ejercido por el AMPc a través de un factor proteico conocido como
CAP (catabolite activator protein), CRP (cAMP receptor protein) o CGA
(catabolite gene activator protein)(318). La idea aceptada de este mecanis-
mo de control, es que el complejo AMPc-CAP interactia con un promotor espe-
cifico catabolito-sensible y estimula la transcripcién del operén corres-
pondiente.

E1 efecto represor de la glucosa sobre la expresién de los genes
catab6licos estd directamente relacionado con el descenso de los niveles de
AMPc dentro de la célula bacteriana (319). Sin embargo, en los dltimos
afios, diferentes grupos de investigadores han acumulado evidencias sugi-
riendo que el AMPc no serfa el regulador exclusivo de la represidén catabé-
lica (316).

También en mamiferos ha sido observado que varias enzimas son re-
primidas por administracién de glucosa. Entre ellas, ornitina-S-transamina-
sa y treonina dehidrasa (320), tirosina aminotransferasa (287) y fosfoenol-
piruvato carboxiquinasa (GTP)(321).

La accidn de la glucosa podrfa involucrar la inhibicién de la se-
crecién de glucagon 10 que conducirfa a un descenso de los niveles hepdti-
cos de AMPc (322). Beale y col.(321) demostraron que la glucosa inhibe la
sfntesis de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa de hfgado de rata por disminu-
cién de la cantidad de mRNA, presumiblemente afectando alguna etapa en la
generacién del mRNA traduccionalmente activo.

A partir de estas obsaervaciones diversos investigadores han estu-
diado este "efecto glucosa" sobre el metabolismo del hemo. Hickman y
co1.(323) informaron que la induccién de ALA-S por AIA, en higado de rata,
podfa ser inhibida por glucosa y otros azlcares metabolizables, sugiriendo
que la accién de la glucosa se ejercerfa a nivel del RNA,
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Bonkowsky y col.(295) concluyeron de sus resultados que el efecto
glucosa se deberfa a una represi6én de ALA-S mediada por dicho glidcido o por
la glucosa-6-P. Kim y Kikuchi (293) observaron que la glucosa disminuye los
niveles de ALA-S inducida por AIA en citoplasma y en mitocondrias, sugi-
riendo que, al igual que el hemo, la glucosa interfiere no sélo la induc-
cién enzimdtica, sino también la conversién de la enzima citosélica a mito-
condrial.

Mds recientemente, el efecto glucosa fue demostrado en suspensio-
nes y cultivos de hepatocitos de rata y de embriones de pollo. Scott y Ed-
wards (324) informaron que la induccién de ALA-S por AIA era bloqueada por
el agregado de glucosa a hepatocitos de rata y este efecto podia ser rever-
tido por agregado de AMPc. De este modo sugirieron que, el efecto glucosa,
podrifa estar mediado por una disminucién de los niveles intrahepdticos de
AMPc.

Varios autores no han podido observar un efecto inhibitorio de
glucosa in vitro (297, 325). Segln ellos, esto serfa debido al hecho que la
glucosa no actuarfa directamente sobre la célula hepdtica, sino que lo ha-
rfa modulando la relacién insulina/glucagon en plasma, afectando de este
modo los niveles de AMPc (326).

Sin embargo, Giger y Meyer (299) observaron que la adicién de glu-
cosa a cultivos de hepatocitos de embriones de pollo, provocaba una dismi-
nucién de la induccién de ALA-S y citocromo P-450 mediada por fenobarbital,
en ausencia de factores extrahepdticos como suero u hormonas. Similares re-
sultados fueron obtenidos por Schoenfeld y col.(327). Dichos autores, re-
cientemente han demostrado que la induccién de ALA-S por AIA, en hepatoci-
tos de embriones de pollo, puede ser bloqueada también por determinados
aminodcidos, debido a sus propiedades gluconeogénicas. La glucosa 6-fosfato
0 un metabolito de este, que no interviene en el camino glucolftico, seria
el agente activo que conduce al "efecto glucosa" (328).

Badawy y col.(283) sugirieron que la glucosa bloquea la induccidn
de ALA-S por AIA en ratas, por un mecanismo que previene la destruccidn del
pool de hemo regulatorio, que causara la droga porfirinogénica. Dichos au-
tores presentaron evidencias, ademds, de un efecto glucosa sobre ALA-S no
inducida, 1o que no ha sido observado por ninguno de los investigadores ci-
tados.

Poulson y Polglase (329) estudiaron el efecto de la glucosa sobre
la biosintesis del hemo en eucariontes inferiores como 1la levadura
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S.cerevisiae. Encontraron acumulacién de protoporfirindgeno IX en aquellas
células tratadas con glucosa, concluyendo que el sitio de represidn de la
glucosa serfa la protoporfirindgeno oxidasa. Este efecto de la glucosa pudo

ser revertido por la adicién de AMPc.

EFECTO DE METALES SOBRE LA BIOSINTESIS DEL HEMO

Ha sido demostrado que los metales tienen un papel importante en
ciertas etapas de la biosintesis del hemo, siendo potencialmente activos en
1a regulacién de este metabolismo (330).

-Plomo

Los principales efectos bioquimicos del plomo sobre el organismo
pueden ser agrupados en 3 clases. En primer 1lugar, sus efectos sobre el
metabolismo del hemo; en segundo lugar, el plomo divalente es similar en
algunos aspectos al i6n calcio y su accién competitiva con este i6n afecta,
entre otros, la respiracién mitocondrial y diversas funciones neuroldgicas.
Por Gltimo, el plomo posee efectos sobre el DNA y RNA, que le confieren ca-
racteristicas de teratogénico, mutagénico y cancerfigeno (331).

La influencia del plomo sobre la biosintesis del hemo se debe,
principalmente, a la alta afinidad de este metal por grupos SH, lo que da
como resultado, la inhibicidn de varias enzimas SH-dependientes, entre las
que se encuentra ALA-D y ferroquelatasa (331). Esto conduce a la acumula-
cién de ALA, el cual es excretado en exceso en orina, y de protoporfirina
IX, en 1a médula 6sea, principalmente.

Los efectos del plomo sobre otras enzimas de la biosintesis del
hemo estdn menos documentados. La actividad de coproporfirindgeno oxidasa
se encuentra deprimida, con la consecuente acumulacidén de coproporfirina
(332). En el caso de ALA-S, los resultados presentados en la literatura son
contradictorios y varfan segin las diferentes especies. Whiting y Granick
(45), encontraron que el plomo inhibfa ALA-S de hfgado de embriones de po-
110, mientras que Strand y col.(260), observaron un incremento de ALA-S que
era suprimido por cicloheximida. Maxwell y Meyer (276), encontraron que la
administracién de plomo a ratas, causaba un aumento de la actividad de ALA-
S en hfgado, dependiente de la sfntesis de protefnas. Mds recientemente Pi-
rola y col.(333) observaron similares resultados en mitocondrias de hfgado
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de embriones de pollo.

Estos diferentes efectos del plomo sobre la actividad de ALA-S,
parecen ser especificos de especie y de érgano. La enzima ALA-S de eritro-
citos no es afectada por el plomo in vivo, pero en hepatocitos es estimula-
da por este metal. Esta estimulacién puede ser debida a la disminucién del
efecto represor del hemo por el bloqueo causado por el plomo sobre la Glti-
ma etapa de su sfntesis. In vitro la ALA-S es inhibida por el plomo (331).

También han sido presentados resultados contradictorios sobre el
efecto del plomo sobre la enzima PBGasa. La enzima proveniente de eritroci-
tos es inhibida in vitro por plomo, mientras que no tiene efecto sobre la
PBGasa de higado. Por otra parte no ha sido detectada disminucién de acti-
vidad de PBGasa en glébulos rojos de pacientes intoxicados con plomo (331).

Diversos autores han demostrado un descenso en la actividad meta-
bolizante del citocromo P-450 producido por el plomo (334). Ha sido sugeri-
do que el plomo disminuirfa el contenido de citocromo P-450 por su efecto
inhibitofio sobre la sintesis del hemo (335). Si este fuera el dnico modo
de actuar del plomo, tal situacién implicarfa una paralizacidén total de la
sintesis del hemo para explicar el descenso en la actividad de esta hemo-
protefna, lo cual no ocurre. Por 1o tanto se han sugerido otros puntos so-
bre los cuales el plomo ejercerfa sus efectos como ser, el aumento de hemo
oxigensasa y la inhibicién directa del plomo sobre grupos SH necesarios pa-
ra el transporte de electrones por el citocromo P-450 (336).

-Hierro

E1 hierro posee numerosos efectos sobre la sfintesis y degradacién
del hemo. Stein y col1.(337) demostraron que la administracidén de hierro a
ratas producfa un aumento de la actividad de ALA-S debido, posiblemente, a
un incremento de la sintesis de mRNA. También demostraron que el hierro po-
tenciaba la induccién de ALA-S mediada por drogas, por un mecanismo quizds
no relacionado con el pool de hemo regulatorio (338). Kushner y col.(339)
demostraron la inhibicién de URO-D por hierro en extractos citoplasmiticos
de hfgado de cerdo.

Estos estudios son relevantes con respecto a la patogénesis de la
porfiria cutdnea tarda, dado que en esta enfermedad, hay un exceso de hie-
rro y una sobreproduccién de porfirinas conteniendo de 5 a 8 grupos carbo-
xilo. Es asf, que la actividad de URO-D ha sido encontrada disminuida en
pacientes con porfiria cutdnea tarda.
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Otro sitio importante de accién del hierro sobre el metabolismo
del hemo resulta de la estimulacién de la peroxidacién de 1fpidos causado
por el metal. Ha sido demostrado que el hierro estimula la peroxidacién mi-
crosomal de 1ipidos dependiente de NADPH y que esta es acompafiada de una
pérdida de hemo y citocromo P-450, debido posiblemente a la accién de una
peroxidasa lipfdica (340).

Maines y Kappas (336) han demostrado que el hierro y otros metales
producen un incremento en la actividad de hemo oxigenasa hepdtica, lo que
conducirfa, tambidn, a un aumento de la degradacién del hemo.

-Cobalto

De Matteis y Gibbs (341) demostraron que la administracién de clo-
ruro de cobalto(II) a ratas, producfa la inhibicidén de la sintesis de hemo
e incremento en su degradacién. La inhibicién de la sfintesis del hemo in
vivo ocurre en dos sitios: 1) la sintesis de ALA y 2) la conversién de ALA
en hemo. E1 primer efecto es debido a la inhibicidén de la actividad de ALA-
S mds que a una represidn de la sfintesis enzimdtica. E1 segundo efecto se
deberia a la formacién de cobalto-protoporfirina.

Asf mismo, la degradacidn del hemo se ve grandemente incrementada
por efecto del cobalto a causa de la estimulacién de la sintesis de hemo o-
xigenasa (336, 342).

Estudios realizados en cultivos de hepatocitos de rata y en anima-
les enteros han demostrado que el cobalto interfiere en la formacidn del
citocromo P-450. Si bien Tephly y col.(343) explicaron este hecho por 1la
inhibicidn producida sobre la sintesis del hemo, Guzelian y Bissel (344)
sugirieron que se debe al blogueo de la asociacién del hemo con el apocito-
cromo.

Las mayores controversias sobre el efecto del cobalto(Il) en el
metabolismo del hemo, se refieren al modo en que dicho metal ejerce sus e-
fectos. Ciertos autores sugieren que el cobalto actia directamente como idn
metdlico (342), mientras que otros sostienen que 10 hace a través de su a-
sociacién con protoporfirina IX (341, 345).
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-0Otros metales

Han sido realizadas una gran cantidad de observaciones sobre los
efectos de distintos metales, ademds de 1os ya mencionados, sobre el meta-
bolismo del hemo. Los iones metdlicos Cu(II), Mn(II), Fe(III), Ni(II),
Cr(II) Zn(II), Cd(II) y Hg(II) producen, principalmente, la induccidn de la
hemo oxigenasa, conduciendo a una deplecién del hemo microsomal y por 1la
tanto del citocromo P-450 (336). Estos resultados indicarfan que los meta-
les pueden regular directamente el metabolismo del hemo celular.



CAPITULO 4: LAS PORFIRIAS

Las porfirias son un grupo de enfermedades metabdlicas, de origen
hereditario, caracterizadas por una sobreproduccién y excrecién aumentada
de precursores del hemo. Para la clasificacién de las porfirias se toman en
cuenta 3 caracterfisticas. En primer lugar, el principal sitio de sintesis
de porfirinas afectado; luego, si la enfermedad presenta caracteristicas a-
gudas y, por Gltimo, el tipo de excrecidén de porfirinas y precursores en
orina y heces (346, 347).

Clasificacidén de las Porfirias

1) Hepdticas
Porfiria aguda intermitente

Coproporfiria Hereditaria Porfirias agudas

Porfiria variegata
Porfiria cutdnea tarda
-genética

-téxica

Porfirias no agudas

2) Eritropoyéticas

l
I
|
-neopldsica |
|
l
Porfiria congénita |

I

Protoporfiria eritropoyética

En los dltimos quince afos ha sido demostrado que cada uno de los
tipos de porfiria, resulta de una deficiencia parcial de una de las enzimas
de la biosfntesis del hemo (348, 349). Estos defectos no conducen a una de-
ficiencia en el contenido de hemo, excepto probablemente en el hfgado du-
rante ataques de porfiria aguda, debido a que son compensados por un incre-
mento en la concentracidn intracelular del sustrato de la enzima defectiva,
lo cual es suficiente para restaurar la velocidad normal de la sfintesis de
hemo. Este incremento es causado por la induccién de ALA-S, enzima que con-
trola la velocidad de este camino metabdlico y sujeto a control de reali-
mentacién negativa por el hemo. Este hecho es el que produce el "pattern"
distintivo de acumulacién y excrecién de porfirinas y sus precursores, que



caracteriza cada uno de los tipos de porfiria y sus manifestaciones clini-
cas (350).

Sin embargo, las deficiencias enzimdticas no siempre llevan a una
acumulacién de sustrato detectable. Esto es verdad tanto para tejidos como
para individuos. También es importante sefialar las grandes diferencias que
se producen en respuesta al mismo defecto enzimitico entre diferentes indi-
viduos. La porfiria en latencia es mucho mds comun que la manifestacién de
la enfermedad en cualquier tipo de porfiria. Una gran proporcién de porta-
dores del defecto genético, probablemente cerca del 40% en la porfiria cu-
tdnea, no presentan anomalfas bioquimicas detectables, a excepcidn de la
actividad enzimdtica disminuida. Algunos de los factores que, al menos en
parte, determinan estas diferencias han sido identificados y son, por ejem-
plo, el consumo de barbitdricos y otras drogas como el hexaclorobenceno, el
alcohol, el hierro, cambios hormonales, etc., aunque aun no han sido acla-
rados completamente, los mecanismos por los cuales conducen a la manifesta-

cién clinica de esos defectos genéticos (347, 351).

PORFIRIA

RASGO HEREDITARIO

DEFECTO ENZIMATICO

EXPRESION

Porfiria congénita

Autosomal recesivo

PBGasa y/o URO-III

Eritrocitos

cosintetasa
Porfiria aguda Autosomal dominante PBGasa Higado
intermitente
Coproporfiria Autosomal dominante Coproporfirindgeno Hfgado
hereditaria
Porfiria variegata Autosomal dominante Protoporf.oxidasa Hfgado

o ferroquelatasa
Porfiria cutdnea Autosomal dominante URO-decarboxilasa Higado
Porfiria téxica Adquirida Variable Higado
Protoporfiria Autosomal dominante Ferroquelatasa Eritrocitos
eritropoyética e Higado
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PORFIRIAS AGUDAS

Las porfirias agudas son enfermedades hereditarias transmitidas
como caracteres autosémicos dominantes. Todas tienen en comidn la precipita-
cién de ataques agudos provocados por un gran nimero de factores, especial-
mente diversas drogas. Estos ataques agudos son también desatados por cam-
bios en los niveles de esteroides, como 10s que ocurren en el pasaje a la
pubertad o durante el perfodo menstrual (352).

Estas enfermedades tienen tres fases: de latencia, de remisién y
del ataque agudo. La fase de latencia estd bioquimicamente compensada, de
modo que se excrete una cantidad elevada, pero no excesiva, de precursores
de porfirinas. Los ataques de porfiria aguda se presentan con dolores abdo-
minales, disturbios neuropsiquidtricos, disfunciones autonémicas y excre-
cién urinaria manifiestamente elevada de precursores (61, 346).

-Porfiria aquda intermitente (PAI)

En esta enfermedad fue identificada una deficiencia de PBGasa
(353), lo que conduce a una excesiva concentracién de uroporfirina III y
excrecidn urinaria de ALA y PBG. La actividad de dicha enzima estd dismi-

nufda en un 50%, resspecto de los valores normales, en higado y eritroci-
tos.

E1 gen estructural de la PBGasa estd situado en un solo locus so-
bre el cromosoma 11 (354). La PAI es heredada en forma autosémica dominan-
te. Esta caracterfstica y el grado de descenso de las actividades enzimdti-
cas, sugieren la presencia de un gen mutante, que no se expresa como enzima
activa, alelo al gen normal en este locus. La baja, pero cualitativamente
normal, actividad de PBGasa, representa entonces la expresién del alelo
normal (355). A nivel molecular puede observarse heterogeneidad genética
con al menos dos diferentes tipos de mutaciones productoras del defecto en-
zimdtico (356). En todos los casos estudiados la actividad de ALA-S estd
elevada (346).

-Coproporfiria hereditaria (CH)

En esta forma de porfiria ha sido observada una excesiva excrecién
de coproporfirina III, lo que ha sido asociado con la actividad disminufda
de coproporfirindgeno oxidasa en higado y otros tejidos (357). Esta enfer-

medad es autosémica dominante y se caracteriza por una disminucién de 1la
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enzima mitocondrial mencionada. En este caso la actividad de ALA-S se ob-

serva siempre incrementada (346).

-Porfiria variegata (PV)

Es esta también una enfermedad autosomal dominante, la cual com-
parte junto con las 2 anteriores, las manifestaciones clfnicas de ataques
agudos de porfiria y caracterizadas por el descenso del 50% de la actividad

de una de las enzimas, en este caso, localizada en mitocondrias (351). Ha
sido sugerido que la actividad de ferroquelatasa estd deprimida en esta en-
fermedad (358) aunque no ha sido aun confirmado. Otros investigadores han
sugerido que la anomalfa estarfa ligada a una deficiencia de la protoporfi-
rindgeno oxidasa (359). Nuevamente en este tipo de porfiria se encuentran
elevados los niveles de ALA-S (346).

PORFIRIAS NO AGUDAS

E1 grupo de las porfirias no agudas es mds heterogéneo en sus ca-
racterfsticas. Si bien es evidente que hay un componente hereditario en
porfiria cutdnea tarda, esta enfermedad es generalmente adquirida a través
del abuso del alcohol o de ciertas drogas. Protoporfiria eritropoyética y
porfiria congénita son netamente hereditarias. Las tres enfermedades se
presentan generalmente con fotosensibilidad en la piel que 1lleva, en las
dos dltimas, a lesiones severas y desfiguracién (61, 346).

-Porfiria cutdnea tarda (PCT)
Es esta la mds comin de las porfirias. Los principales productos
de excrecidn en esta enfermedad son: uroporfirina y porfirina heptacarboxf-

lica, generalmente de la serie III.

La anomalfa bioquimica fundamental en todos 1os pacientes es, in-
dudablemente, una disminucidén en la actividad de URO-D hepdtica (360). Esta
caracteristica serfa también un prerequisito para el desarrollo de PCT en
respuesta a factores externos tales como alcohol y siderosis. Sin embargo,
de acuerdo a mediciones de URO-D en eritrocitos y otros tejidos extrahepd-
ticos, los pacientes con este defecto metab6lico pueden ser divididos en
dos grupos (361). En un grupo, la actividad enzimitica extrahepdtica estd
disminufda en un 50%. Este defecto es heredado como una caracterfstica au-
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tosémica dominante y los pacientes con este tipo de PCT, conocida como PCT
familiar, pueden presentar manifestaciones clfnicas a cualquier edad (362).
En el otro grupo, la actividad enzimitica de URO-D extrahepdtica es normal.
Casi todos los pacientes en este grupo son adultos sin evidencias de PCT en
otros miembros de la familia y ha sido descripta como PCT esporddica (361,
363). Dentro de este Gltimo grupo se incluye, también, aquella forma de PCT
que puede surgir Tuego de la exposicién a téxicos quimicos (PCT adquirida),
tales como 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (364) y hexaclorobenceno
(365) los cuales inhiben URO-D en hfgado pero no en eritrocitos. Ha sido
demostrado que este G1timo tdxico produce un incremento en la actividad de
ALA-S hepdtica, la cual se encuentra elevada en los pacientes con PCT
(346).

E1 hierro hepdtico juega un papel preponderante en la expresidn de
las lesiones metabdlicas inherentes a la PCT, como es la defectuosa decar-
boxilacién de los porfirindgenos debido a la inhibicién de URO-D. E1 metal
interactuarfa con residuos cisteinilos del sitio activo de la enzima redu-
ciendo la afinidad por el sustrato (366, 367). Mukerji y col.(368) demos-
traron que la enzima URO-D de pacientes con PCT tiene un Km mayor para el
uroporfirindgeno IIl que el de la enzima de sujetos normales y que aquella
es mds susceptible a la inhibicién por hierro que la de éstos tiltimos.

-Protoporfiria eritropoyética (PE)

Esta enfermedad hereditaria autosémica dominante presenta como
principal caracterfstica la fotosensibilidad solar debida a la excesiva
concentracidn de protoporfirina circulante. Esto es debido a que la activi-
dad de ferroquelatasa, Gltima enzima del camino metabdlico del hemo, estd
disminuida hasta cerca de un 15% del valor normal en todos los tejidos exa-
minados (369, 370). Esta inesperadamente baja actividad enzimitica, para un
defecto autosomal dominante, no ha sido aun aclarada, aunque se ha sugerido
que los valores obtenidos no reflejarfan, fielmente, la actividad in vivo
(370). También en esta porfiria se observan valores aumentados de ALA-S
(346).

-Porfiria congénita (PC)

La porfiria eritropoyética congénita, conocida también como enfer-
medad de Giinther, es una enfermedad hereditaria con caracterfstica autosé-
mica recesiva. Las porfirinas excretadas en orina son uroporfirina y en me-
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nor cantidad coproporfirina, pero ambos de la serie isomérica I. Esto sugi-
rié que la deficiencia se producirfa en la actividad de la uroporfirindge-
no IIl-cosintetasa (371). Actualmente hay fuertes evidencias que indican
que los pacientes con porfiria congénita son homocigotas para una mutacidn
en un gen estructural que disminuye la actividad de Uroporfirindgeno III-
cosintetasa en todos los tejidos y conduce a la sobreproduccién, en eritro-
citos, de porfirinas de la serie I (372).

Como en las otras porfirias, la actividad de ALA-S se encuentra
elevada en pacientes con porfiria eritropoyética congénita (346).

PORFIRIA TOXICA Y EXPERIMENTAL

A partir de observaciones clinicas en pacientes que eran medicados
con un sedativo conocido como Sulfonal se tuvo conocimiento de la posibili-
dad de inducir un estado porfirico, en forma experimental, en animales de
laboratorio. Entre un 7 a 10% de pacientes administrados con este tranqui-
lizante desarrollaban sintomas de porfiria aguda (373). Esta alta frecuen-
cia de toxicidad sugiere que el Sulfonal es directamente responsable de las
manifestaciones de porfiria y no s6lo precipita ataques agudos en sujetos
genéticamente predispuestos.

En los d1timos afos se ha demostrado que una gran cantidad de sus-
tancias quimicas no relacionadas estructuralmente, producen porfiria de al-
gin tipo en animales de laboratorio (374). Estas sustancias pueden ser di-
vididas en cuatro grandes grupos, siendo representativos de cada uno de
ellos, el AIA, el DDC, la griseofulvina (GSF) y el hexaclorobenceno (HCB).

Todas las sustancias quimicas mencionadas tienen la propiedad de
inducir la actividad de ALA-S hepdtica. E1 hecho que compuestos de tan di-
versas estructuras ejerzan efectos sobre una misma enzima tiene su explica-
cidn si se consideran las propiedades comunes a todos ellos. Esto es, que
todas estas sustancias producen una disminucién del hemo intracelular, con
el consiguiente descenso en el control de retroalimentacidn que ejerce ese
compuesto sobre la enzima ALA-S. Ya sea por inhibicién de su formacidn
(griseofulvina), por aumento de la degradacién (AIA, DDC) o por su mayor
consumo (fenobarbital), el contenido intracelular de hemo hepdtico disminu-
ye produciendo el aumento de la sintesis de ALA-S.
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DROGA ACCION BIOQUIMICA ACUMULACION Y EXCRECION PORFIRIA
AIA Aumenta degradacién de ALA, PBG y porfirinas Porfiria hepd-
hemoprotefinas en higado y orina tica aguda

Inhibe ferroquelatasa. Protoporfirina en higa-
DDC Aumenta degradacién he- do y heces Variegata
moproteinas

Copro y protoporfirina
GSF Inhibe ferroquelatasa hfgado y heces. ALA y Protoporfiria
PBG en orina

Porfirinas de 4 a 8 car-
HCB Inhibe URO-D boxilos, hfgado, orina y PCT
heces

E1 plomo es también causante de anomalfas en la biosfintesis de he-
mo, conduciendo a un estado porfirico caracterizado por la excrecidén urina-
ria aumentada de ALA y coproporfirina y niveles elevados de protoporfirina
en eritrocitos (375). En eritrocitos y otros tejidos, los metales pesados
inhiben varias enzimas de la biosfntesis del hemo, incluyendo ALA-D, PBGasa
y ferroquelatasa (375).

DIABETES Y PORFIRIA

La diabetes mellitus es una enfermedad caracterizada por estar a-
fectada en el organismo la capacidad de utilizar hidratos de carbono. Es
esta una enfermedad metabélica, claramente afectada por factores genéticos
y ambientales, los cuales se influencian mutuamente produciendo trastornos
complejos y de mdltiple localizacién. Su incidencia es muy alta en todas
las razas y sociedades humanas (376).

Hasta la década del 70, la hipStesis mis generalizada, asignaba la
predisposicién a la diabetes mellitus, a la transmisién mendeliana de un
gen recesivo (377). A partir de esa década, diversos genetistas han dejado
de lado dicha hipdtesis para adherir a una caracterizada por la multiplici-
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dad de factores (378). Esta hipdtesis establece que hay alelos en un ndmero
no especificado y en diferentes locus, los que por su accién combinada pro-
ducen predisposicién a la diabetes y que la precisa combinacién de alelos
responsables de esta predisposicién, puede variar de un diabético a otro.

También hay publicadas evidencias favoreciendo la hipdtesis de una
transmisién dominante del tracto diabético o de un antagonista a la accién
de la insulina que estarfa implicado en la patogénesis de la diabetes.

Distintas clases de diabetes

Una de las caracterfsticas mds atractivas de la hipdtesis de
transmisién hereditaria multifactorial, es que puede dar cuenta de la gran
variabilidad de manifestaciones clfnicas que causa la diabetes mellitus en
el hombre. Pese a esta gran variabilidad se han agrupado en dos sindromes

principales conocidos como diabetes tipo 1 o juvenil, insulina dependientg
y diabetes tipo 2 o del adulto, insulina independiente. Sin embargo, es am-
pliamente aceptado que esta separacidén no puede hacerse desde el punto de
vista genético (379).

La diabetes del tipo 1 puede tener, en apariencia, miltiples cau-
sas, incluyendo factores genéticos, ambientales (factores virales, nutri-
cionales) y autoinmunolégicos. En algunos casos puede haber involucrada en
su etiologfa una compleja interaccidén entre estos diversos factores. En la
diabetes del tipo 2 parece existir un defecto en los receptores celulares
fijadores de insulina involucrando, asf mismo, posibles factores heredita-
rios. En otros casos se presume la presencia de un tipo anormal de insulina
de menor actividad. En todos estos casos es obvia la existencia de factores
genéticos.

Asociacién de diabetes con otras enfermedades

La asociacién de diabetes con otras enfermedades o con ciertas ca-
racterfsticas genéticas pueden servir de marcadores genéticos, Gtiles para
una mayor caracterizacién de la enfermedad (380).

La diabetes se encuentra en la mitad de los casos de sindrome de
Werner y asociado con cierta frecuencia en casos de ataxia de Friedreich,
sindrome de Turner y otros. También ha sido sugerida la asociacién de dia-
betes con anemia perniciosa e hipertiroidismo (376).

Desde los trabajos de Sterling en 1949 (381) varios autores han
puntualizado la relativa frecuencia de coexistencia entre diabetes mellitus
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y algin tipo de porfiria hepdtica, sobre todo la aguda intermitente y la
cutdnea tarda. Ambas enfermedades tienen en comin que se producen por un
trastorno metabélico e intervienen en sus etiologfas un fuerte factor here-
ditario.

Los datos aportados en la literatura no son coincidentes en cuanto
al porcentaje de asociacién de ambas enfermedades, pero varfan segin los
autores y las poblaciones estudiadas entre un 2 y un 25% de diabéticos que
contraen porfiria (382, 383). Estas observaciones plantean el interrogante
si la precipitacidén de porfiria en pacientes diabéticos es debida a la ac-
cién de factores enddgenos o exdgenos que facilitan la expresidn de defec-
tos genéticos en el camino metabdlico del hemo.

Diabetes experimental

La diabetes mellitus experimental puede Sser producida por uno de
los siguientes procedimientos (376): 1) la extraccidén quirdrgica del pdn-
creas o al menos de una porcién importante del mismo; 2) la destruccidn
quimica de las células beta de los islotes de Langerhams, productoras de
insulina, lo que puede ser logrado por la administracién de sustancias ta-
les como aloxano, dcido dehidroascdérbico, ditizona o estreptozotocina; 3)
la inactivacidén de la insulina circulante por la administracidén de anti-
cuerpos especificos contra la propia insulina del animal de experimentacid-
n; 4) la administracién de agentes farmacoldgicos tales como manoheptulosa
o diazéxido, capaces de inhibir, reversiblemente, la liberacidén de insuli-
na.

Induccidn de diabetes por estreptozotocina

La estreptozotocina (STZ), es una nitrosourea unida al C-2 de una
d-glucosa, que exhibe una toxicidad selectiva para las células beta del
pancreas y es, junto con el aloxano, la mds potente droga diabetogénica.
Sin embargo, el mecanismo de accién sobre dichas células no ha sido aun
completamente aclarado (384). Yamamoto y col. proponen un mecanismo comin
para la induccién quimica de diabetes (385). La adicién de la droga diabe-
togénica producirfa una ruptura en el DNA de las células beta, bien por in-
teraccién directa o vfa reacciones con radicales libres de oxfgeno formados
a partir de dicha droga. Estas lesiones producirfan la activacidén de la po-
1i (ADP) ribosa sintetasa, una enzima nuclear, estrechamente asociada con
la cromatina que, a partir de la estructura ADP-ribosa del NAD, sintetiza
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poli ADP-ribosa, necesaria para la reparacién del DNA. Esta situacién cau-
sarfa una disminucién del contenido de NAD de las células beta lo que con-
ducirfa a una depresién de las funciones celulares, inclufda la sfintesis de
proinsulina.

Otros investigadores han sugerido que el dafio en las células beta
por STZ puede activar un proceso autoinmune que resulta enr un dafio aun ma-
yor para la célula (386). Mecanismos inmunolégicos tendrfan un papel pre-
ponderante en la induccidén de diabetes por STZ. Paik y col.(387) han encon-
trado una falta de induccidn de diabetes por dosis repetidas de STZ en ra-
tones atimicos. Buschard y col.(388) demostraron que linfocitos de pacien-
tes con diabetes inducfan hiperglicemia en ratones "nude". Estos resultados
sugieren que los linfocitos T juegan un papel importante en la induccidén de
diabetes luego de la administracién de STZ. Ello podrfa deberse a que las
células T pueden transformarse en células citotdxicas especialmente reacti-
vas con las células beta del pdncreas o que, células T puedan ser requeri-
das como células "helper" para la produccidén de autoanticuerpos especificos
para la células beta (386).



MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES

Las siguientes sustancias fueron adquiridas a Sigma Chemical Co.
St. Louis (USA): Trizma Base; glutation reducido; iodoacetamida; seroalbu-
mina bovina; azul tripdn; N5,02'-dibutir1Iadenosina 3':5'-monofosfato cfi-
clico (dibutiril AMPc); cicloheximida; estreptozotocina; actinomicina D;
piridoxal-5'-fosfato; adenosina-5'-trifosfato; coenzima A; papaverina;
etilenglicol-bis-(beta-amino etileter) N,N'-tetraacético (EGTA); colagenasa
tipo I; hialuronidasa tipo [-S; medio HAM F12 sin glucosa; adrenalina;
2,5-difeniloxazol (PPO); 1,4-bis-[4-metil-5-fenil-2-oxazolil]l benceno
(dimet1! POPOP); deoxicolato de sodio; dodecil sultato de sodio (SDS); 4ci-
do delta-aminolevulinico; 3-isobutil-l-metil-xantina; adenosina; imidazol y
aloxano.

Sephadex G-25, Sephadex G-200 y Sephacry! $-300 fueron procenden-
tes de Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala (Suecia).

Mesoporfirina IX dimetil éster fue comprada a Koch-Light Laborato-
ries (Gran Bretafa).

Las determinaciones cuantitativas de glucosa fueron realizadas
utilizando el equipo de Glicemia de Laboratorio Wiener (Argentina). Para
determinaciones semicuantitativas de glucosa en sangre y orina se utiliza-
ron tiras reactivas Uextrostix de Laboratorio Miles (Argentina) y Tes-Tape
de Eli Lilly (Argentina), respectivamente.

Los compuestos radioactivos L-Leucina [4,5-3H (N)] y [2,8-3H]AMPc
fueron adquiridos a New England Nuclear (EE.UU.) y a Amersham [nternational
(Gran Bretana), respectivamente.

La forskolina fue generosamente donada por el DOr J. W. Daly. EI
Tritén X-100 y alilisopropilacetamida (AIA) fueron obsequiadas por Rohme y
Haas (Argentina) y Roche S.A. (Argentina), respectivamente.

Todas las demds sustancias utilizadas fueron de grado analftico.
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METODOS UTILIZADOS EN LA PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE FERRO- Y COBAL-
TOQUELATASA DE HIGADO DE CERDO

PREPARACION DE MITOCONDRIAS DE HIGADO DE CERDO

E1 higado de un cerdo recién faenado, fue inmediatamente extrafdo
y conservado a -20°C hasta su utilizacién. Las mitocondrias fueron prepara-
das del siguiente modo, de acuerdo al método de Hogeboom (389). Todas las
operaciones fueron realizadas a 4°C. Se cortaron 100 gramos de tejido en
trozos pequefios y se lavaron 2 veces con NaCl 0,9%; posteriormente se agre-
garon 200 ml de sacarosa 0,25 M y se homogeneiz§ en licuadora. E1 homogena-
to fue centrifugado a 2.000xg durante 10 min; el sobrenadante obtenido fue
contrifugado a 10.000xg durante 12 min. E1 pellet mitocondrial resultante
fue despegado de las paredes del tubo y lavado 2 veces con 200 y 100 ml,
respectivamente, de sacarosa 0,25 M, centrifugando a 10.000xg cada vez, y
guardado a -20°C hasta su uso. Para todas las operaciones fue utilizada una
centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B, rotor SS-34 de 4ngulo fijo.

PURIFICACION DE FERRO-Y COBALTOQUELATASA

Al comenzar la purificacidn, las mitocondrias congeladas fueron
descongeladas y tratadas con Tritén X-100 25 mg/ml (2,5% p/v) dejdndolas,
luego, a -20°C durante 18 horas. Transcurrido este perfodo fueron descon-
geladas, agregdndose, posteriormente, un volumen igual de buffer Tris-HC]
0,1 M (pH 8,1). Luego de 15 min fueron centrifugadas a 20.000xg durante 30
min; el sobrenadante fue considerado como la "fraccidén solubilizada". La
actividad de ferro y cobaltoquelatasa en el precipitado fue despreciable.
La fraccidén solubilizada fue sometida a un fraccionamiento salino. Para
ello el sulfato de amonio sélido fue agregado con agitacidén continua a 4°C
hasta lograr un 20% de saturacidén. La suspensién fue agitada durante 30 min
y luego centrifugada a 15.000xg por 30 min. E1 precipitado fue descartado y
el sobrenadante tratado con sulfato de amonio, en las mismas condiciones,
hasta 50% de saturacién. En ambos agregados de la sal, el pH fue mantenido
en 8,1 por adicién de NaOH 1 M cuando fue necesario. Luego de 30 min de
agitacién la suspensién fue centrifugada a 15.000xg por 30 min. El1 precipi-
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tado obtenido fue resuspendido en buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1) en una
concentracién proteica, aproximadamente, de 20 mg/ml. Este precipitado re-
suspendido fue sembrado en una columna de Sephacryl S-300 (62 cm x 1,6 cm),
previamente equilibrada con buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1) con o sin la
adicién de Tritén X-100 1%. Las protefnas fueron eluidas con el mismo buf-
fer con un flujo de 10 m1/cm-2 h-1l. Se recogieron fracciones de 1,5 ml. La
fraccién activa fue utilizada para la determinacién de propiedades, como la
fraccién purificada.

OTROS METODOS UTILIZADOS

Sonicacién

Las sonicaciones fueron realizadas en suspensiones de 3 ml de vo-
lumen, en un sonicador-disruptor celular Branson Sonic Power, operado a
150W con punta de titanio de 10 mm de didmetro, durante los tiempos indica-
dos en cada experimento, distribuidos en pulsos de 15 seg. Durante la soni-
cacién, la suspensién fue refrigerada en un bafio de hielo. La suspensién
resultante fue centrifugada a 20.000xg durante 30 min y el sobrenadante
utilizado como fuente de enzima.

Tratamiento con detergentes

Las mitocondrias fueron tratadas con diferentes detergentes en las
concentraciones indicadas en cada experimento. Fueron congeladas durante
cada tratamiento por 1 6 18 horas y descongeladas a su finalizacién. Luego
fueron diluidas con un volumen igual de buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1) y,
luego de 15 min, centrifugadas a 20.000xg durante 30 min: E1 sobrenadante
constituyé la fraccidn solubilizada con cada detergente. Centrifugaciones
realizadas a 20.000xg 6 105.000xg durante 60 6 90 min dieron resultados si-
milares a los obtenidos con centrifugaciones a 20.000xg por 30 min. En to-
dos los casos los precipitados presentaron actividades de ferro y cobalto-
quelatasas despreciables. Las centrifugaciones a 105.000xg fueron realiza-
das en una centrffuga Beckman L-2, rotor SW 50.

Tratamiento con gel de fosfato, calentamiento y acidificacién
Los detalles experimentales estdn explicados en la Tabla corres-

pondiente.
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Didlisis

La fraccidén solubilizada fue dializada en una membrana Spectrapor
4, de 1imite de resolucién del poro de 12.000-14.000 D, contra agua a 4°C,
durante 24 horas, con agitacién continua y con dos recambios del agua de
contradidlisis. E1 dializado fue centrifugado a 20.000xg durante 30 min. En
el sobrenadante y en el precipitado resuspendido en buffer Tris-HC1 0,1 M
(pH 8,1), fueron determinadas las actividades de ferro y cobaltoquelatasa.

Ultrafiltracién
Diez ml de la fraccidn solubilizada fueron ultrafiltrados a través

de una membrana de celulosa Spectrapor 4, durante 6 horas, segun el dispo-
sitivo ideado por Goldberg (390). Posteriormente se midi§ la actividad de
ferro y cobaltoquelatasa en la fraccidn ultrafiltrada y en el residuo, como
también en una mezcla de residuo mds ultrafiltrado en una proporcién 7:1
(v/v).

FILTRACION POR GELES

Se emplearon geles de los siguientes tipos y en columnas de las
dimensiones detalladas: Sephadex G-25 (17 cm x 2 cm); Sephadex G-200 super
fino (58 cm x 1,6 cm); Sephacryl S5-300 (62 cm x 1,6 cm). Las corridas fue-
ron realizadas en una cdmara a 4°C y en los 2 Gltimos casos se recogieron
fracciones de 1,5 ml en un colector de fracciones Gilson, modelo MFK.

Los bufferes de elucién se indican en cada caso en particular. La
concentracién de proteinas de cada fraccidén eluida fue determinada por el
método de Warburg y Christian (391) y en algunos casos por el método de
Lowry y co0l1.(392). Trescientos microlitros de cada una de las fracciones
fueron utilizados para la determinacidn de actividades enzimdticas de
ferro-y cobaltoquelatasa.

Protefnas marcadoras
Las columnas de Sephadex G-200 y Sephacryl S-300 fueron calibradas
con protefnas marcadoras, de caracterfsticas conocidas, para la determina-

cién del peso molecular de ferro- y cobaltoquelatasa.
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Proteina marcadora Peso molecular Siembra (mg)
beta-galactosidasa 520.000 10
catalasa 245.000 10
glucosa oxidasa 152.000 10
seroalbdmina bovina 66.000 15
ovoalbdmina 44.000 15
citocromo ¢ 13.300 10

Determinacidn de protefinas marcadoras

Beta-galactosidasa: Se siguid el método descripto en el manual de Worthing-
ton (393), utilizando o-nitrofenil beta-D-galactopirandsido como sustrato.
Catalasa: Se midié la actividad enzimdtica valorando el sustrato no consu-
mido (Hp0p) con solucién de KI de acuerdo al método de Terenzi y col.(394).
Glucosa oxidasa: Se siguid la técnica de Hugget y Nixon (395), modificada
por el acople del sistema peroxidasa-o-dianisidina.

Seroalbumina bovina: La presencia de esta protefna se detecté por absorban-

cia a 230 nm.

Ovoalbumina: La presencia de esta proteina se detectd por absorbancia a 230
nm.

Citocromo c: Se valord por espectrofotometria, midiendo la absorbancia a
410 nm.

ELECTROFORESIS

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS fue efectuada u-
sando un gel 10%, de acuerdo al método de Laemli (396), y corrida en buffer
Tris-glicina 0,05 M (pH 8,9), conteniendo SDS 0,03%. La muestra proteica
fue tratada, en partes iguales, con una solucién conteniendo: 50 ul de
beta-mercaptoetanol; 300 ul de SDS 10%; 125 ul de buffer de corrida, 500 ul
de glicerol y 50 ul de azul de bromofenol, durante 5 min a 80°C. La elec-
troforesis fue corrida a 4°C durante 3 horas, aproximadamente. Posterior-
mente, el gel fue tefiido con Coomasie Brillant Blue R-250 0,25%, disuelto
en metanol/4cido acético/agua (30:7:63 v/v) y luego destefiido con
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metanol/dcido acético/agua (30:10:60 v/v). Fueron corridas simultdneamente
las siguientes protefnas marcadoras: seroalbdmina bovina (66.000), ovoalbu-
mina (44.000) y glicero-3-fosfato deshidrogenasa (36.000). La densitometrfia
del gel tefiido fue realizada en un densitémetro Metrolab digital con grafi-

cador.

PROPIEDADES

Espectro de absorcién

E1 espectro de absorcién de la proteina activa purificada, en una
solucién de 100 ug/m! en buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1), fue registrado en
un espectrofotdmetro Beckman DB entre 230 y 620 nm, a intervalos de 5 nm.

Gréfico de Arrhenius
Las energfas de activacién de las reacciones catalizadas por la

ferro- y cobaltoquelatasa fueron calculadas a partir de la ecuacién de A-
rrhenius:

dink = Ea (397)

dT  RT2
siendo Ea la energfa de activacién y k la constante de velocidad. Grafican-

do el logaritmo decimal de la velocidad inicial de la reaccidn en funcidn
de la inversa de la temperatura absoluta, se obtuvo, de la pendiente de 1la
recta obtenida, el valor de la energia de activacién.

Determinacidn de los valores de los pardmetros cinéticos
A los efectos de la determinacién de los valores de Km y Vmdx, se
utilizé el tratamiento de Lineweaver-Burk (398) para los datos obtenidos en

el estudio de las velocidades iniciales (v) en funcién de diferentes con-
centraciones de sustrato (S), segin la ecuacién de Michaelis-Menten.

Preparacidn de las suspensiones de 1fpidos

Cada suspensién de d&cidos grasos, fosfolipidos o colesterol fue
preparada por dispersidén del 1lipido en buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1) con
un sonicador Branson Sonic Power operado a 150 W a 0°C durante 2 minutos en

pulsos de 15 seg (399). La suspensidn resultante de la sonicacién fue inme-
diatamente agregada a la mezcla de incubacidn.



DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES DE FERRO Y COBALTOQUELATASA

Ambas actividades enzimdticas fueron determinadas por medicién de
la formacién de ferro y cobaltomesoporfirina, basadas en el método de Porra
y Jones (163). Para la determinacién de la actividad de ferroquelatasa, la
mezcla de reaccién contenia, ademds de la protefna enzimdtica, 155 nmoles
de FeClp, 100 nmoles de mesoporfirina y 25 umoles de glutation reducido en
buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1), en un volumen final de 3 ml. En la determi-
nacién de la actividad de cobaltoquelatasa, la mezcla de reaccién contenfa,
ademds de la protefna enzimitica, 155 nmoles de CoCl, y 200 nmoles de meso-
porfirina en buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1), en un volumen final de 3 ml.
La cantidad de proteina utilizada en cada ensayo dependié de la fraccién
utilizada, pero varid entre 40 y 5 ug cuando fueron ensayadas la fraccidén
mitocondrial o la fraccién purificada, respectivamente. Las incubaciones
fueron 1levadas a cabo a 37°C bajo atmésfera de nitrégeno durante 90 min.
Inmediatamente después, se agregaron 25 umoles de iodoacetamida, en un vo-
Tumen de 0,5 ml, en los tubos conteniendo glutation. A cada tubo se agrega-
ron 0,7 ml de piridina y 0,35 ml de NaOH 1 M y 0,2 ml de agua, a los tubos
conteniendo iodoacetamida, y 0,7 ml a los restantes. La solucidén fue divi-
dida, en volimenes iguales, en dos cubetas. A una de ellas se le agregaron
0,05 ml de K3Fe(CN)g 3 mM (referencia) y 2 mg de NapS»04 a la restante
(muestra). E1 espectro diferencia entre el complejo piridina-hemocromégeno
oxidado y reducido fue medido en un espectrofotémetro Beckman DB. La forma-
cién de producto fue calculada de la ecuacidn:

ferro/cobaltomesoporfirina (nmoles) = 1000 x v x (Amax-Amin)

(Emax-Emin)

donde v es el volumen (ml) de la solucién alcalina de piridina vy
(Amax-Amin) representa la diferencia de absorbancia entre el mdximo de la
banda alfa y el minimo entre las bandas alfa y beta (400). Los valores usa-
dos para Egm fueron (400):

piridina mesohemocromégeno: E547(mM) - E531(mM) = 21,7
piridina mesocobaltocromégeno: ESS1(mM) - £535(mM) = 12,5
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Medicién de mesoporfirina

La concentracién del sustrato mesoporfirina en solucién, fue de-
terminada por el método de Rimington (401). Se determinaron las absorban-
cias de una solucién de mesoporfirina en HC1 0,1 M a 380 y 430 nm y en el
maximo correspondiente a la banda de Soret (Amax), calculdndose la cantidad

de mesoporfirina por la siguiente férmula:

nmoles de mesoporfirina = 2 Amax - (A3gp + A430) x 1,203 x dilucidn

DETERMINACION DE PROTEINAS

La concentracidn de proteinas fue determinada en las distintas
fracciones por el método de Lowry y col.(392). Las proteinas, antes de su
determinacidén fueron sometidas a un pretratamiento alcalino con NaOH 1 M,
calentando a 80°C durante 5 min. Curvas de calibracién, utilizando seroal-
buimina bovina como estdndar, fueron realizadas, obteniéndose valores de
1/tg de 0,19 y 0,21 para protefnas solubles e insolubles, respectivamente.

La elucién de proteinas de las columnas fue seguida por la medi-
cidn de absorbancia a 260 y 280 nm de acuerdo al método descripto por War-
burg y Christian (391) y empleando la siguiente ecuacién:

protefnas (mg/m1) = 1,45 x Aygg - 0,74 x Argg
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METODOS UTILIZADOS EN EXPERIMENTOS CON HEPATOCITOS DE RATA

ANIMALES

Fueron utilizadas ratas albinas chbb THOM entre 150-200 gr de pe-

so, provenientes del Bioterio de la FCE y N. Estos animales fueron mante-
nidos en condiciones estandarizadas de luz (entre 6:30 y 18:30) y tempera-

tura (21-22°C) y alimentados con una dieta del Laboratorio Purina y agua.
Los animales fueron ayunados 24 horas antes de su utilizacidén y sacrifica-
dos entre las 7 y las 9 de la mafiana, de acuerdo a las normas del Consejo
de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas.

OBTENCION DE HEPATOCITOS AISLADOS

Soluciones utilizadas

Solucign A: Buffer fosfato Dulbecco, libre de glucosa, M92+ y Ca2* (pH 7,4)
Esta solucién contiene por litro: NaCl, 8000 mg; KC1, 200 mg; KHaPO4, 200
mg; NapHPO4, 1140 mg.

Solucién B: Solucién A + EGTA 190 mg/1

Solucién C: Solucién salina balanceada de Hank, libre de glucosa, Mglt y
Ca2* (ph 7,4). Esta solucién contiene por litro: NaCl, 8000 mg;
KC1, 400 mg; KHpPO4, 60 mg; NapHPO4, 50 mg; NaHCO3, 840 mg; ro

jo fenol, 10 mg.

Solucidén D: Solucién C, conteniendo por litro: CaClp, 550 mg; colagenasa,
500 mg; hialuronidasa, 1000 mgq.

Medio de suspensidén: HAM F12, sin glucosa (pH 7,4).

Solucién azul tripan 0,4%: En un vaso de precipitados se colocaron 0,4 gr

de azul tripan; 0,81 gr de NaCl; 0,06 gr de KpHPO4 ¥ 0,05 gr de
metil-p-hidroxibenzoato como preservador. Se agregaron 95 ml de
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Ho0 y se calenté a ebullicién para disolver. Se enfrid y se a-
justé a pH 7,4 con NaOH 1 M. Se 1leva a 100 ml con H0. La so
lucién fue estable por 3 meses.

Obtencién del hfgado
Las ratas fueron transferidas cuidadosamente a un recipiente de 4

litros cuya boca fue luego tapada con un papel de filtro, sobre el cual se
fue agregando lentamente 10 ml de éter. Esta gradual introduccidén de éter

evita la vasoconstriccién inducida por catecolaminas en un animal ansioso y
estresado. Ademds disminuye la posibilidad de un colapso vascular al cual
estdn sujetos los animales con una profunda anestesia con éter (402). Una
vez lograda una ligera anestesia, la rata fue inmobilizada de espaldas y su
abdomen humedecido con etanol 96%. Se practicd una insicién hasta exposi-
cién completa del peritoneo y se cortaron cuidadosamente los ligamentos del
higado con el diafragma y el estdémago. Posteriormente fue canulada la vena
porta con una tubuladura pldstica atéxica T8 (Laboratorio Rivero) e intro-
ducida en ella una jeringa pldastica de 20 ml (Terumo) con una aguja 21Gl
(Terumo). A través de ella se perfundié lentamente un volumen, generalmente
de 40 a 50 ml, de la solucién A hasta lograr un blanqueo completo del hfga-
do. Este fue luego extrafdo y lavado exteriormente con solucién A. Luego
del lavado, fue secado con papel de filtro, retirdndose cuidadosamente el
tejido conectivo y vascular remanente.

Preparacidén de hepatocitos

Los hepatocitos fueron obtenidos de acuerdo al método de Fry y
col. (403). Los hfgados fueron colocados sobre un vidrio recubierto por un
papel de filtro y colocado sobre un recipiente con hielo. Los 16bulos hepd-
ticos fueron cortados con un bisturf en trozos entre 0,5-1 mm de espesor.
Estos fueron, luego, puestos dentro de un erlenmeyer de 250 ml! (5 g por
recipiente), conteniendo 20 ml de solucién A y colocados en un bafio termos-
tdtico Dubnoff a 37°C con agitacidn (aproximadamente 80
oscilaciones/minuto) durante 10 min. Luego el sobrenadante fue deshechado y
el lavado repetido una vez mds. Después de estos lavados, continuaron dos
incubaciones, de 10 min cada una, con 20 ml de solucién B. La presencia de
EGTA en la solucidén B facilita la dispersidn enzimdtica de las células he-
piticas, debido a la extraccién del Cal* que produce un cambio irreversible
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en el factor de cohesién presente en los desmosomas (404). Luego del trata-
miento con EGTA, cada erlenmeyer recibié 20 ml de solucién D, conteniendo
las enzimas dispersantes de células. Estos se incubaron durante 60 min a
37°C con agitacién (80 oscilaciones/min). E1 sobrenadante resultante fue
filtrado a través de 3 capas de gasa de algod6n para eliminar grandes agre-
gados de células y material no digerido. E1 filtrado fue centrifugado a
500xg por 3 min y el pellet celular fue lavado 2 veces con solucién A. Fi-
nalmente 1los hepatocitos obtenidos fueron resuspendidos en el medio HAM
Fl2.

Determinacidn del ndmero de células y de su viabilidad

Para la determinacidn de la viabilidad celular se utilizé el méto-
do de exclusién del azul tripdn, basado en que las células que conservan
intacta 1a membrana plasmdtica excluyen 1os colorantes tales como azul tri-

pdn, nigrosina y eosina (405). Para ello se colocaron 50 ul de la suspen-
sidn de hepatocitos en 1 ml de solucién C y 0,2 ml de la solucién de azul
tripdn al 0,4%. Una gota de la solucién asf obtenida fue colocada en un
borde de una cdmara de Neubauer con un cubreobjetos, dejando que penetrara
en ella por capilaridad.

La observacidn de las células fue realizada al microscopio 6ptico
con un aumento de 40X entre los 4 y los 8 minutos del agregado del coloran-
te. De este modo, la mds leve tincidn del nilcleo de la célula se considerd
como un dafio en la membrana celular y determind la no viabilidad de la cé-
Tula.

E1 conteo de las células se realizé en los 4 cuadrados grandes de
las esquinas de la cdmara de Neubauer (64 cuadrados medianos) y el nimero
de células totales por ml y el porcentaje de viabilidad se calculd por las
siguientes férmulas:

células por mi= N x 1 x 1000 x 25
4

% de viabilidad = células no tedidas x 100
células totales

Los hepatocitos fueron resuspendidos en medio HAM F12, sin gluco-
sa, en una concentracién de (4-6)x106 células viables/ml.



DETERMINACION DE GLUCOSA

Todas las determinaciones de glucosa fueron realizadas por el mé-
todo de Dubowski (406), basado en la reaccidén con o-toluidina. Para la me-
dicién del contenido de glucosa en hepatocitos, 1 ml del homogenato de cé-
lulas hepdticas fueron tratadas con 1 ml de TCA 10% y luego centrifugado a
3000xg durante 15 min. La glucosa fue determinada en el sobrenadante resul-
tante.

Para la determinacidén de la glucosa liberada por los hepatocitos,
2 ml de suspensién celular fueron centrifugados a 1000xg durante 3 min y el
monosacdrido determinado en el sobrenadante. La concentracidn de glucosa en
suero de rata fue determinada directamente con sangre proveniente de una
puncidn cardfaca.

E1 control rutinario, semicuantitativo, de la glucosa en sangre de
los animales, fue determinado por tiras reactivas Dextrostix, con una gota
de sangre de la cola. La determinacidn, semicuantitativa de la glucosuria,
fue realizada con el Tes-Tape, con una gota de orina.

DETERMINACION DE LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

La actividad de LDH fue determinada en una alfcuota del medio, 1i-
bre de células, obtenido luego de centrifugar 1 ml de suspensién de hepato-
citos a 900xg por 3 min. Para determinar la actividad total de la enzima,
la suspensidn de células fue lisada por tratamiento con Tritén X-100 0.5%
(v/v). La actividad enzimdtica fue determinada segin Moldéus y col.(407).
En un volumen final de 1 ml de buffer Krebs-Henseleit, 50 ul de medio libre
de células o de lisado, fueron incubados con NADH 0,2 mM y piruvato 1,36 mM
(concentraciones finales), registrdndose la variacién de absorbancia a 340
nm debido a la oxidacidn del NADH en un espectrofotdmetro Beckman 0B.

DETERMINACION DE GLUTAMATO DESHIDROGENASA

La actividad de la glutamato deshidrogenasa fue determinada por el
método de Sedgwick y Frieden (408) descripto para hfgado de rata.
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DETERMINACION DE PROTEINAS

La determinacién de protefnas en hepatocitos fue precedida por la
obtencidn del pellet celular, luego de la centrifugacién de una alfcuota de
la suspensién a 900xg por 3 min y su posterior lavado con solucidén A. Este
pellet celular fue resuspendido en TCA 5% y centrifugado a 5000xg por 10
min. En el precipitado fueron determinadas protefnas por el método de Lowry
y c01.(392) seqin se indica para protefnas insolubles.

EXPERIMENTOS DE INDUCCION

Las suspensiones de hepatocitos fueron incubadas en un bafio ter-
mostdtico Dubnoff a 37°C con agitacién (60 oscilaciones/min). Las sustan-
cias agregadas a las suspensiones de hepatocitos, lo fueron en volimenes
pequefios, generalmente 0,1 ml, de medio HAM F12. Luego de los tiempos de
incubacidén indicados en cada experimento, alfcuotas de las suspensiones ce-
lulares fueron removidas y centrifugadas a 900xg durante 3 min. Luego .de
descartar el sobrenadante, las células fueron lavadas una vez con un volu-
men, igual al de la alfcuota, de solucién C y el pellet resultante fue re-
suspendido en el medio de homogeinizacidn, indicado en cada caso para la
medicidn de las actividades enzimdticas correspondientes, en un volumen
igual al de la alfcuota. Para la determinacién del contenido de citocromo
P-450, alfcuotas de Tla suspensién de hepatocitos, fueron extraidas a los
tiempos de incubacidn correspondientes en cada experimento y dilufdas con
solucién A, hasta una concentracién de 0,5x106 células por ml.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AMPcfclico EN HEPATOCITOS

Extraccién del AMPciclico
Para 1a medicidén del contenido intracelular de AMPc, alfcuotas de

la supensién de hepatocitos conteniendo, aproximadamente, 5x106 células
fue-ron centrifugadas a 900xg durante 3 min. E1 pellet celular fue inmedia-
tamente resuspendido en 2 ml de TCA 5% conteniendo 2 pmoles de [2,8-3H]
AMPc (actividad especifica 38 Ci/mmol) y homogeneizados en un homogeiniza-
dor Potter-Elvehjem de teflén-vidrio. E1 homogenato fue centrifugado a
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27.000xg durante 20 min. E1 sobrenadante fue transferido a tubos donde se
extrajo 6 veces, a temperatura ambiente, con 2 volilmenes de éter etfilico
saturado con agua. E1 éter etilico remanente fue removido de la solucidn
acuosa por inmersién de los tubos en un bafio de agua a 80°C durante 2 min.
Las muestras fueron evaporadas bajo presién reducida y disueltos en 0,5 ml
de buffer Tris-HC1 6,7 mM (pH 7,6) conteniendo EDTA 0,45 mM y teofilina 1
mM. Alfcuotas de 50 ul de esta solucién, fueron transferidos a membranas de
nitrocelulosa, secadas y contadas en un contador de centelleo 1fquido
Tracor-Analitic Mark III. La recuperacién del [3HJAMPc fue entre el 85-95%.

Medicién del AMPcfclico

En diferentes alfcuotas de cada una de las muestras, fue determi-
nado el contenido de AMPc por el método de Tsang y col.(409), usando una
protefna de unién especifica al AMPc de corteza de adrenal bovina (410).

Liquido de centelleo
Para los experimentos de determinacién del contenido de AMPc y de

incorporacidn de [3H]-1eucina, descripto mds adelante, se utilizé una mez-
cla centellante de la siguiente composicién: PPO, 4 gr; dimetil POPOP, 0,05
gr por litro de una solucién Tolueno/Tritén X-100 (2:1 v/v).

INCORPORACION DE 3H-LEUCINA EN PROTEINAS DE HEPATOQCITOS

Incubacién con [3H]-leucina
Diez m1 de la suspensién de hepatocitos en medio HAM F12, conte-

niendo 10 uCi de L-4,5[3H]-leucina (actividad especifica 60 Ci/mmol), fue-
ron incubados a 37°C en un bafio Dubnoff con agitacién (60
oscilaciones/min). A los tiempos indicados en cada experimento, se tomaron
alfcuotas de 1 ml de cada uno de los incubados, agregdndoseles 0,1 ml de
cicloheximida 1 mM. Luego fueron centrifugadas a 900xg durante 3 min; el
pellet celular resultante fue procesado para la determinacién de radioacti-

vidad intracelular.

Determinacidn de la radioactividad incorporada a protefinas
La preparacidn de las muestras para el conteo de radioactividad

fue realizada de acuerdo a Cajone y Bernelli-Zazzera (411), aunque con al-
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gunas modificaciones. E1 pellet celular fue tratado con 2 ml de TCA 10%.
Luego de 10 min, fue centrifugado a 5000xg durante 10 min, descartdndose el
sobrenadante. E1 precipitado fue lavado 3 veces con 2 ml, cada vez, de TCA
5%, conteniendo en el Gltimo lavado 10 mg/ml de leucina. Luego de ello fue
sometido a un lavado con 2,5 ml de una mezcla metanol/éter/cloroformo
(1:1:2 v/v). Una vez seco, el precipitado fue disuelto en 2 ml de NaOH 1 M
calentando a 80°C durante 5 min. Alfcuotas de 0,2 ml de esta solucidén fue-
ron contadas en un contador de centelleo 1fquido, utilizando el 1iquido
centellante ya descripto. La eficiencia del conteo fue del 38%.

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR DE LOS HEPATOCITOS

E1 fraccionamiento subcelular de los hepatocitos de rata fue efec-
tuado de acuerdo al método de Lodola y col.(412) que se esquematiza mds a-
bajo, excepto que la solucidén A fue utilizada como medio de homogeinizacién
y resuspensién, Todas las operaciones se realizaron en frfio.
SUSPENSION DE HEPATOCITOS

I

| Homogeinizacién 2x15 seg

| Centrifugacién 14.000xg 5 min

i

PELLET SOBRENADANTE
| (fraccidn citosélica)

| Resuspensién en sol.A (10 ml)
| Homogeinizacién 3x10 seg
| Centrifugacién 14.000xg 3 min
l

| l

| I

PELLET SOBRENADANTE

| (fraccién microsomal)

| Resuspensién en sol.A
MITOCONDRIAS



81

Las homogenizaciones fueron realizadas en un Potter-Elvehjem con
homogenizador de teflén y las centrifugaciones en una centrfifuga refrigera-
da Sorvall RC-5B, rotor SS-34.

INDUCCION DE DIABETES EXPERIMENTAL EN RATAS

La diabetes experimental en ratas fue inducida, en todos los expe-
rimentos, por la administracién intravenosa, de una sola dosis de estrepto-
zotocina (65 mg/kg de peso) en animales anestesiados con éter. La droga fue
preparada en el momento de ser usada, en NaCl 0,9% acidificado a pH 4,5 con
dcido citrico 0,05 M, segin recomiendan Junod y col.(413). Los animales
fueron sacrificados a los 5, 15 y 30 dfas de la administracidn de STZ para
el estudio de la evolucidn del estado diabético; en el resto de los experi-
mentos fueron utilizados animales luego de 15 dfas de haber sido inyecta-
dos.

E1 criterio usado para establecer la severidad del estado diabéti-
co fue una extensidn del descripto por Steiner (414) e incluyd la medicién
de glucosuria, polidipsia, poliuria y polifagia. También fueron seguidas la
velocidad y direccidén de los cambios en el peso corporal.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE SUCCINIL CoA SINTETASA

Los hepatocitos fueron resuspendidos en buffer Tris-HC1 0,1 M (pH
7,4) y se homogeneizaron en un Potter-Elvehjem con homogeinizador de teflén
(3x10 seg). Los homogenatos fueron inmediatamente congelados en un bafio de
acetona/hielo seco y guardados a -20°C hasta el dfa siguiente. La actividad
de succinil CoA sintetasa fue determinada por el método descripto por Kauf-
man y Alivisatos (7). Una unidad de succinil CoA sintetasa fue definida co-
mo la cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 umol de dcido suc-
cinilhidroxdmico en 30 min a 37°C.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ALA-D

Los hepatocitos fueron resuspendidos en sacarosa 0,25 M contenien-

do KC1 0,15 M y se homogeneizaron en un Potter-Elvehjem con homogeinizador
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de teflén (3x10 seg). Los homogenatos fueron inmediatamente congelados en
un bafio de acetona/hielo seco y guardados a -20°C hasta el dfa siguiente.
La actividad de ALA-D fue determinada por el método de Gibson y col.(415).
Una unidad de ALA-D fue definida como la cantidad de enzima que cataliza la
formacién de 1 nmol de PBG en 1 hora a 37°C.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ALA-S

Los hepatocitos fueron resuspendidos en un medio conteniendo Tris-
HC1 0,01 M (pH 7,4), EDTA 0,1 mM y fosfato de piridoxal 0,1 mM en sacarosa
0,25 M y homogeneizados en un Potter-Elvehjem con homogeinizador de tefldn
(3x10 seg). Los homogenatos fueron congelados inmediatamente en un bafio de
acetona/hielo seco y guardados a -20°C hasta el dfa siguiente. En el momen-
to de ser usados fueron descongelados y sonicados por 15 seg con un sonica-
dor Ultrasonics Cell Disruptor (150 W/cm2). La actividad de ALA-S fue de-
terminada por un procedimiento colorimétrico. La mezcla de incubacién con-
tenfa, en un volumen final de 2 m1, 100 umoles de buffer Tris-HC1 (pH 7,4);
200 umoles de glicina; 10 umoles de ATP (neutralizado); 0,2 umoles de fos-
fato de piridoxal; 10 umoles de MgClp; 10 umoles de EDTA; 5 umoles de suc-
cinil CoA y 0,5 ml de homogenato (aproximadamente 3,5 mg de protefnas). EIl
succinil CoA fue sintetizado quimicamente, en el momento de ser usado, se-
gin el método de Simon y Shemin (416), modificado por Zaman y col.(417).
Las incubaciones fueron llevadas a cabo en un bafio Dubnoff con agitacidn
(60 oscilaciones/min) a 37°C durante 30 min. Luego de este tiempo, la reac-
cién fue detenida por agregado de 0,5 ml de TCA 25%. E1 4cido 5-aminolevu-
1fnico formado fue convertido en el pirrol correspondiente y éste fue de-
terminado, y corregido por la contaminacidén con aminocetona, de acuerdo al
método de Granick (28).

Una unidad de ALA-S fue definida como la cantidad de enzima que
cataliza la formacién de 1 nmol de ALA en 30 min a 37°C.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE FERROQUELATASA

Los hepatocitos fueron resuspendidos en buffer Tris-HC1 0,1 M (pH
8,1) y homogeneizados en un Potter-Elvehjem con homogeinizador de tefidén



(3x10 seg). Los homogenatos fueron congelados inmediatamente en un bafio de
acetona/hielo seco y guardados hasta el dfa siguiente a -20°C. La actividad
de ferroquelatasa fue determinada por el mismo método empleado en mitocon-
drias de hfgado de cerdo, utilizando un volumen de homogenato de 0,5 ml
(aproximadamente 3,5 mg de protefnas) en cada mezcla de incubacidn.

Una unidad de ferroquelatasa fue definida como la cantidad de en-
zima que cataliza la formacién de 1 nmol de hemo en 90 min a 37°C.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CITOCROMO P-450

La determinacién del contenido de citocromo P-450 en hepatocitos
aislados estuvo basada en el método descripto por Moldéus y col. (418). Pa-
ra ello, en dos cubetas (muestra y referencia) se colocaron 2,5 ml de sus-
pensién de hepatocitos en solucién A, conteniendo aproximadamente 0,5x106
células/ml, En la cubeta "muestra" se burbujeé CO durante 90 seg y luego se
agregaron 10 mg, aproximadamente, de ditionito de sodio a cada una de las
cubetas. Inmediatamente después, se registré el espectro de diferencia en-
tre 380 y 500 nm. La variacién de absorbancia entre 450 y 490 nm fue consi-
derada, utilizando el coeficiente de extincidn de 91 m-1 cm-1 propuesto
por Omura y Sato (419), para la cuantificacién del contenido de citocromo
P-450.

nmoles citocromo P-450/100 hepatocitos = A450 - A490 x 1000
91 x nOhepatocitos
106

Fueron registrados espectros diferencia en distintas condiciones,
seglin Estabrook y Werringloer (420), que permitieron la evaluacién de la
contaminacién por oxihemoglobina y la contribucién de citocromo bs.

Generacidn de CO
E1 CO fue obtenido en un generador, por reaccidén de formiato de
sodio y 4cido sulfirico con calentamiento suave.
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19 PARTE: PURIFICACION DE FERRO- Y COBALTOQUELATASA

SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA MITOCONDRIAL

Como una primera etapa para la purificacién de ferro- y cobalto-
quelatasa fueron ensayados distintos tratamientos, tendientes a lograr la
solubilizacidn de las actividades enzimdticas en estudio, que se encuentran
en la membrana mitocondrial interna. Para ello, las mitocondrias lavadas
fueron sometidas a congelamiento y descongelamiento y tratadas, después,
con varios detergentes en diferentes concentraciones y durante distintos
tiempos, como asf también con agentes caotrépicos y sometidas a diferentes
tiempos de sonicacién.

Las concentraciones de detergentes que se indican son concentra-
ciones finales durante el tratamiento. A menos que se indique lo contrario,
el término control representa la fraccidn de mitocondrias congeladas y des-
congeladas.

Efecto de 1a sonicacién

Como un primer intento para solubilizar las actividades enzimdti-
cas, las mitocondrias fueron sonicadas durante diferentes tiempos (figura
1). La actividad de ferroquelatasa sufrid pocas alteraciones luego de Ila
sonicacién de las mitocondrias hasta 120 sequndos, pero esta actividad en-
zimdtica fue completamente perdida cuando se sonicé a tiempos mds largos.
La actividad de cobaltoquelatasa disminuyd en forma paralela con respecto
al control no sonicado, con cualquiera de los tiempos de sonicacién proba-
dos. Después de 30 segundos de sonicacidn, el 95% de la proteina total fue
solubilizada y este valor se mantuvo aproximadamente constante para todos
los tiempos de sonicacién ensayados.

Efecto del tratamiento con deoxicolato de sodio

E1 deoxicolato de sodio, un detergente aniénico, fue utilizado co-
mo agente solubilizante a diferentes concentraciones (figura 2). Los trata-
mientos realizados fueron de larga duracién (el detergente en contacto con
las mitocondrias durante 18 horas) y de corta duracién (el detergente en

contacto con las mitocondrias durante 1 hora). La accidn del deoxicolato de
sodio disminuyé significativamente la actividad de ferro- y cobaltoquelata-
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sa durante el tratamiento prolongado, pero se observ6 una ligera activacidn
luego del tratamiento de 1 hora con concentraciones bajas de detergente.

Las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa tratadas con 2 mg/mi
de deoxicolato de sodio durante 1 6 18 horas no fueron modificadas por una
posterior sonicacién de 30 sequndos. Aproximadamente, el 95% de la proteina
total fue solubilizada en los tratamientos con deoxicolato de sodio y este
valor no fue modificado por una posterior sonicacién de 30 segundos.

Efecto del tratamiento con Tween 20

E1 Tween 20 (monolaurato polioxietilensorbitano) fue otro de los
detergentes utilizados para la solubilizacién de las protefinas mitocondria-
les. Las mitocondrias fueron tratadas con este agente surfactante, de ca-

racterfsticas no iénicas, en concentraciones entre 10 y 50 mg/ml, durante 1
6 18 horas (figura 3 A). Todos los tratamientos ensayados con este deter-
gente inactivaron casi completamente la actividad de ferro- y cobaltoquela-
tasa. La sonicacidén durante 30 sequndos, luego del tratamiento con 30 mg/ml
de Tween 20 durante 1 6 18 horas, no revirtié la pérdida total de ambas ac-
tividades enzimaticas.

Luego de 18 horas de los tratamientos, las protefnas mitocondria-
les fueron solubilizadas en forma creciente, con concentraciones crecientes
de Tween 20, hasta un 100% de solubilizacién con 30 mg/ml de detergente.
Por otra parte, luego de 1 hora de tratamiento, el 70% de la proteina total
fue solubilizada con cualquiera de las concentraciones utilizadas de este
surfactante; la sonicacidén por 30 segundos incrementd este valor al 100%.

Efecto del tratamiento con Lubrol PX

Los resultados obtenidos luego del tratamiento con Lubrol PX, un
polioxietil éter, sobre las actividades de ferro- y cobaltoguelatasa, se
observan en la figura 3 B. Incrementos en las actividades de ferroquelatasa
se obtuvieron con 20 mg/ml de Lubrol PX en tratamientos durante 1 6 18 ho-
ras. Resultados que presentaban sélo ligeras diferencias, fueron obtenidos
para la actividad de cobaltoquelatasa. Las actividades de ferro- y cobalto-
quelatasa disminuyeron cerca de un 30% por sonicacidén durante 30 segundos
luego del tratamiento por 1 6 18 horas con 20 mg/ml de detergente. Las pro-
teinas solubilizadas, bajo cualquiera de los tratamientos con Lubrol PX,
con o sin sonicacién, fueron cerca del 85% de la protefna total presente.
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Figura 1: Efecto del tiempo de sonicacidn

Las mitocondrias fueron sonicadas durante los tiempos indicados y luego
usadas como fuente de protefna enzimdtica. Los resultados estdn expresados
como porcentajes respecto del control no sonicado. Cada punto representa el
promedio * E.S. de seis experimentos. Ferroquelatasa (Q); Cobaltoquelatasa
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Figura 2: Efecto del deoxicolato de sodio

Las mitocondrias fueron tratadas con diferentes concentraciones de deoxico-
lato de sodio. Los resultados estdn expresados como porcentajes respecto de
controles no tratados. Cada punto representa el promedio + E.S. de 4 expe-
rimentos. Ferroquelatasa, tratada durante 1 hora (O) y 18 horas (A). Cobal-

toquelatasa, tratada durante 1 hora (®) y 18 horas (&),
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Figura 3: Efecto de distintos detergentes

Las mitocondrias fueron tratadas con diferentes concentraciones de Tween 20
(A), Lubrol PX (B) y Lubrol WX (C). Los resultados estdn expresados como
porcentajes respecto de controles no tratados. Cada punto representa el
pro-medio * E.S. de 4 experimentos. Ferroquelatasa, tratada durante 1 hora
(23 y 18 horas (A). Cobaltoquelatasa, tratada durante 1 hora (®) y 18 horas
(A).
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Efecto del tratamiento con Lubrol WX
Los tratamientos realizados con diferentes concentraciones de Lu-

brol WX, otro polioxietilen éter, causaron un aumento de la actividad de
ferro y cobaltoquelatasa cuando este agente surfactante neutro se encon-
traba en una concentracién de 10 mg/ml y durante un tratamiento de 1 hora.
Los tratamientos prolongados ocasionaron una pérdida parcial de ambas acti-
vidades (figura 3 C). La sonicacién durante 30 segundos, luego del trata-
miento con Lubrol WX (10 mg/ml) durante 1 6 18 horas, no modificd signifi-
cativamente los resultados anteriores.

E1 93% de la proteina total fue solubilizada cuando las mitocon-
drias fueron tratadas con 20 mg/ml de Lubrol WX durante 18 horas. Luego de
1 hora de tratamiento, cerca del 80% de la protefna total fue solubilizada
a cualquier concentracidén de detergente utilizada. La sonicacidn durante 30
segundos, luego del tratamiento con Lubrol WX 10 mg/ml durante 1 hora, in-
crementd s6lo ligeramente la protefna solubilizada.

Efecto del tratamiento con Tritén X-100
E1 Tritén X-100, un detergente no i6nico de la serie de los al-

quilfenoxipolietoxietanol, fue utilizado, a diferentes concentraciones y en
tratamientos de 1 y 18 horas, como agente solubilizante de protefnas mito-
condriales (figura 4). Los mejores resultados fueron obtenidos con 25 mg/ml
de este detergente en un tratamiento de 18 horas, luego de las cuales se
obtuvieron actividades de ferro- y cobaltoquelatasa cerca de 3 veceS supe-
riores a las obtenidas luego de congelar y descongelar las mitocondrias.
Los tratamientos de 1 hora modificaron ligeramente 1las actividades de
ferro- y cobaltoquelatasa. La sonicacién durante 30 sequndos, luego de 1 6
18 horas de tratamiento con 25 mg/m} de Tritén X-100, disminuyé la activi-
dad de ferroquelatasa 50 y 70%, respectivamente, y la de cobaltoquelatasa
en un 60% en ambos tratamientos.

Luego de 18 horas de tratamiento con 10 mg/ml de Tritdén X-100 se
solubilizaron cerca del 85% de las protefnas totales; la sonicacién durante
30 segundos, luego de este tratamiento, incrementé la solubilidad a valores
cercanos al 100%.

Cuando las mitocondrias, luego de ser congeladas y descongeladas,
fueron centrifugadas a 20.000xg durante 30 min, el 45 y 55% de las unidades
totales de ferro- y cobaltoquelatasa, respectivamente, quedaron en el pre-
cipitado y el resto se localizé en el sobrenadante. Resultados similares
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Figura 4: Efecto del tratamiento con Tritén X-100
Las mitocondrias fueron tratadas con diferentes concentraciones de Tritodn
X-100. Los resultados estdn expresados como porcentajes respecto de contro-
les no tratados. Cada punto representa el promedido * E.S. de 6 experimen-
tos. Ferroquelatasa, tratada durante 1 hora (O) y 18 horas (A); cobaltoque-
latasa, tratada durante 1 hora (@) y 18 horas (a).
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fueron obtenidos luegqo de centrifugar a 105.000xg durante 1 hora. Las uni-
dades totales de ambas actividades liberadas al sobrenadante en ambas cen-
trifugaciones, luego del tratamiento con 25 mg/ml de Tritén X-100 durante
18 horas, correspondi§ a valores que representaron casi el triple de las
unidades medidas en la mitocondria congelada y descongelada sin ningudn otro
tratamiento. No fueron detectadas actividades de ferro- y cobaltoquelatasa
en los precipitados de 20.000xg y 105.000xg luego del tratamiento con el
detergente.

Efecto del tratamiento con agentes caotrdépicos
La solubilizacién de las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa

de la membrana mitocondrial fue también ensayada por la accién de agentes
caotrdpicos, iones que favorecen la transferencia de grupos no polares al
agua. En primer lugar se utilizé el KSCN, una sal que no compleja los iones
ferrosos. E1 tratamiento fue realizado a 0°C durante 20 min con concentra-
ciones finales del i6n caotrdpico entre 0,5 y 4 M, Luego de centrifugar a
20.000xg por 30 min, no fue posible detectar actividades de ferro- y cobal-
toquelatasa en los sobrenadantes. Otro agente caotrépico, el NaClO4, fue
utilizado para la solubilizacién de ferro- y cobaltoquelatasa, en las mis-
mas condiciones experimentales empleadas para el KSCN. En los sobrenadantes
resultantes de los tratamientos con NaCl04 0,5 y 1 M fue posible determinar
actividad de ferro y cobaltoquelatasa, pero sélo 30 6 35% superior a las de
los controles.

PURIFICACION DE LA PROTEINA MITOCONDRIAL SOLUBILIZADA

Las actividades enzimdticas de ferro- y cobaltoquelatasa fueron
solubilizadas tratando las mitocondrias, congeladas y descongeladas, con 25
mg/ml (2,5% p/v) de Tritén X-100 durante 18 horas; posteriormente fueron
diluidas con un volumen igual de buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1) y centrifu-
gadas a 20.000xg por 30 min. El1 sobrenadante resultante, que contenia las
protefnas mitocondriales solubilizadas, presentd una actividad especifica
aproximadamente 3 veces superior, con respecto a las mitocondrias congela-
das y descongeladas.

Posteriores intentos de purificacién condujeron a la utittzacidn
de distintas técnicas, cuyos resultados se detallan a continuacidén. A menos
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que se indique lo contrario, el término control se refiere a la fraccién de
mitocondrias congeladas y descongeladas.

Tratamiento con gel de fosfato de calcio

La fraccidén solubilizada con Tritén X-100 2,5% fue tratada con gel
de fosfato de calcio en una relacién de 2,5 mg de gel por miligramo de pro-
tefna. En la Tabla I se resumen los resultados obtenidos en las distintas
fracciones. Las protefnas no adsorbidas por el gel no presentaron actividad
de ferro- y cobaltoquelatasa. Del mismo modo, no fue detectada actividad de
ferro- y cobaltoquelatasa en las fracciones proteicas elufdas del gel con
concentraciones crecientes de buffer. S§lo un 63% de la protefna total ad-
sorbida por el gel de fosfato fue eluida con la concentracién mayor de buf-
fer utilizada. Sin embargo, debido a que fuerzas idnicas mayores producfan
inhibicién de ambas actividades enzimdticas, no fue posible lograr un por-
centaje mayor de elucidn de las protefinas adsorbidas.

Precipitacidén diferencial por calentamiento a distintas temperaturas

La fraccidn solubilizada con Tritén X-100 fue sometida a precipi-
tacidén de protefnas por calentamiento a distintas temperaturas durante dis-
tintos tiempos. Luego de eliminar las protefnas precipitadas, se determind
en el sobrenadante la actividad de ferro- y cobaltoquelatasa. E1 calenta-
miento a 60°C causd la pérdida casi total de ambas actividades enzimdticas
aun en los tiempos mds cortos (Tabla I). Luego de 5 minutos a 50°C sélo hu-
bo un remantente en el sobrenadante del 56 y 65% de actividad de ferro- y
cobaltoquelatasa, respectivamente, en relacién a la actividad de la frac-
cién solubilizada. A tiempos mds largos, 10 & 15 minutos, la actividad re-
manente fue algo menor en ambos casos (Tabla I).

Precipitacidn por cambio de pH

Las protefinas mitocondriales solubilizadas fueron 1levadas a pH 5
con &cido acético glacial, elimindndose, luego de 10 min, las protefnas
precipitadas por centrifugacién a 10.000xg durante 10 min. No fue detectada
actividad de ferro- y cobaltoquelatasa en el sobrenadante (Tabla I).

Didlisis
La enzima solubilizada fue dializada contra agua en una membrana
de celulosa. E1 dializado presentd 2 fracciones, sobrenadante y.precipitado
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TABLA I: Tratamiento con gel de fosfato, calentamiento y pH 5

La fraccidn solubilizada con Tritén X-100 2,5% (p/+) fue tratada gel fosfa-
to de calcio (2,5 mg gel/mg de protefna) a 4°C. Luego de centrifugar 10 min
a 2.500xg, fue medida la actividad en el sobrenadante y en el precipitado
elufdo con buffer Tris-HC1 en las concentraciones y pH indicados. Otra
fraccién de la enzima solubilizada fue calentada a distintas temperaturas
durante los tiempos indicados, centrifugada a 15.000xg durante 15 min y de-
terminada la actividad enzimdtica en los sobrenadantes. Otra fraccidn de la
enzima solubilizada fue llevada a pH 5 a 4°C con 4cido acético glacial,
centrifugada a 15.000xg durante 15 minutos y determinada la actividad en el
sobrenadante, previamente llevada a pH 8,1 con NaOH 1 M. Los resultados es-
tdn expresados como porcentajes respecto de controles y representan el pro-
medio * E.S. de 4 experimentos.

% ACTIVIDAD ESPECIFICA
FRACCION
FERROQUELATASA | COBALTOQUELATASA
CONTROL 100 100
FRACCION SOLUBILIZADA 287 + 21 293 t 25
SOBRENADANTE GEL DE FQSFATO DE CALCIO 3+1 72
ELUIDO GEL TRIS-HC1 0,15 M (pH 8,1) 9t 2 7t1
ELUIDO GEL TRIS-HC1 0,20 M (pH 8,1) 0 0
CALENTAMIENTO A 50°C 5 min 140 t 9 163 + 12
10 min 110 + 8 135 + 10
15 min 113 t 9 128 + 7
CALENTAMIENTO A 60°C 5 min 16 £+ 3 26 t 3
10 min 0 0
15 min 0 0
SOBRENADANTE pH 5 0 0
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midiéndose en ambas la actividad de ferro- y cobaltoquelatasa (Tabla II).

Ambas actividades enzimiticas presentaron en el sobrenadante del
dializado, valores muy disminufdos respecto de los obtenidos en la fraccidn
solubilizada, mientras que fue despreciable la actividad medida en el pre-
cipitado. La actividad de ferro- y cobaltoquelatasa fue nula en el Ifquido
de contradidlisis.

Ultrafiltracién

La fraccidn soluble fue ultrafiltrada a través de una membrana de
celulosa con un poro de 12.000 D de 1imite, durante 6 horas (Tabla III). No
fue detectada actividad de ferro- o cobaltoquelatasa en la fraccién ultra
filtrada, mientras que el residuo conservé ambas actividades pero en nive-

les muy inferiores a los de la fraccidén solubilizada. Cuando se determinég
actividad enzimdtica en el ultrafiltrado mds el residuo en una relacién 7:1
(v/v), los valores obtenidos fueron semejantes a los obtenidos con el resi-
duo sélo, tanto para ferroquelatasa como para cobaltoguelatasa.

Fraccionamiento salino

La fraccidn de protefnas mitocondriales solubilizadas con Tritén
X-100 2,5% (p/v) fue sometida a un fraccionamiento salino por adicién de
sulfato de amonio sélido hasta distintos porcentajes de saturacién (figura
5). La fraccién precipitada entre el 20 y 50% de saturacidén con dicha sal
conservd el 71% y el 67% de la actividad total de ferro- y cobaltoquelatasa
respectivamente. Ademds dicha fraccién poseyd una actividad especifica en-
tre 3 y 4 veces superior a lo observado en la fraccidén solubilizada, tanto
para ferroquelatasa como para cobaltoquelatasa.

Filtracion molecular por Sephadex G-25

La fraccién proteica precipitada entre 20 y 50% de saturacién con
sulfato de amonio fue resuspendida en buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1) y sem-
brada en una columna de Sephadex G-25 (17 x 2)cm. La actividad especifica

de ferro- y cobaltoquelatasa, determinada en la fraccidn proteica elufda de
esta columna, fue semejante a la observada en el precipitado del fracciona-
miento salino entre 20-50% de saturacién con sulfato de amonio.
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Tabla II: Didlisis

La enzima solubilizada con Tritén X-100 2,5% fue dializada contra agua a
4°C en una membrana de celulosa Spectrapor 4, durante 24 horas. El dializa-
do fue centrifugado a 20.000xg durante 30 min. Se determind actividad enzi-
mdtica en el sobrenadante y en el precipitado. Los resultados estdn expre-
sados como porcentajes respecto de controles y representan el promedio t
E.S. de 4 experimentos.

% ACTIVIDAD ESPECIFICA
FRACCION FERROQUELATASA COBALTOQUELATASA
CONTROL 100 100
FRACCION SOLUBLE 287 t 21 293 £ 25
SOBRENADANTE DIALIZADO 170 t 18 185 * 14
PRECIPITADO DIALIZADO 29 t3 25 + 2
LIQUIDO CONTRADIALISIS 0 0

Tabla III: Ultrafiltracidn

La fraccidn solubilizada con Tritén X-100 2,5% fue ultrafiltrada a 4°C a
través de una membrana de celulosa Spectrapor 4, durante 6 horas. Poste-
riormente, se midid§ actividad de ferro- y cobaltoquelatasa en el ultrafil-
trado, en el residuo y en el residuo mds ultrafiltrado (7:1 v/v). Los re-
sultados estdn expresados en porcentajes respecto de controles y represen-
tan el promedio + E.S. de 4 experimentos.

% ACTIVIDAD ESPECIFICA
FRACCION FERROQUELATASA COBALTOQUELATASA
CONTROL 100 100
FRACCION SOLUBLE 287 t 21 293 t 25
ULTRAFILTRADO 0 0
RESTUDO 134 t 13 131 + 14
ULTRAFILT. + RESIDUO 125 t 10 140 £ 11
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Figura 5: Fraccionamiento salino

La fraccién solubilizada con Tritén X-100 2,5% fue precipitada con sulfato
de amonio a 4°C en distintos porcentajes de saturacidn. La actividad de fe-
rro- y cobaltoquelatasa fue medida en los distintos precipitados. Las ba-
rras representan el porcentaje de actividad en los precipitados con respec-
to a Ta actividad total de la fraccidn solubilizada.
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Filtracién molecular por Sephadex G-200

Las proteinas precipitadas entre 20 y 50% de saturacidén con sulfa-
to de amonio fueron resuspendidas en un pequefio volumen de Tris-HC1 0,1 M
(pH 8,1) y sembradas en una columna de Sephadex G-200. Cuando la elucidn de
las protefnas en esta columna fue echa con buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1)
se obtuvieron varios picos, para cada una de las actividades enzimdticas,
correspondientes a distintos voldmenes de elucidén. Sin embargo, ambas acti-
vidades enzimdticas fueron elufdos en una sola fraccidn, correspondiente al
volumen muerto de la columna, cuando KC1 0,1 M fue agregado al buffer de e-
lucién.

En la figura 6 se representan los grdficos de elucién de las pro-
teinas y de las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa a través de la co-
Tumna dg Sephadex G-200.

Filtracidn molecular por Sephacryl S-300
Debido a la falta de resolucién de los picos con actividad de fe-

rro- y cobaltoquelatasa en la columna de Sephadex G-200, se realizd una
filtracién molecular a través de Sephacryl S-300, para lograr un mayor ran-
go de fraccionamiento. €1 precipitado de proteinas obtenido, luego de tra-
tar la fraccidn mitocondrial solubilizada con sulfato de amonio entre 20 y
50% de saturacidén, fue suspendido y sembrado en una columna de Sephacryl
S$-300. La elucign se realizé con buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1) conteniendo
Tritén X-100 1% (p/v). Un perfil de elucidén tipico se muestra en la figura
7 A. En ella se observa que ambas actividades enzimdticas eluyen en una
misma fraccidn. Dicha fraccidn presentd actividades especificas de ferro-y
cobaltoquelatasa entre 9 y 10 veces superior a las obtenidas con el frac-
cionamiento salino. De acuerdo a la curva de calibracién representada en la
figura 7 B, este pico corresponderia a proteinas de un peso molecular apro-
ximado de 240.000. La ausencia del detergente en el buffer de elucién, si
bien alterd parcialmente el perfil de elucién de las protefnas, no modificé
la ubicacidén del pico con actividad de ferro- y cobaltoquelatasa ni las ac-
tividades especificas correspondientes.

Para la caracterizacién enzimdtica se utilizé una fraccién purifi-
cada proveniente de una columna elufda en ausencia de detergente.
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Figura 6: Filtracién molecular por Sephadex G-200

Las protefnas precipitadas con sulfato de amonio entre 20 y 50% de satura-
cién (aproximadamente 40 mg) fueron sembradas en una columna de Sephadex
G-200 (58 x 1,6 cm), equilibrada previamente y eluida con buffer Tris-HCI
0,1 M (pH 8,1,y KC1 0,1 M. Con un flujo de 4 m1/cm2 hora fueron recogidas
las fracciones de 1,5 ml cada una. La cantidad de protefnas y la actividad
de ferro- y cobaltoguelatasa fueron determinadas en cada una de las frac-

ciones.
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Figura 7: Filtracidn molecular por Sephacryl S-300
A) Las protefnas precipitadas con sulfato de amonio entre 20 y 50% de satu-
racidon (aproximadamente 35 mg) fueron sembradas en una columna de Sephacryl
S-300 (62 x 1,6 cm) equilibrada previamente y elufda con buffer Tris-HCI
0,1 M (pH 8,1) y Tritén X-100 1%. E1 flujo de la columna fue de 10 ml/cm2
hora y fueron recogidas fracciones de 1,5 ml cada una. La cantidad de pro-
tefnas y la actividad de ferro- y cobaltoquelatasa fueron determinadas en
cada una de las fracciones. B) Curva de calibracién de la columna de Sep-
hacryl S-300. Vo (volumen de elucién del azul dextrano): 41 ml. Volumen de

elucién del CoCly. 114 m).
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ESQUEMA DE LA PURIFICACION DE FERRO- Y COBALTOQUELATASA

E1 esquema final de la purificacién de ferro- y cobaltoquelatasa
se describe en la Tabla IV. Ambas actividades enzimdticas presentaron simi-
lares grados de purificacién, superior a las 400 veces, y con rendimientos
cercanos al 30%. Dichos pardmetros variaron en forma semejante a lo largo
de los distintos pasos de purificacién tanto para ferroquelatasa como para
cobaltoquelatasa.

Pureza y estabilidad

La homogeneidad de la preparacidn enzimdtica eluida de la columna
de Sephacryl $-300 fue determinada por una electroforesis en gel de polia-
crilamida con SDS. Esta fraccién dio una sola banda neta, aunque se obser-
varon trazas de una banda, ligeramente tefiida, correspondiente a un peso
molecular de 66.000 aproximadamente (figura 8). La pureza de esta prepara-
cién fue estimada superior al 90%, de acuerdo a lo observado con la exposi-

cién del gel tefiido en un densitdémetro. La ferro- y cobaltoquelatasa puri-
ficada, en concentraciones de 130 ug/ml, fue estable por no mds de 12 horas
en buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1), mds alld de lo cual la actividad decayé
ridpidamente. Por otra parte, la estabilidad de las fracciones mitocondrial
y solubilizada fue de varias semanas cuando fue guardada a -20°C.
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2Q PARTE: CARACTERIZACION DE FERRO- Y COBALTOQUELATASA

PESO MOLECULAR

Las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa fueron eluidas de una
columna de Sephacryl S-300 con buffer Tris-HC1 0,1 M (pH 8,1) en una misma
fraccidn, correspondiente a un peso molecular relativo de 240.000. Cuando
la misma columna fue corrida con el mencionado buffer conteniendo Tritén

X-100 1%, la fraccidén con actividad de ferro- y cobaltoquelatasa eluyd, asf
mismo, como una protefna correspondiente a 240.000 de peso molecular, de a-
cuerdo a la calibracién realizada en las nuevas condiciones (figura 7 Ay
B).

La protefna purificada, con actividad de ferro- y cobaltoquelata-
sa, dio una sola banda de peso molecular relativo de 40.000, cuando fue so-
metida a electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, usando seroalbu-
mina bovina, ovoalbimina y glicero-3-fosfato deshidrogenasa como protefnas
marcadoras de peso molecular (figura 8).

ESPECTRO DE ABSORCION
E1 espectro de absorcién ultravioleta-visible de la enzima purifi-

cada se muestra en la figura 9. No hubo evidencias de l1a presencia de co-
factores cromoféricos tales como hemo, piridoxal o flavinas en los espec-
tros obtenidos de diferentes preparaciones enzimdticas.

CURVA DE TIEMPO DE LA REACCION
La curva de tiempo de la reaccidn catalizada por ferro- y cobalto-

quelatasa se representa en la figura 10. Cuando ferro- y cobaltoquelatasa
fueron incubadas bajo atmésfera de nitrégeno, la formacidén de producto au-
mentd linealmente con el tiempo durante 2 horas de incubacién. Cuando la
actividad de ferroquelatasa fue determinada bajo condiciones aerébicas, en
presencia de glutation, se obtuvo el 60% de la velocidad de reaccién obser-
vada bajo atmdsfera de nitrdgeno.

En la misma figura 10 se observa que, cuando las mitocondrias con-
geladas y descongeladas, son utilizadas como preparacién enzimdtica con ac-
tividad de ferroquelatasa, no hubo formacién de hemo en los primeros 15 mi-
nutos de reaccién, luego de lo cual la cantidad de hemo formado se incre-
mentS linealmente con el tiempo. Sin embargo, la formacién de cobaltomeso-

porfirina aumentd en forma lineal desde el comienzo de la incubacidn.
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Figura 8: Electrotoresis en gel de poliacrilamida con SDS

Muestras de cada una de las etapas del esquema de purifticacidén de ferro- y
cobaltoquelatasa fueron corridas en un gel de poliacrilamida 10% con SDS.
De derecha a 1zquierda: mitocondrias congeladas y descongeladas, 100 ug;
fraccién solubilizada, 100 ug; marcadores de peso molecular (seroalbumina
bovina, 66.000; ovoalbumina, 44.000; glfcero 3-fostato deshidrogenasa,
36.000), 10 ug; fraccion precipitada con sulfato de amonio 20-50%, 50 ug;
fraccién eluida de cromatografia en Sephacryl 5-300 (2 calles), 10 ug.
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Figura 9: Espectro de absorcién de la enzima purificada
Espectro de absorcidn de la traccién eluida de Sephacryl $-300 (100 ug/ml)
en bufter Tris-HCI 0,1 M (pH 8,1).
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Figura 10: Curva de tiempo

Las actividades de ferroquelatasa (simbolos claros) y cobaltoquelatasa
(sfmbolos oscuros) tueron determinadas a distintos tiempos, bajo atmdsfera
de Ny utilizando la traccidén puriticada (O @®) o mitocondrias congeladas y
descongeladas (Aa4). Los resultados indican el promedio de 3 experimentos.
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EFECTO DE LA CANTIDAD DE PROTEINAS
Los efectos de la variacidn de la cantidad de protefna purificada

sobre la formacién de producto se observan en la figura 11. Grdficos no li-
neales fueron obtenidos para las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa
purificadas, con cantidades crecientes de proteinas, en un rango de 16 a 80

ug.

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
La curva de actividad enzimdtica en funcién del pH (figura 12)

muestra un pico Unico correspondiente al pH 8,1 para la 6ptima formacién de
ferro- y cobaltomesoporfirina. Cuando la protefna enzimdtica fue expuesta a
los pH indicados por un corto tiempo y luego reajustados a pH 8,1, la acti-
vidad de ferro- y cobaltoquelatas no sufrid alteraciones.

EFECTO DE LA TEMPERATURA Y ENERGIA DE ACTIVACION
Cuando la actividad enzimdtica de ferro- y cobaltoquelatasa fue

determinada en la protefna purificada con temperaturas de incubacién entre
25 y 63°C, la midxima formacidn de mesohemo y cobaltomesoporfirina, luego de
90 minutos, fue obtenida a 42°C (figura 13). En la figura 14 se representan
las curvas obtenidas graficando el logaritmo de la velocidad inicial de la
reaccién, en funcidn de la inversa de la temperatura utilizada en cada de-
terminacién., Para ambas actividades enzimdticas se obtuvieron rectas sin
variacién de pendiente. De la pendiente de estas rectas, de acuerdo a la
ecuacion de Arrhenius, se calculd la energia de activacién para ambas reac-
ciones, obteniéndose valores de 15.881 * 1.493 cal/mol y 17.123 + 1.832
cal/mol para las reacciones catalizadas por ferro- y cobaltoquelatasa, res-
pectivamente. El factor de temperatura (Qjg), que indica el incremento de
la velocidad de reaccidén con un aumento de la temperatura de 10°C, fue de
2,37 para ferroquelatasa y 2,22 para cobaltoquelatasa.

ESTUDIOS CINETICOS DE LAS REACCIONES

Los valores de Km y Vmdxima para mesoporfirina y para hierro(Il) y
cobalto(Il), fueron calculados de los grdficos de Lineweaver-Burk (figura
15 A y B). Los resultados obtenidos para ferro- y cobaltoquelatasa se indi-

can en la Tabla V.

EFECTO DE IONES METALICOS
Se estudiaron los efectos de diferentes iones metdlicos sobre la
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Figura 11: Curva de actividad enzimdtica en funcidn de la cantidad de pro-
teina. Las actividades de ferroquelatasa (O) y cobaltoquelatasa (@) fueron
determinadas luego de YU minutos de incubacidén con distintas cantidades de
proteina enzimatica purificada. Los resultados representan el promedio %
E.S. de 4 experimentos.
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Figura 12: Curva de actividad enzimitica en funcién del pH

Las actividades de terroquelatasa (Q) y cobaltoquelatasa (@) tueron deter-
minadas luego de 90 minutos de incubacién a distintos pH. Los resultados
indican el promedio t E.S. de 4 experimentos.
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Figura 13: Curva de actividad enzimitica en funcién de la temperatura

Las actividades de ferroquelatasa (O) y cobaltoquelatasa (@) tueron deter-
minadas luego de Y0 minutos de incubacién a distintas temperaturas. Los re-
sultados indican el promedio de 3 experimentos.
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Figura 14: Gratico de Arrhenius para las actividades de ferrof@y cobalto-

quelatasa (@

Los resultados representan el promedio t t.S. de 4 experimentos.
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Figura 15: Gra&ficos de Lineweaver-Burk

Las actividades de terroquelatasa (O) y cobaltoquelatasa (®) ftueron deter-
minadas con diterentes concentraciones de mesoportirina (A) y con diferen-
tes concentraciones de! catién metdlico correspondiente (B), manteniendo,
en ambos casos, !a concentracién del otro sustrato constante. Los resulta-
dos representan el promedio de 3 experimentos.
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Tabla V: Valores aparentes de Km y Vmax para ferro- y cobaltoquelatasa.
Los resultados fueron obtenidos de los graficos de Lineweaver-Burk corres-
pondientes.

Km VELOCIDAD MAXIMA
(uM) (nmoles prod. min-1 mg prot-1)
SUSTRATO VARIABLE FERROQ.  COBALTOQ. FERROQ. COBALTOQ.
Fe(Il) 23,3 9,8
Co(Il) 27,0 9,3
Mesoporfirina 30,3 45,5 8,9 9,1

Tabla VI: Efecto de cationes divalentes.

Diferentes cationes divalentes fueron agregados a la mezcla de incubacién
en las concentraciones finales indicadas. Los resultados estdn expresados
como porcentajes de actividades respecto de la fraccién purificada en incu-
baciones sin ningun agregado. Los resultados representan el promedio t E.S.
de 4 experimentos.

CATION METALICO | CONCENTRACION FERROQUELATASA COBALTOQUELATASA
(uM) % actividad % actividad
100 100
Pb(II) 50 60 * 5 56 t 6
250 20 £ 3 39 t2
Zn(1l) 50 40 t 4 31 £ 2
250 4 t1 18 £ 2
Cu(lIl) 50 88 t 6 100 £ 9
250 48 t 5 50 t 2
Hg(II) 50 20 £ 2 28 + 2
250 3t1 0
Mg(II) 50 9 + 8 100 ¢+ 9
250 99 + 9 107 £ 7
Mn(Il) 50 109 t 7 120 £+ 8
250 136 + 8 134 + 10
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actividad de ferro- y cobaltoquelatasa, presentdndose los resultados obte-
nidos en la Tabla VI. En esta tabla puede observarse que Pb(Il), Zn(Il) y
Cu(Il) inhibieron parcialmente ambas actividades enzimdticas. La presencia
de Hg(II) 250 uM, inhibié totalmente la actividad de ferro- y cobaltoquela-
tasa. E1 Mg(II), en las condiciones ensayadas, no tuvo efecto sobre las ac-
tividades de ferro- y cobaltoquelatasa, mientras que la presencia de Mn(II)
en la mezcla de incubacién, produjo una ligera activacién de ambas activi-
dades enzimdticas.

EFECTO DE REACTIVOS DE GRUPQOS SULFHIDRILICOS

Para estudiar el posible papel que pueden tener los grupos sulfhi-
drilos en la actividad de ferro- y cobaltoquelatasa, se determinaron ambas
actividades en presencia de distintos reactivos, protectores y bloqueantes

de grupos tioles (Tabla VII), La presencia de cistefna 1 mM aumentd las ac-
tividades de ferro- y cobaltoquelatasa. Dichas actividades fueron inhibidas
por la presencia de PCMB 1 mM, bloqueante de grupos tioles, siendo reverti-
da totalmente esta inhibicidén, por la adicién conjunta de cistefna 5 mM.
Cistina 1 mM disminuys a 84 y 62% las actividades de ferro- y cobaltoquela-
tasa, respectivamente. lodoacetamida, otro bloqueante de grupos sulfhidri-
los, inhibié, en gran proporcidn, ambas actividades enzimdticas. El arseni-
to de sodio 1 mM produjo una fuerte inhibicién, asf como también el sulfito
de sodio 1 mM, Este dltimo, disminuy§ drdsticamente las actividades de fe-
rro y cobaltoquelatasa.

PROTECCION POR SUSTRATOS DE LA INACTIVACION POR UN REACTIVO SULFHIDRILICO
Si los grupos sulfhidrilos estdn presentes y juegan un papel im-
portante en el sitio activo de la ferro- y/o cobaltoquelatasa, la presencia

de uno de los sustratos podria conducir a la proteccidén de estos grupos de
la inactivacidén por un agente bloqueante de tioles como la iodoacetamida.
Los datos correspondientes a estos experimentos se muestran en la figura 16
A y B. Estos resultados demuestran claramente que las actividades de ferroy
cobaltoquelasa fueron parcialmente protegidas de la inhibicidén causada por
iodoacetamida 1 mM, por la preincubacién simultdnea con Fe(II) o Co(II)
respectivamente, en una concentracién finai de 100 uM, En la misma figura
se observa que la mesoporfirina no ejercié efecto protector alguno.
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Tabla VII: Efecto de reactivos de grupos sulfhidrilos sobre las actividades
de ferro- y cobaltoquelatasa
Diferentes sustancias fueron agregadas a las mezclas de incubacién en las
concentraciones finales indicadas. Los resultados estdn expresados como
porcentajes de actividades respecto de la fraccién purificada sin ningdn
agregado. Los resultados representan el promedio t E.S. de 4 experimentos.

FERROQUELATASA COBALTOQUELATASA

REACTIVOS % actividad % actividad
100 100

Cistefna 1 mM 152 t 12 124 £ 10
Cisteina 0,1 mM 110 t 8 105 t 7
PCMB 1 mM 26 t 2 9t1
Cistefna 1 mM + PCMB 1 mM 84 t 6 71 £ 4
Cistefna 5 mM + PCMB 1 mM 110 £ 7 104 £ 6
Cistina 1 mM 84 t 5 62 t 5
[odoacetamida 1 mM 26 t 3 38 3
Arsenito de sodio 1 mM 21 t 2 29 t 2
Sulfito de sodio 1 mM 21 2 15 £ 1

Tabla VIII: Efecto protector de sustratos contra la inactivacién por calor
La enzima purificada fue preincubada a diferentes temperaturas y diferen
tes tiempos con las adiciones mencionadas. Cada sustrato fue agregado en
la misma concentracién usada en la mezcla de incubacidén para la determina
cién de actividad. Luego de la preincubacién, fue determinada la actividad
de ferro- y cobaltoquelatasa. Los resultados estdn expresados como porcen
tajes respecto de la fraccién purificada sin precalentamiento y represen
tan el promedio * E.S. de 4 experimentos.

ADICION TIEMPO FERROQUELATASA COBALTOQUELATASA

PRECALENTAMIENTO (min) % actividad % actividad
48°C 60°C 48°C 60°C

100 100 100 100

5 20 t 2 0 32 2 0

15 2 t1 0 5t1 0

Metal 5 106 t 10 0 92 +7 0

15 121 £ 9 0 101 £ 7 0

Mesoporfirina 5 23t 2 0 42 £ 3 0

15 7t1 0 11 2 0
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Figura 16: Efecto protector de sustratos contra la inactivacién por iodoa-
cetamida. La enzima purificada fue preincubada con iodoacetamida 1 mM du-
rante los tiempos indicados, con las siguientes adiciones: ninguna (O @®);
cloruro de hierro(Il), 100 uM (4); cloruro de cobalto(ll), 100 uM@}mesopor-
firina, 50 uM (@); mesoporfirina, 100 uM (®). Se agregdé, luego, glutation 5
mM. Se determinaron las actividades de terroquelatasa (A) y cobaltoquelata-
sa (B). Los resultados estdn expresados como porcentajes respecto de la
tracci6n puriticada, sin preincubacién, y representan el promedio t E.S. de
4 experimentos. Las concentraciones son ftinales en la mezcla de incubacién,
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EFECTO PROTECTOR DE LOS SUSTRATOS CONTRA LA INACTIVACION POR CALOR

E1 precalentamiento de la enzima purificada durante 5 minutos a
48°C destruy6é parcialmente las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa,
siendo completa cuando el precalentamiento se efectud durante 15 minutos.

Inactivacién completa se obtuvo con precalentamientos a 60°C a cualquiera
de los tiempos estudiados (Tabla VIII).

Cuando uno de Tlos sustratos fue agregado durante el precalenta-
miento a 48°C, se observaron diferentes efectos. La presencia de Fe(Il) o
Co(Il) durante el precalentamiento de 5 6 15 minutos, protegid las activi-
dades de ferroquelatasa o cobaltoquelatasa, respectivamente, de la inacti-
vacién por calor. La mesoporfirina no tuvo efecto protector alguno sobre
ambas actividades enzimdticas (Tabla VIII). Con precalentamientos a 60°C no
hubo proteccién contra la inactivacién de ferro- y cobaltoquelatasa con
ninguno de los sustratos.

EFECTO DE ACIDOS GRASQOS, FOSFOLIPIDOS Y COLESTEROL
Se determinaron los efectos de la presencia de dcidos grasos, fos-

folipidos y colesterol sobre las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa.
Los resultados de estos experimentos se indican en la Tabla IX. En primer
lugar fueron probados varios 4cidos grasos con distintos grados de insatu-
racién. Puede observarse que el dcido oleico aumentd, ligeramente, la acti-
vidad de ferroquelatasa, mientras que los dcidos linoleico y linolénico es-
timularon significativamente ambas actividades enzimdticas.

Los tres fosfolipidos utilizados, que difieren en su parte polar,
incrementaron, en forma similar, las actividades de ferro- y cobaltoquela-
tasa. La presencia de colesterol en la mezcla de incubacidén no tuvo efecto
sobre ambas actividades enzimdticas. Sin embargo, la presencia de coleste-
rol junto con el dcido linoleico o fosfatidiletanolamina, anulé el efecto
activador de los dos dltimos sobre las actividades de ferro- y cobaltoque-
latasa.
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Tabla IX: Efecto de acidos grasos, fosfolipidos y colesterol.

Diferentes &cidos grasos, fosfolipidos y colesterol, en las concentracio-

nes finales indicadas, fueron agregados a las mezclas de incubacidn,

mindndose las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa.
tdn expresados como porcentajes de actividades respecto de la fraccidn pu-
rificada sin ninguna adicién y representan el promedio t E.S. de 4 experi-

mentos.

Los resultados es

FERROQUELATASA COBALTOQUELATASA
ADICION "% actividad % actividad
100 100

Acido estedrico 10 mM 117 £ 9 105 £ 5
Acido oleico 10 mM 125 £ 10 109 £ 7
Acido linoleico 10 mM 185 t 15 172 £ 12
Acido linolénico 10 mM 222 £ 19 190 t 20
Dipalmitoilfosfatidilcolina 2 mM 185 t 18 169 t 15
Dipalmitoilfosfatidiletanolamina 2 mM 193 ¢ 15 177 + 14
Dipalmitoilfosfatidilserina 2 mM 164 t 16 178 t 15
Colesterol 10 mg/ml 95 t 7 106 £ 9
Colesterol 10 mg/ml +

Acido linoleico 10 mM 8 t 8 87 t5
Colesterol 10 mg/m! +

Dipalmitoilfosfatidiletanolamina 2 mM 105 % § 100 t 6




11 - MECANISMOS DE REGULACION EN LA BIOSINTESIS DEL HEMO

EN SUSPENSIONES DE HEPATOCITOS DE RATA
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VIABILIDAD E INTEGRIDAD METABOLICA DE LOS HEPATOCITOS

Observacidén microscépica

Los hepatocitos, obtenidos segin se detalla en Materiales y méto-
dos, se observaron bajo el microscopio 6ptico, encontrdndose como unidades
aisladas en su gran mayorfa, aunque ocasionalmente estaban formando agrupa-
ciones de 2 a 4 células. Los hepatocitos presentaron forma redondeada, de
contornos bien definidos, color amarillento y apariencia refrdctil. Las
suspensiones obtenidas mostraron una fraccidén poco significativa de células
no parenquimales y una pequefia contaminacién con eritrocitos y otros tipos
de células.

Rendimiento y viabilidad celular

E1 método de aislamiento de células utilizado produjo un rendi-
miento de 18,3 t 3,8 x 106 hepatocitos/gramo de higado (promedio * E.S. de
16 preparaciones diferentes).

La viabilidad de las suspensiones de hepatocitos fue determinada
por medicidén de la permeabilidad de las células al azul tripan y la libera-
cién de la enzima ldctico deshidrogenasa (LOH) (figura 17). La viabilidad
inicial, considerada como el porcentaje de células que excluyen el azul
tripan, fue del 82 * 5% ; luego de 6 horas de incubacidén a 37°C, el fndice
de viabilidad alcanzé el 71 t 6%, observdndose un descenso aproximado menor
al 2% de células viables por hora. La liberacidn de LDH al medio de suspen-
sidn fue del 17 + 2% al comienzo de la incubacién y del 26 t 3%, luego de 6
horas. Los porcentajes representan el promedio + E.S. de 16 preparaciones
diferentes.

Integridad metabdlica celular
La integridad metabdlica de las suspensiones de células fue eva-
luada midiendo la capacidad glucogenolftica y de sintesis proteica de los

hepatocitos. En la Tabla X, donde se resumen 10Ss resultados obtenidos, se
observa que ambas funciones son mantenidas durante las 6§ horas de incuba-
cién, dentro de los indices de viabilidad anteriormente indicados. Se ob-
serva también que la glucongenolisis, medida como liberacidén de glucosa al
medio de incubacién fue incrementada, aproximadamente un 100%, con el agre-
gado, al medio de suspensién, de glucagon 10-7 M.
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Figura 17: Determinaci6n de la viabilidad celular

A: Porcentaje de hepatocitos que excluyen el azul tripan al comienzo y
luego de 6 horas de incubacién. B: Porcentaje de Iliberacién de l|a enzima
LDH al medio de incubacidén, al comienzo y luego de b horas de incubacién.
Los valores indicados por las barras representan el promedio de 12 deter
minaciones de diferentes preparaciones de hepatocitos. Las Iineas vertica
les representan el error standard.
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Tabla X: Determinacién de la integridad metabdlica celular
Los valores indicados representan el promedio t E.S. de 6 determinaciones
con diferentes preparaciones de hepatocitos.

TIEMPO DE INCUBACION GLUCOGENOLISIS SINTESIS DE PROTEINAS
(Horas) umoles glucosa/h/107h99. pmoles leu/h/mg prot.
Control  Glucagon 10- M
0 2,1 t0,4 4,0 £ 0,7 8,8 12,0
3 2,0 £ 0,5 4,1 £ 0,5 8,11%1,4
6 1,7 + 0,3 3,5t0,5 7,8 +1,5

Tabla XI: Porcentaje de viabilidad de las suspensiones de hepatocitos

frente a diferentes sustancias

Los valores representan el porcentaje de células que excluyen el azul tri-
pan,en suspensiones conteniendo cada una de las sustancias mencionadas, al
inicio y luego de seis horas del agregado. Los resultados representan el
promedio de 3 determinaciones de diferentes preparaciones de hepatocitos.

AGREGADO 0 H. 6 H. AGREGADO O H. 6 H.
AIA 1,2 mM 88 76  Fenobarbital 0,6 mM 84 78
Dibutiri| AMPc 100 uM 79 75 Acetato de plomo 60 uM 75 64
Glucosa 100 mM 91 78 Maltosa 60 mM 83 69
Fructosa 60 mM 80 75  Piruvato 60 mM 84 70
Lactato 60 mM 87 74 Galactosa 60 mM 88 72
2-Deoxiglucosa 60 mM 76 69 Actinomicina 1 uM 80 73
Cicloheximida 10 uM 77 64 Adrenalina 20 uM /9 70
Forskolina 10 uM 89 /6  Papaverina 15 uM 87 77
MLIX 20 uM 82 71  Dibutiril GMPc 200 uM 84 74
Dibutiril UMPc 200 uM 83 75  AMP 200 uM 79 70
GMP 200 uM 80 69 Butirato de Na 200 uM 81 71

Imidazo! 100 uM 80 71  Aloxano 100 uM 82 73
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Efecto sobre la viabilidad de diversas sustancias agregadas al medio de in-

cubacidn

Todas las sustancias incorporadas al medio de cultivo a lo largo
de los experimentos realizados con suspensiones de hepatocitos, fueron con-
trolados en su efecto sobre la viabilidad, considerada ésta como la permea-
bilidad del hepatocito al azul tripan (Tabla XI).

De los resultados expuestos en la Tabla XI se deduce que ninguna
de las sustancias utilizadas en los experimentos altera la viabilidad de
los hepatocitos, al menos durante las primeras 6 horas de incubacidn.

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ENZIMAS DE LA BIQSINTESIS DEL HEMO Y CONTENIDO DE
CITOCROMO P-450 EN HEPATOCITOS DE RATAS NORMALES

Los niveles de actividad especifica de las enzimas succinil CoA
sintetasa, ALA-S, ALA-D y ferroquelatasa y el contenido de citocromo P-450
fueron determinados en suspensiones de hepatocitos de ratas normales en
condiciones basales. Los valores obtenidos al comienzo de la incubacién
(tiempo cero) se indican en la Tabla XII. Se indican también resultados ob-
tenidos en hfgado entero por otros autores.

Tabla XII: Actividades enzimiticas y contenido de citocromo P-450 en hepa
tocitos e hfgado de ratas normales

Las actividades enzimdticas especificas y el contenido de citocromo P-450
fueron determinados en hepatocitos de ratas normales suspendidos en medio
HAM F12 sin glucosa, segin se indica en Materiales y métodos. Las unidades
estdn definidas en la misma seccién. Los resultados representan el prome-
dio t E.S. de (*),ocho experimentos y (**), seis experimentos.

MEDICION HEPATOCITOS  HIGADO ENTERQ

Succinil CoA sintetasa (U/mg prot.) 51 t 5** ---
ALA-S (U/mg prot.) 0,54 ¢ 0,06 0,28 (421)
ALA-D (U/mg prot.) 4,33 t 0,44** 4,78 (422)
Ferroquelatasa (U/mg prot.) 1,44 + 0,11* 1,73 (422)
Citocromo P-450 (nmoles/106 hep.) 0,25 t 0,02* 0,23 (407)
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Luego de 6 horas de incubacidén en condiciones basales, las activi-
dades especificas de las enzimas se mantuvieron aproximadamente constantes,
sin variaciones significativas. Por otra parte, el contenido de citocromo
P-450 fue disminuyendo a 1o largo de la incubacién en condiciones basales,
observadndose una pérdida del 65% de la hemoprotefna, luego de 6 horas
(figura 18 A y B).

EXPERIMENTOS DE INDUCCION CON DROGAS PORFIRINOGENICAS

Efecto de Alilisopropilacetamida (AIA)

Suspensiones de hepatocitos de rata fueron incubadas con distintas
concentraciones de AIA. Las actividades de succinil CoA sintetasa, ALA-S,
ALA-0 y ferroquelatasa y el contenido de citocromo P-450 fueron determina-
dos a distintos tiempos y con cada una de las concentraciones ensayadas.

AIA produjo un aumento en las actividades de ALA-S y ferroquelata-
sa que fue dependiente de la concentracién de dicha droga agregada al medio
de suspensién, obteniéndose el mdximo incremento con una concentracién fi-
nal de 1,2 mM (figura 18 A). Las curvas de actividad enzimdtica en funcidn
del tiempo, representadas en la figura 18 B, indican que este incremento
fue observado 2 horas después de la adicién de AIA 1,2 mM y 1legé a dupli-
car los valores controles, para ambas actividades enzimiticas, luego de 5
horas de incubacidn.

Las actividades de succinil CoA sintetasa y ALA-0 no fueron modi-
ficadas por la presencia de AIA durante 6 horas de incubacién con cualquie-
ra de las concentraciones utilizadas.

E1 efecto de AIA sobre el contenido de citocromo P-450 fue estu-
diado en las mismas condiciones. En la figura 18 A puede observarse que,
concentraciones de AIA tan bajas como 0,8 mM, causaron una disminucidn del
contenido de citocromo P-450 luego de 2 horas de incubacién. En la curva de
tiempo (figura 18 B) se observa que el descenso en el contenido de citocro-
mo P-450, producido por el agregado de AIA 1,2 mM al medio de suSpension,
fue muy marcado en las primeras 2 horas de incubacion; posteriormente, la
curva adopta la misma pendiente de la curva correspondiente a la de 1los
controles sin AIA,
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Figura 18: Efecto de AIA sobre las actividades de ALA-S y ferroquelatasa y
el contenido de citocromo P-450

A) Suspensiones de hepatocitos tueron 1ncubadas con distintas concentra-
ciones de AlA. Frueron determinadas las actividades de ALA-S (@) y ftferro
quelatasa (A), luego de 5 horas de incubacién, y el contenido de citocromo
P-450 (®m), luego de 2 horas de incubacién. B) Suspensiones de hepatocitos
fueron incubados con (simbolos oscuros) y sin (simbolos claros) agregado de
AIA 1,2 mM. Las actividades de ALA-S (@ 0) y ferroquelatasa (44) y el con-
tenido de citocromo P-450 (@ @) tueron determinados a distintos tiempos. En
todos los casos los resultados estdn expresados como porcentajes respecto
de controles no tratados a tiempo cero. Cada punto representa el prome dio
t £.5. de 5 experimentos.
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Efecto del Fenobarbital
Los efectos del fenobarbital, en concentraciones entre 0,2 y 0,8

mM, sobre las actividades de ALA-S y ferroquelatasa fueron estudiados a di-
ferentes tiempos. Luego de 4 horas del agregado de fenobarbital, las acti-
vidades de ambas enzimas fueron significativamente aumentadas, obteniéndose
incrementos mdximos de ALA-S y ferroquelatasa con concentraciones de feno-
barbital de 0,6 y 0,8 mM y entre 0,4 y 0,8 mM, respectivamente (figura 19
A). Las curvas de tiempo de las inducciones de ambas enzimas con 0,6 mM de
fenobarbital estdn representadas en la figura 19 B. Luego de 4 horas de in-
cubacién, las actividades enzimdticas 1legaron a un mdximo que representa
un incremento de aproximadamente 2,2 veces para ALA-S y 2,5 veces para fe-
rroquelatasa.

Las actividades de succinil CoA sintetasa y ALA-D en hepatocitos
fueron determinadas en las mismas condiciones que las anteriores. Ninguna
de las concentraciones de fenobarbital utilizadas modificé significativa-
mente las actividades de estas enzimas entre O y 6 horas de incubacidn.

E1 contenido de citocromo P-450 fue medido simultdneamente en he-
patocitos enteros en presencia y en ausencia de fenobarbital. En la figura
19 A se observa que el contenido de citocromo P-450 fue incrementado con
concentraciones crecientes de fenobarbital, en un efecto dosis-dependiente,
siendo las concentraciones dptimas de fenobarbital, en este caso, de 0,4 y
0,6 mM. La curva de tiempo correspondiente a la accidén de fenobarbital 0,6
mM sobre el contenido de citocromo P-450 (figura 19 C), permite observar
que la presencia de dicha droga no sélo impidié la disminucién del conteni-
do basal de la hemoproteina, durante las primeras 4 horas de incubacidn,
sino que produjo un aumento de alrededor de un 30% luego de 2 horas de la
adicién del barbitirico a la suspensién de hepatocitos.

Efecto del plomo

En la figura 20 se representan las curvas de actividad de ALA-S y
ferroquelatasa y el contenido de citocromo P-450 en respuesta al agregado
de distintas concentraciones de acetato de plomo(II) y en funcidn del tiem-
po. La actividad de ALA-S fue incrementada con concentraciones crecientes
de acetato de plomo, mientras que la actividad de ferroquelatasa disminuyd
en el mismo rango de concentraciones (figura 20 A). La actividad de ALA-S
aumentd rdpidamente entre las 2 y 4 horas de incubacién por la adicidn, a
la suspensién de hepatocitos, de acetato de plomo 60 uM, obteniéndose un
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Figura 19: Efecto de fenobarbital sobre las actividades de ALA-S y ferro-
quelatasa y el contenido de citocromo P-450

A) Suspensiones de hepatocitos tueron incubadas con distintas concentracio-
nes de tenobarbital. Fueron determinadas las actividades de ALA-S (@) y fe-
rroquelatasa (A), luego de 4 horas de incubacidén, y el contenido de cito-
cromo P-450 (@), luego de 2 horas de incubacién. B) Suspensiones de hepato-
citos ftueron incubados con (simbolos oscuros) y sin (simbolos claros) agre-
gado de tenobarbital 0,6 mM. Las actividades de ALA-S (@O) y ferroquelata-
sa (AA) fueron determinadas a distintos tiempos. C) Suspensiones de hepa-
tocitos fueron incubadas con (®) y sin (O) agregado de tenobarbita! 0,6 mM.
El contenido de citocromo P-450 ast fue determinado a distintos tiempos. En
todos los casos los resultados estdn expresados como porcentajes respec-to
de controles no tratados a tiempo cero. Cada punto representa el prome-dio
t E.S. de 5 experimentos.
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Figura 20: ttecto de! plomo sobre las actividades de ALA-S y ferroquelatasa
y el contenido de citocromo P-450

A) Suspensiones de hepatocitos tueron incubadas con distintas concentracio-
nes de acetato de plomo. Fueron determinadas {as actividades de ALA-S (@) y
ferroquelatasa (A), luego de 4 horas de 1incubacién y el contenido de cito-
cromo P-450 (m), luego de 2 horas de incubacién. B) Suspensiones de hepato-
citos fueron 1incubados con (sfmbolos oscuros) y sin (simbolos claros) ace-
tato de plomo 60 uM. Las actividades de ALA-S (@0), ferroquelatasa (AA) y
el contenido de citocromo P-450 (@m0) fueron determinados a distintos tiem-
pos. En todos los casos los resultados estdn expresados como porcentajes
respecto de controles no tratados a tiempo cero. Cada punto representa el
promedio t E.S. de 4 experimentos.
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plateau hasta al menos 6 horas de incubacién (figura 20 B). Por el contra-
rio, la actividad de ferroquelatasa, en suspensiones de células conteniendo
acetato de plomo 60 uM, disminuyS un 40% después de 3 horas de incubacidn,
manteniéndose luego constante hasta las 6 horas (figura 20 B).

E1 agregado de acetato de plomo, en concentraciones entre 20 y 60
uM, a suspensiones de hepatocitos de ratas normales, no tuvo efecto sobre
el contenido de citocromo P-450 (figura 20 A). Por otra parte, la curva de
tiempo obtenida en condiciones basales, no fue modificada por la adicidn de
acetato de plomo(II) 60 uM (figura 20 B).

Efecto de la actinomicina D sobre la induccidn de ALA-S, ferroquelatasa y

citocromo P-450
En la Tabla XIII se reproducen los resultados obtenidos luego de

incubar suspensiones de hepatocitos de rata con los distintos inductores
utilizados: AIA, fenobarbital o plomo(IIl) en presencia y ausencia de acti-
nomicina D. La presencia de este inhibidor de la transcripcién en el medio
de incubacién, en una concentracién de 1 uM, disminuyé drdsticamente la in-
duccién de ALA-S y ferroquelatasa por accién ya sea de AIA 1,2 mM o feno-
barbital 0,6 mM. Del mismo modo, el contenido de citocromo P-450 en presen-
cia de fenobarbital y actinomicina D, se mantuvo en valores cercanos a 10s
de los controles no tratados.

Actinomicina D 1 uM en el medio de incubacién también previene la
induccién de ALA-S por acetato de plomo 60 uM, tal como se observa en la
Tabla XIII.

Efecto de cicloheximida sobre la induccién de ALA-S, ferroquelatasa y cito-

cromo P-450

Como se observa en la Tabla XIII, el agregado de cicloheximida 10
uM junto con AIA 1,2 mM.fue suficiente para prevenir la induccidén de ALA-S
y ferroguelatasa, dando valores de actividad enzimdtica, similares a los
controles no tratados. La presencia simultdnea de cicloheximida 10 uM su-
primié totalmente la induccién de ALA-S y citocromo P-450 causada por feno-
barbital 0,6 mM. Sin embargo, si bien fue observada una disminucién en la
actividad de ferroquelatasa, los valores obtenidos fueron aun superiores a
los niveles de los controles no tratados. La accién inductora del acetato
de plomo sobre la actividad de ALA-S fue suprimida por accidén de ciclohexi-
mida 10 uM.
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Tabla XIII: Efecto de actinomicina D y cicloheximida sobre las inducciones
de ALA-S, ferroquelatasa y citocromo P-450

Las actividades de ALA-S y ferroquelatasa y el contenido de citocromo
P-450 fueron determinados luego de 5 horas y 2 horas de incubacién, respec-
tivamente, de las adiciones mencionadas. Los resultados estdn expresados
como porcentajes respecto de controles no tratados a tiempo cero y repre-
sentan el promedio t E.S. de 4 experimentos.

AGREGADOS CONC. ALA-S FERROQUELATASA CITOCROMO P-450
uM % actividad % actividad % contenido

Control 110 £ 5 108 t 6 75 £ 3
Actinomicina D 1 86 t 6 77 t 7 71 t 4
Cicloheximida 10 100 t 6 97 t 6 68 t 3
AIA 1200 229 t 18 206 t 16
AIA + 1200
Actinomicina D 1 139 + 11 134 £ 10
AIA + 1200
Cicloheximida 10 84 t 4 103 t 6
Fenobarbital 600 205 t 9 223 t 12 127 t 8
Fenobarbital + 600
Actinomicina U 1 128 £t 8 143 £ 11 93 t 6
Fenobarbital + 600
Cicloheximida 10 89 t 5 151 + 13 84 t 3
Ac. de Plomo(II) 60 174 t 7
Ac. de Plomo(II) + 60
Actinomicina D 1 114 t 5

Ac. de Plomo(ll) + 60
Cicloheximida 10 120 * 10
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EFECTO GLUCOSA SOBRE LAS INDUCCIONES DE ALA-S, FERROQUELATASA Y CITOCROMO
P-450

Efecto de 1a glucosa
En presencia de glucosa 30 mM, las inducciones de ALA-S y ferro-

quelatasa mediadas por AIA, fueron parcialmente bloqueadas. Este efecto in-
hibitorio de la glucosa sobre ambas actividades enzimfticas inducidas fue
dependiente del tiempo de incubacién (figura 21 A y B). La disminucién de
ambas actividades fue observada a las 3 horas del agregado simultédneo del
inductor y de la glucosa, observdndose un descenso de, aproximadamente, un
80% luego de 5 horas de incubacién.

En la figura 21 C, puede observarse que el efecto inhibitorio de
la glucosa sobre la induccidn mediada por AIA fue dependiente de la dosis.
Las actividades inducidas de ALA-S y ferroquelatasa disminuyeron alrededor
de un 50% con una concentracidén de glucosa 15 mM.

Las inducciones de ALA-S y ferroquelatasa mediadas por fenobarbi-
tal también fueron modificadas por el agregado de glucosa a las suspensio-
nes celulares. En presencia de glucosa 80 mM, se produce una disminucidn
significativa de las actividades de ALA-S y ferroquelatasa inducidas por
fenobarbital 0,6 mM, a partir de las 3 y 2 horas, respectivamente (figura
22 A y B). También en este caso, el efecto de la glucosa fue dependiente de
la concentracidn utilizada, obteniéndose el mdximo efecto blogueante de la
induccién con 80 mM del hidrato de carbono (figura 22 D).

Por otra parte, el efecto inductor de fenobarbital sobre el conte-
nido de citocromo P-450 no fue modificado por el agregado simultdneo de
glucosa, en concentraciones entre 20 y 160 mM, luego de dos horas (figura
22 D), ni por glucosa 80 mM durante 6 horas de incubacién (figura 22 C).

Es importante destacar que la presencia de glucosa en las supen-
siones de hepatocitos, en cualquiera de las concentraciones utilizadas, sin
la adicién de AIA o fenobarbital, no modificé los niveles basales de ALA-S
y ferroquelatasa ni el contenido de citocromo P-450 (figuras 21 Ay B y 22
A, By C).
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Figura 21: Efecto de la glucosa sobre la inducci6n mediada por AIA de ALA-S
Yy ferroguelatasa

Suspensiones de hepatocitos tueron 1incubados con l[as adiciones indicadas.
Las actividades de ALA-S (A) y terroquelatasa (B) fueron determinadas a
distintos tiempos. Las adiciones tueron: ninguna (Q); AIA 1,2 mM (@); glu-
cosa 30 mM (A); AIA 1,2 mM + glucosa 30 mM (A). C) Suspensiones de hepato-
citos fueron incubados con AlA 1,2 mM y distintas concentraciones de gluco-
sa. Las actividades de ALA-S (O) y ferroquelatasa (@) ftueron determinadas
luego de 5 horas de incubacién. En todos los casos |0s resultados estdan ex-
presados como porcentajes respecto de controles no tratados a tiempo cero.
Cada punto representa el promedio t E.S. de 4 experimentos.
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Figura 22: Efecto de la glucosa sobre las induccién mediada por fenobarbi-

tal de ALA-S, ferroquelatasa y citocromo P-450

Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas con las adiciones indicadas.
Las actividades de ALA-S (A), ferroquelatasa (B) y el contenido de citocro-
mo P-450 (C) fueron determinados a distintos tiempos. Las adiciones tueron:
fenobarbital 0,6 mM (@); glucosa 80U mM (®m); fenobarbital 0,6 mM + glucosa
80 mM (4&). D) Suspensiones de hepatocitos fueron incubados con tenobabital
0,6 mM y distintas concentraciones de glucosa. Las actividades de ALA-S (@)
y ferroquetlatasa (A) y el contenido de citocromo P-450 (m) fueron determi-
nados luego de 4 y 2 horas de incubacién, respectivamente. En todos los ca-
sos los resultados estdn expresados como porcentajes respecto de controles
no tratados a tiempo cero. (Cada punto representa el promedio t E.S. de 4
experimentos.
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Efecto de fructosa, galactosa, manosa, glicerol, piruvato, lactato y 2-de-

oxiglucosa
Suspensiones de hepatocitos de rata, incubados con AIA 1,2 mM o

fenobarbital, fueron tratadas con varios monosacdridos y metabolitos del
camino glucolfitico.

En la Tabla XIV se observa que las actividades de ALA-S y ferro-
quelatasa inducidas por AIA fueron disminuidas por la adicién simultdnea de
2-deoxiglucosa. Este efecto inhibitorio fue dependiente de la dosis, para
ambas actividades enzimdticas.

Resultados similares fueron obtenidos con 2-deoxiglucosa en pre-
sencia de fenobarbital como inductor. Las actividades de ALA-S y ferrogue-
latasa fueron 60 y 80% menores, respectivamente, que en ausencia del andlo-
go de la glucosa (Tabla XV).

La fructosa fue el otro compuesto de los ensayados que presentd un
efecto similar al de la glucosa. Las actividades de ALA-S y ferroquelatasa,
inducidas por AIA (Tabla XIV) o por fenobarbital (Tabla XV), fueron dismi-
nuidas por la adicién simultdnea de la fructosa, aunque este efecto inhibi-
torio fue menor que el de la glucosa.

La presencia de 2-deoxiglucosa o fructosa en las suspensiones de
hepatocitos, en ausencia de inductores, no modificaron los niveles basales
de ALA-S o ferroquelatasa.

Galactosa, manosa, glicerol, piruvato y lactato, en las concentra-
ciones utilizadas, no lograron prevenir la induccién de ALA-S y ferroquela-
tasa, mediadas por AIA o fenobarbital (Tablas XIV y XV).

Por otra parte, el efecto inductor del fenobarbital sobre el con-
tenido de citocromo P-450, no fue modificado por el agregado, junto con el
barbitdrico, de fructosa, galactosa, manosa, glicerol, piruvato, lactato o
2-deoxiglucosa, en las concentraciones utilizadas en el experimento.
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Tabla XIV: Efecto de varios metabolitos sobre las inducciones mediadas por
AIA de ALA-S y ferroquelatasa

Suspensiones de hepatocitos tueron incubados con AIA 1,2 mM y diferentes
concentraciones de los compuestos indicados. Las actividades de ALA-S y
ferroquelatasa fueron determinadas luego de 5 horas de incubacién. Los re-
sultados estdn expresados como porcentajes respecto de controles no trata-
dos a tiempo cero.

AGREGADOS CONCENTRACION ALA-S FERROQUELATASA

mM % actividad % actividad
210-230 199-203
2-Deoxiglucosa 15 181-195 144-150
30 170-172 117-128
60 163-167 112-120
Fructosa 15 212-204 195-200
30 173-181 180-184
60 140-152 119-128
Galactosa 15 220-226 189-195
30 195-199 205-210
60 201-199 189-202
Manosa 15 225-221 195-190
30 235-227 207-212
60 210-220 198-206
Glicerol 15 211-225 182-191
30 200-200 182-188
60 210-214 175-180
Piruvato 15 220-237 195-201
30 210-214 195-206
60 212-224 185-19/
Lactato 15 220-228 200-208
30 203-209 190-200

60 210-214 196-200




Tabla XV: Efecto de varios metabolitos sobre la induccién mediada por fe-
nobarbital de ALA-S y ferroquelatasa -—_
Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas con fenobarbital 0,6 mM y di-
ferentes concentraciones de los compuestos indicados. Las actividades de
ALA-S y ferroquelatasa tueron determinadas luego de 4 horas de incubacién.
Los resultados estdn expresados como porcentajes respecto de controles no
tratados a tiempo cero.

AGREGADOS CONCENTRACION ALA-S FERROQUELATASA

mM % actividad % actividad
205-210 223-235
2-Deoxiglucosa 40 165-160 175-195
80 138-150 150-140
160 140-150 132-146
Fructosa 40 194-193 224-236
80 167-143 189-171
160 165-141 156-157
Galactosa 40 210-212 216-247
80 207-219 224-212
160 202-217 209-222
Manosa 40 222-200 217-237
80 220-220 205-233
160 196-205 234-207
Glicerol 40 211-201 231-231
80 202-202 247-216
160 206-210 221-220
Piruvato 40 214-20/ 224-230
80 200-200 220-226
160 198-209 218-229
Lactato 40 215-206 234-230
80 211-212 219-241

160 210-214 215-225
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EFECTO DEL AMPc SOBRE LAS INDUCCIONES DE ALA-S, FERROQUELATASA Y CITOCROMO
P-450

Efecto del dibutiril AMPc
En los siguientes experimentos fue estudiado el efecto de la adi-
cién de dibutiril AMPc al medio de suspensién de los hepatocitos sobre las

actividades de varias enzimas del camino biosintético del hemo y sobre el
contenido de citocromo P-450.

La adicién de dibutiril AMPc 50 uM al medio de incubacién, junto
con AIA 1,2 mM, produjo un incremento del efecto inductor de AIA sobre las
actividades de ALA-S y ferroquelatasa (figura 23 A y B), mientras que el
agregado del nucleétido ciclico s6lo, en la misma concentracién, no modifi-
cd los valores basales de ambas actividades enzimdticas. En la curva do-
sis-respuesta (figura 23 C) puede observarse que, concentraciones entre 50
y 200 uM de dibutiril AMPc, potencian significativamente la induccidn de
ALA-S y ferroquelatasa mediada por AIA, luego de 5 horas de incubacién.
Ninguna de las concentraciones de dibutiril AMPc utilizadas altera dichas
actividades enzimdticas en ausencia del inductor AIA.

Las actividades de succinil CoA sintetasa y de ALA-D no fueron mo-
dificadas por la presencia, en la suspensién de hepatocitos, de AIA mds di-
butiril AMPc o del nucleétido ciclico sélo, bajo las mismas condiciones ex-
perimentales usadas para ALA-S y ferroquelatasa.

E1 efecto del dibutiril AMPc fue también determinado en suspensio-
nes de hepatocitos incubados con fenobarbital. Una significativa potencia-
cién de la induccién de ALA-S y ferroquelatasa fue observada luego de la
incubacién con fenobarbital 0,6 mM mds dibutiril AMPc 100 uM (figura 24 A y
B). Este efecto fue mayor a medida que se aumentd la concentracién de dibu-
tiril AMPc (figura 24 D). Por otra parte, las actividades de succinil CoA
sintetasa y ALA-D no fueron modificadas por la presencia, en las incubacio-
nes, de fenobarbital mds dibutiril AMPc, bajo las mismas condiciones usadas
para ALA-S y ferroquelatasa.

El contenido de citocromo P-450 fue ligeramente incrementado cuan-
do los hepatocitos fueron incubados con dibutiril AMPc 100 uM. La adicidn
simultdnea de dicha concentracidén de nucleétido y fenobarbital 0,6 mM pro-
dujo un efecto sinergistico de potenciacidén sobre el contenido de citocromo
P-450, con un mdximo a las 2 horas (figura 24 C). El1 efecto mdximo fue ob-
servado con una concentracidn de dibutiril AMPc 100 uM (figura 24 D).
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Figura 23: Efecto del dibutiri! AMPc sobre la induccién de ALA-S y ferro-
quelatasa mediada por AIA

Suspensiones de hepatocitos tueron 1incubadas con las adiciones indicadas.
Las actividades de ALA-S (A) y ferroquelatasa (B) tueron determinadas a
distintos tiempos. Las adiciones tueron: ninguna (0); AIA 1,2 mM (@); di-
butiril AMPc 50 uM (A); AIA 1,2 mM + dibutiril AMPc 50 uM (8). C) Suspen-
siones de hepatocitos tueron incubadas con (simbolos oscuros) y sin
(sfmbolos claros) AIA 1,2 mM y con distintas concentraciones de dibutiril
AMPc. Las actividades de ALA-S (@ ©O) y ferrogquelatasa (AA) fueron determi-
nadas luego de 5 horas de incubacién. En todos los casos los resultaods es-
t4n expresados como porcentajes respecto de controles no tratados a tiempo
cero. Cada punto representa el promedio + E.S. de 5 (A y B) y 4 (C) experi-
mentos.
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Figura 24: Efecto del dibutiril AMPc sobre la induccidén de ALA-S, ferroque-

latasa y citocromo P-45U mediada por fenobarbital

Suspensiones de hepatocitos tueron incubadas con las adiciones indicadas.

Las actividades de ALA-S (A) y ferroquelatasa (B) y el contenido de cito-

cromo P-450 (C) tueron determinados a distintos tiempos. Las adiciones fue-

ron: ninguna (0); fenobarbital 0,6 mM (@); dibutiril AMPc 100 uM (A); feno-

barbital 0,6 mM + dibutiril AMPc 100 uM (a). D) Suspensiones de hepatocitos

fueron incubados con (simbolos oscuros) y sin (simbolos claros) fenobarbi-

tat 0,6 mM y con distintas concentraciones de dibutiril AMPc. Las activida-
des de ALA-S (@) y ferroquelatasa (&) y el contenido de citocromo P-450 (Q#)
fueron determinados luego de 4 y 2 horas de incubacidén, respectivamente. En
todos los casos los resultados estdn expresados como porcentajes respecto
de controles no tratados a tiempo cero. Cada punto representa el promedio %
E.S. de 5 (A, By C) y 4 (D) experimentos.
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Efecto de actinomicina D y cicloheximida sobre la potenciacién causada por
el dibutiril AMPc
En la Tabla XVI se observa que la induccién de las actividades in-

ducidas de ALA-S y ferroquelatasa causadas por dibutiril AMPc mds AIA o fe-
nobarbital, fueron total o casi totalmente suprimidas por el agregado si-
multdneo de actinomicina D 1 uM o cicloheximida 10 uM. Del mismo modo, la
induccién del contenido de citocromo P-450, mediado por fenobarbital 0,6 mM
mds dibutiril AMPc 100 uM, fue reprimido por la adicién de actinomicina D o
de cicloheximida.

Especificidad del requerimiento de AMPc
En experimentos anteriores fue demostrado el efecto potenciador
del dibutiril AMPc sobre las inducciones de ALA-S, ferroquelatasa y cito-

cromo P-450. Para comprobar la especificidad del requerimiento de AMPc fue-
ron ensayados diversos compuestos, andlogos y derivados del mencionado nu-
cle6tido. Dichos compuestos fueron examinados en su capacidad de potenciar
la induccién, mediada por fenobarbital 0,6 mM, de las actividades de ALA-S
y ferroquelatasa y el contenido de citocromo P-450.

Como se observa en la Tabla XVII, solamente los 3 compuestos que
contienen AMPc en su estructura fueron capaces de incrementar, significati-
vamente, la induccidn de ALA-S, ferroquelatasa y citocromo P-450 producida
por fenobarbital. Entre ellos, el andlogo metabolizable, 8-bromo-AMPc fue
el mds efectivo, mientras que el AMPc lo fue en menor grado. Todos 10s de-
mds compuestos ensayados no fueron efectivos en la estimulacidén de la in-
duccidén por fenobarbital.

Supresién del efecto glucosa

Los resultados representados en la figura 21 indican que el agre-
gado de glucosa 30 mM a la suspensidén de hepatocitos de ratas normales, im-
pidié la induccién de ALA-S y ferroquelatasa mediada por AIA 1,2 mM, Asf
mismo, en la figura 22, se observa que, una concentracién de glucosa 80 mM,
tuvo el mismo efecto sobre las actividades de dichas enzimas inducidas por
fenobarbital 0,6 mM. En los presentes experimentos se demuestra que la pre-
sencia de dibutiril AMPc 100 uM, junto con glucosa y AIA o fenobarbital,
suprime el denominado "efecto glucosa", permitiendo la induccién de las ac-
tividades de ambas enzimas, del mismo modo que si la glucosa estuviera au-

sente.
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Tabla XVI: Efecto de actinomicina D y cicloheximida sobre la potenciacidn

por dibutiril AMPc

Las actividades de ALA-S y ferroquelatasa y el contenido de citocromo
P-450 fueron determinados en suspensiones de hepatocitos luego de 5 horas y
2 horas, respectivamente, de las adiciones mencionadas. Los resultados es-
tdn expresados como porcentajes respecto de controles no tratados a tiem-po
cero y representan el promedio t E.S. de 4 experimentos.

AGREGADOS CONC. ALA-S FERROQUELATASA CITOCROMO P-450
uM % actividad % actividad % contenido

110 t 5 108 t 6 75 + 3

Actinomicina D 1 8 t ¢ 77 t 7 71 t 4

Cicloheximida 10 100 t ¢ 97 t 6 68 + 3

AIA + 1200

Dibutiril AMPc 100 285 t 13 250 t 12

AIA + 1200

Dibutiril AMPc + 100

Actinomicina D 1 129 t 9 141 + 10

AIA + 1200

Dibutiril AMPc + 100

Cicloheximida 10 109 t 4 117 £ 5

Fenobarbital + 600

Dibutiril AMPc 100 301 + 14 312 t 15 330 £ 10

Fenobarbital + 600

Dibutiril AMPc + 100

Actinomicina D 1 145 t 9 160 t 7 109 t 6

Fenobarbital + 600

Dibutiril AMPc + 100

Cicloheximida 10 136 t 7 165 t 5 120 £ 5
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Tabla XVII: Especiticidad del requerimiento de AMPc

Suspensiones de hepatocitos fueron incubados con o sin fenobarbital 0,6 mM
y uno de los compuestos indicados. Las actividades de ALA-S y ferroquelata-
sa y el contenido de citocromo P-450 fueron determinados luego de 4 horas y
2 horas de las adiciones, respectivamente. Los resultados estdn expresados
como porcentajes respecto de controles no tratados a tiempo cero y repre-
sentan el promedio t E.S. de 4 experimentos. FB: Fenobarbital.

CONC. ALA-S FERROQUELATASA CITOCROMO P-450
AGREGADO uM % actividad % actividad % actividad
-FB +fB -FB +FB -FB +FB
110t 8 205t 9 108t 4 223%12 75% 127t 8
Dibutiril AMPc 100 104t 6 301t14 107t 5 312%15 152t 330t10
AMPc 200 105t 5  249%12 106t 7 272112 138¢ 300%19
8-bromo AMPc 100 97t 6 368117 103t 6 353t16 153% 41719
Dibutiril GMPc 200 110t 5 215t12 111+ 8 232%18 76t 124t 8
Dibutiril UMPc 200 108t 7  203t12 97t 8 208t14 80t 130+ 6
AMP 200 11010 195%11 9t 6 220115 77+ 132+ 8
GMP 200 115t 5 214%]12 100t 4 215216 84t 114t 7
uMpP 200 101t 4 208t 6 102t 5 224113 72% 126t 9
Butirato de Na 200 95t 4 222t12 104t 4 210t 8 75% 131£10




144

A
300-
3
ﬂ
250 - i
e —1
&

% actividad enzim
1

S
S
1

o
AY-

0 50 100 150 200
dibutiril AMPc(yM)

300+

2501

200+

1504

% actividad enzimatica

1004
<,
0

¥

50 100 150 200
dibutirit AMPc (M)

Figura 25: Reversién del efecto glucosa por dibutiril AMPc

Suspensiones de hepatocitos de ratas normales tueron incubadas con las adi-
ciones indicadas y concentraciones crecientes de dibutiril AMPc. Se deter-
minaron las actividades de ALA-S y ferroquelatasa después de 4 horas de in-
cubacién. Las adiciones fueron: A) AIA 1,2-mM para ALA-S (@) y ferroquela-
tasa (A); AIA 1,2 mM + glucosa 30 mM para ALA-S (0) y ferroquelatasa (a).
B) Fenobarbital 0,6 mM para ALA-S (®) y ferrogquelatasa (A&); fenobarbital
0,6 MM + glucosa 80 mM para ALA-S (O) y ferroquelatasa (A). Los resultados
estdn expresados como porcentajes respecto de controles no tratados a tiem-
po cero. Cada punto representa el promedio t E.S. de 5 experimentos.
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En la figura 25 A, se observa que el agregado de dibutiril AMPc 50
uM a suspensiones de hepatocitos de ratas normales, conteniendo AIA 1,2 mM,
revirtié la inhibicién de la actividad de ferroquelatasa producida por glu-
cosa 30 mM, llevdndola a valores similares a aquellos obtenidos en suspen-
siones celulares en ausencia de glucosa; dibutiril AMPc 100 uM fue necesa-
rio para causar el mismo efecto sobre la actividad de ALA-S.

Por otra parte, en la figura 25 B, se observa que concentraciones
crecientes de dibutiril AMPc revirtieron el efecto inhibitorio de glucosa
80 mM sobre la induccién de ALA-S y ferroquelatasa mediada por fenobarbital
0,6 mM, dando valores mdximos con una concentracién de dibutiril AMPc 100
uM y similares a los obtenidos incubando fenobarbital y el nucleétido ci-
clico exclusivamente.

La supresidn del efecto glucosa fue logrado también, reemplazando
el dibutiril AMPc por metil isobutil xantina (MIX) o adrenalina. El1 agrega-
do de una de estas sustancias, a las suspensiones de hepatocitos de ratas
normales, junto con glucosa y AIA o fenobarbital, resulté en la induccidn
de ALA-S y ferroquelatasa, similar en magnitud a la induccién producida en
presencia de dibutiril AMPc (Tabla XVIII).

Tabla XVIII: Reversién del efecto glucosa por adrenalina y MIX
Suspensiones de hepatocitos tueron incubadas con AIA 1,2 mM o fenobarbital
0,6 mM y dibutiril AMPc 100 uM y/o glucosa 80 uM y/o adrenalina 20 uM y/o
MIX 20 uM. Las actividades de ALA-S y ferroquelatasa fueron determinadas
después de 5 horas de incubacidén. Los resultados estdn expresados como por-

centajes respecto de controles no tratados a tiempo cero. Cada valor repre-
senta el promedio * E.S. de 5 experimentos.

ALA-S FERROQUELATASA

AGREGADQS % actividad % actividad
AIA Fenobarbital AIA Fenobarbital
------ 229 t 18 205t 9 206 t 16 223 t+ 12
Dibutiril AMPc 280 t 12 301 t 14 250 t 12 312 £ 15
Glucosa 122 £11 128+ 7 129t 8 160 t 16
Dibutiril AMPc + Glucosa 265 t 10 263 t 13 231 £ 11 289 + 13
Adrenalina + Glucosa 279 t 13 278 £ 15 244 t 15 290 t 16
MIX + Glucosa 262 t 17 270 t 14 238 + 10 280 t 21
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DESARROLLO DEL ESTADO DIABETICO EN RATAS Y CONSECUENCIAS SOBRE EL METABO-
LISMO DEL HEMO EN HEPATQCITOS

Evaluacién del desarrollo de la diabetes experimental en los animales
Fueron considerados diabéticos aquellos animales que, luego de 72
horas de la administracién de estreptozotocina (S1Z), poseyeron niveles de
glucosa en suero superiores a 250 mg/dl. Estos animales presentaron, ademds
signos de hiperglicemia, glucosuria, polidipsia, polifagia y un desarrollo
corporal reducido. En la Tabla XIX se presentan datos sobre el peso corpo-

ral y la concentracién de glucosa en suero y en hepatocitos, en distintos
intervalos de tiempo luego de la induccién de la diabetes.

Tabla XIX: Peso corporal y concentracién de glucosa en suero y en hepato
citos en ratas normales y diabéticas
Los resultados estdn expresados como promedios * E.S. de 16 animales y

preparaciones de hepatocitos diterentes.

DIAS LUEGO DE  PESQ CORPORAL GLUCOSA SUERO GL UCOSA HEPATOCITOS
INYECCION STZ (g) (mg/d1) (mg/106 hepatocitos)
No Inyec. Inyec. No Inyec. Inyec. No Inyec. Inyec.
5 218t 8  199%10 128t 8  378%20 0,23%0,03 0,75%0,08
15 230t 7 181t 9 123+ 4  405t17 0,26%0,02 0,85%0,03
30 252t12 176t 6 132111  454%21 0,29t0,05 0,91%0,06

El peso corporal de las ratas luego de 5 y 15 dfas de inducida la diabetes
presentd un descenso del 9 y del 21%, respectivamente, con respecto a |o0s
correspondientes animales controles. A los 30 difas de la induccién, este
descenso fue aun mayor y cercano al 30%. Las concentraciones de glucosa, en
suero y en hepatocitos, se mostraron considerablemente aumentadas con res-
pecto a los valores controles en todo momento luego de la induccién de la
diabetes. El1 contenido de proteinas de Ios hepatocitos no tue modificado
luego de 15 djas de la administracién de STZ, siendo de 1,56 * 0,21 para
los hepatocitos de ratas normales y de 1,69 t 0,17 para aquellos provenien-
tes de ratas diabéticas expresados como mg de proteinas en 106 hepatocitos
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(promedio t E.S. de 12 preparaciones diferentes).

La viabilidad de las suspensiones de hepatocitos provenientes de
ratas diabéticas, evaluada como el porcentaje de células que excluyen el a-
zul tripan, tue similar al de las preparaciones provenientes de ratas nor-
males. Del mismo modo, el decaimiento de la viabilidad con el tiempo de in-
cubacién se mantuvo en valores semejantes a los de los controles normales.

La mortalidad de los animales inyectados con el agente diabetogé-
nico fue casi nula a los 5 dfas, del 12% a los 15 dfas y cercano al 20% a
1os 30 dfas de su administracidén.

Actividades de ALA-S y ferroquelatasa y contenidos de citocromo P-450 y
AMPc en hepatocitos de ratas normales y diabéticas

Los efectos del estado diabético causado por la administracidén de
STZ, sobre enzimas involucradas en la biosintesis del hemo fueron estudia-
das en hepatocitos de rata. Luego de 15 dfas de la administracién de STZ,
las actividades basales de ALA-S y ferroquelatasa presentaron valores simi-
lares a aquellos provenientes de ratas normales (Tabla XX).

Por otra parte, fueron observadas variaciones en el contenido de
citocromo P-450. E1 nivel de esta hemoproteina, en los hepatocitos de ratas
diabéticas, fue 32% m&s alto que en los hepatocitos provenientes de ratas
normales (Tabla XX). En la misma Tabla XX, puede observarse que el conteni-
do de AMPc fue incrementado cuatro veces en aquellos hepatocitos preparados
a partir de anwmales tratados con STZ.

Tabla XX: Actividad de ALA-S y ferroquelatasa y contenidos de citocromo

P-450 en hepatocitos de ratas normales y diabéticas
Las actividades de ALA-S5 y fterroquelatasa y los contenidos de citocromo

P450 y AMPc fueron determinados a tiempo cero de incubacidn. Los resuita
dos estan expresados como promedios t E.S. de 6 preparaciones diferentes.

HEPATOCITOS RAIAS HEPATOCITOS RATAS

NORMALES DIABET ICAS
ALA-S (Unidades/mg proteina) 0,54 t 0,06 0,63 + 0,03
Ferroquelatasa (Unidades/mg protefina) 1,44 t 0,11 1,49 t 0,08
Citocromo P-450 (nmoles/106 nepat.) 0,25 t 0,02 0,33 + 0,02
AMPc (pmoles/mg protefina) 6,2 t 0,5 24,1 t 1,5
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INDUCCION DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO EN HEPATOCITOS DE RATAS DIABETICAS

Una vez desarrollado el estado diabético en los animales de expe-
rimentacidén, se estudié la induccién de enzimas de la biosintesis de! hemo
y del contenido de citocromo P-450 en suspensiones de hepatocitos prove-
nientes de dichos animales. También se investigaron las variaciones del
contenido de AMPc de los hepatocitos, tanto en ratas normales como diabéti-
cas, y su relacién con el desarrollo y grado de induccién de! mencionado
camino metabdlico. Para ello, fue utilizado el fenobarbital como inductor
de la biosintesis del hemo. Se estudié también la accién del dibutiril AMPc
sobre la induccién por tenobarbital y el efecto de la glucosa sobre dichas
inducciones. Se presentan los resultados obtenidos en hepatocitos de ratas
diabéticas y posteriormente se resumen 10S resultados mds importantes com-
pardndolos con 10s obtenidos en hepatocitos de animales normales.

Induccidn de ALA-S y ferroquelatasa en hepatocitos de ratas diabéticas

En la figura 26 se representan las curvas de tiempo correspondien-
tes a la induccidén de las actividades de ALA-S y ferroquelatasa con teno-
barbital y con fenobarbital mds dibutiri| AMPc en hepatocitos de ratas dia-
béticas.

De la observacién de la tigura 26 y de su comparacion con la figu-
ra 24 A y B, surge que las actividades de ALA-S y ferroquelatasa son incre-
mentadas mds rdpidamente por la adicidén de fenobarbital en oS hepatocitos
de ratas diabéticas que en los de ratas normales. También la magnitud de la
induccién es superior en aquellos, no observdndose efecto potenciador algu-
no por el agregado de dibutiril! AMPc 100 uM junto con e! fenobarbital. Al
igual que en hepatocitos de ratas normales, el agregado de dibutiril AMPc
100 uM, s6lo, a la suspensién de hepatocitos diabéticos, no tuvo ningtn e-
fecto sobre la actividad de ALA-S y ferroquelatasa durante 5 horas de incu-
bacién.

Induccién de! contenido de citocromo P-450 en hepatocitos de ratas diabéti-
cas

Ya tue mencionado que el contenido de citocromo P-450 en los hepa-
tocitos provenientes de ratas diabéticas es superior al de los hepatocitos
de animales controles (Tabla XX). Las caracteristicas de su induccién por
fenobarbital también presenté caracteristicas disimiles entre hepatocitos
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Figura 26: Efecto del fenobarbital y dibutiril AMPc sobre las actividades
de ALA-S y ferroquelatasa en hepatocitos de ratas diabéticas

Suspensiones de hepatocitos de ratas diabéticas tueron incubadas con las
adiciones indicadas. Las actividades de ALA-S (A) y terroquelatasa (B) fue-
ron determinadas a distintos tiempos. Las adiciones tueron: ninguna (@®);
tenobarbital 0,6 mM (A); fenobarbita! o,6 mM + dibutiri! AMPc 100 uM (®m).
Los resultados estdn expresados como porcentajes respecto de controles no
tratados a tiempo cero. Cada punto es el promedio * E.S. de 6 experimentos.
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normales y diabéticos.

En la figura 27 puede observarse que si bien hay una disminucién
del contenido de citocromo P-450 en hepatocitos de ratas diabéticas, éste
es de s6lo un 30% luego de 6 horas de incubacién, mientras que la disminu-
cién es de un 65% en los hepatocitos de ratas normales (ver tigura 24 C).
El agregado de tenobarbital a la suspensién de hepatocitos produjo un au-
mento en el contenido de citocromo P-450 que es mdximo a las 2 horas, pero
de una magnitud mucho mayor que la obsServada en hepatocitos de ratas norma-
les (ver tigura 24 C).

En la misma tigura 27, se observa que el agregado de dibutiril|
AMPc 100 uM junto con e! fenobarbital a la suspensién de hepatocitos de a-
nimales diabéticos, no causé ningun efecto potenciador sobre el contenido
de citocromo P-450 por sobre el ya logrado con el fenobarbital sélo, poten-
ciacidén que s es observada en hepatocitos de ratas normales (ver figura 24
C).

Efecto de l1a glucosa sobre la induccién de ALA-S, ferroquelatasa y citocro-
mo P-450 en hepatocitos de ratas diabéticas

Los resultados de los experimentos dirigidos a examinar el efecto
de la glucosa sobre la induccién de la actividades de ALA-S y ferroquelata-
sa y del contenido de citocromo P-450 mediado por tenobarbital en hepatoci-
tos de ratas diabéticas, se representan en l|a figqura 28.

En esta tigura se muestra que, a diferencia de |0 observado en he-
patocitos de ratas normales (ver figura 22 D), la presencia de glucosa, en
concentraciones entre 10 y 160 mM, no moditicd la induccidén de ALA-S y fe-
rroquelatasa causadas por fenobarbital 0,6 mM o por fenobarbital mds dibu-
tiril AMPc 100 uM.

En la misma tigura 28 se observa que el contenido de citocromo
P-450, inducido por fenobarbital o fenobarbital mds dibutiril AMPc, tampoco
fue alterado por la presencia de glucosa en cualquiera de las concentracio-
nes ensayadas. Este resultado coincide con |0 observado en hepatocitos de
ratas normales (ver figura 22 D).

Los valores basales de las actividades de ALA-S y terroquelatasa y
de! contenido de citocromo P-450 no son alterados por la presencia de glu-
cosa, Sséla, en concentraciones entre 10 y 160 mM en el medio de suspensidn
de los hepatocitos de ratas diabéticas.
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Figura 27: Efecto de! fenobarbital y dibutiril AMPc sobre el contenido de
citocromo P-450 en hepatocitos de ratas diabéticas

Suspensiones de hepatocitos de ratas diabéticas tueron 1incubadas con las
adiciones indicadas. El contenido de citocromo P-450 fue determinado a dis-
tintos tiempos. Las adiciones fueron: ninguna (0); fenobarbital 0,6 mM (@);
dibutiril AMPc 100 uM (A); fenobarbital 0,6 mM + dibutiri| AMPc 100 uM (a).
Los resultados estdn expresados como porcentajes respecto de controles no
tratados a tiempo cero. Cada punto representa el promedio * E.S. de 5 expe-
rimentos.
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Figura 28: Efecto de la glucosa sobre la induccién de ALA-S, ferroguelatasa
Yy citocromo P-450 en hepatocitos de ratas diabéticas

Suspensiones de hepatocitos de ratas diabéticas tueron incubadas con feno-
barbital 0,6 mM (O) o con tenobarbital 0, 6 mM + dibutiril AMPc 100 uM (@)
y distintas concentraciones de glucosa. Las actividades de ALA-S (A) y fe-
rroquelatasa (B) tueron determinadas a las 4 horas. EIl contenido de cito-
cromo P-450 (C) tue determinado a las 2 horas. Los resultados estdn expre-
sados como porcentajes respecto de controles no tratados a tiempo cero. Ca-
da punto representa el promedio * E.S. de 4 experimentos.
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ACTLIVIDADES DE ALA-S Y FERROUQUELATASA Y CONTENIDO DE CITOCROMO P-450. EFEC-
TO0 De FENOBARBITAL, GLUCOSA Y DIBUTIRIL AMPc. COMPARACION ENTRE HEPATOCITOS
DE RATAS NORMALES Y DIABETICAS

En la figura 29 se comparan 10s resultados obtenidos en hepatoci-
tos de ratas normales y diabéticas sobre la i1nduccidén de ALA-S, ferroquela-
tasa y citocromo P-450. Se puede observar, que !as inducciones de las acti-
vidades de ALA-S y ferroquelatasa y del contenido de citocromo P-450, me-
diados por fenobarbital, fueron de mayor magnitud en l0Ss hepatocitos de
animales diabéticos, alcanzando valores que sélo se lograron, en hepatoci-
tos normales, con el tratamiento conjunto del barbitdrico con dibutiril
AMPc. Este nucledtido ciclico, que en hepatocitos normales potencia la ac-
cién 1nductora del tenobarbital sobre ALA-S, ferroquelatasa y citocromo
P-450, no tuvo ningin efecto en los hepatocitos de ratas diabéticas.

El efecto nhibitorio de la glucosa ejercido sobre las activida-
des, inducidas por tenobarbital, de ALA-S y ferroquelatasa en hepatocitos
normales, no Se manifiesta en los dirabéticos, manteniéndose invariable la
induccidén causada por el barbitirico, aun por el agregado conjunto de dibu-
tiri| AMPc. Obviamente, al no haber "efecto glucosa" en los hepatocitos de
animales diabéticos, no se encuentra el efecto de reversidén del dibutiril
AMPc, que si se manitiesta en los hepatocitos de ratas normales.

EFECIU DE AGENTES MODULADORES DE NIVELES INTRACELULARES DE AMPc EN HEPATO-
CITOS DE RATAS NORMALES Y DIABEIICAS

Para examinar con mayor protundidad el papel del AMPc en la regu-
lacidén de la biosintesis del hemo, fueron determinados [0S etectos causados
por la variaci6én de los niveles intracelulares de AMPc, en hepatocitos de
ratas normales y diabéticas, sobre las actividades de ALA-S y ferroquelata-

sa y el contenido de citocromo P-450.

En todos los casos, los niveles intracelulares de AMPc, modifica-
dos por sustancias que aumentan o disminuyen dichos niveles, alcanzan su
mdximo o minimo, respectivamente, luego de 1 6 2 horas de incubacién.

Efecto de activadores de adenilato ciclasa
El agregado de adrenalina o forskolina a suspensiones de hepatoci-

tos de ratas normales conteniendo tenobarbital 0,6 mM, produjo un efecto
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Figura 29: Efecto del fenobarbital, glucosa y dibutiri| AMPc sobre las ac-
tividades de ALA-S y ferroquelatasa y el contenido de citocromo P-450 en
hepatocitos de ratas normales y diabéticas

Suspensiones de hepatocitos tueron incubadas con las adiciones indicadas.
Las actividades de ALA-S (A) y ferroquelatasa (B) tueron determinadas luego
de 4 horas de incubacidn. El contenido de citocromo P-450 fue determinado
luego de 2 horas de incubaci6n. Los resultados estdn expresados como por-
centajes respecto de controles no tratados a tiempo cero. Las barras repre-
sentan el promedio de 4 experimentos y las Iineas verticales el E.S. co-
rrespondiente. Hepatocitos de ratas normales ([J) y diabéticas (WR).
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similar al del agregado del dibutiril AMPc, causando la estimulacién de las
actividades de ALA-S y ferroquelatasa y del contenido de citocromo P-450
inducidos por tenobarbital (Tabla XXI). Los efectos estimulatorios sobre
las actividades de ALA-S y ferroquelatasa tueron suprimidos totalmente por
la presencia de cicloheximida 10 uM, mientras que la induccién sobre el
contenido de citocromo P-450 se mantuvo en alrededor de un 20% cuando esta-
ba presente el 1nhibidor de sintesis proteica.

Por otra parte, el agregado de adrenalina o forskolina, junto con
fenobarbital, a suspensiones de hepatocitos de ratas diabéticas, no moditi-
c6 el mivel de 1nduccién de dichas enzimas y de la hemoproteina, causada
por el barbiturico (Tabla XXI).

La presencia de adrenalina o torskolina en las suspensiones de he-
patocitos, sin fenobarbital, no moditicaron los niveles basales de las ac-
tividades de ALA-S y ferroquelatasa y del contenido de citocromo P-450.

En la misma Tabla XXI, se observa que el contenido de AMPc, tanto
en hepatocitos de ratas normales como de animales diabéticos, fue sustan-
cialmente elevado por el agregado de los activadores de adenilato ciclasa,
adrenalina y forskolina.

Efecto de inhibidores de fosfodiesterasa
Al igual que en el caso anterior, la adicién de MIX o papaverina a

suspensiones de hepatocitos de ratas normales, simultdneamente con tenobar-
bital 0,6 mM, produjo un efecto semejante al del dibutiril AMPc, sobre las
induccidnes de ALA-S, ferroquelatasa y citocromo P-450 mediadas por el bar-
bitdrico (Tabla XXII). Del mismo modo, las inducciones de ALA-S y ferroque-
latasa por tfenobarbital y MIX o papaverina, fueron suprimidas totalmente
por cicloheximida 10 uM, mientras que el contenido de citocromo P-450 dis-
minuyé en un 80% respecto del inducido con tenobarbital y MIX o papaverina.

No hubo cambios en las inducciones de ALA-S, ferroquelatasa y ci-
tocromo P-450, mediadas por tenobarbital, cuando MIX o papaverina tueron a-
gregados a suspensiones de hepatocitos de ratas diabéticas (Tabla XX11).

La presencia de MIX o papaverina en l|as suspensiones de hepatoci-
tos, sin fenobarbital, no moditicaron |oS niveles basales de las activida-
des de ALA-S y ferroquelatasa y del contenido de citocromo P-450.

Se observa que los niveles de AMPc en hepatocitos de ratas norma-
les y diabéticas tueron elevados signmiticativamente por [0S inhibidores de
tostodiesterasa utilizados (Tabla XXI1l).
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Tabla XX1: Efecto de activadores de adenilato ciclasa

Supensiones de hepatocitos de ratas normales y diabéticas tueron incubados
con los agregados indicados. Se determinaron las actividades de ALA-S y fe-
rroquelatasa luego de 4 horas de incubacién y los contenidos de citocromo
P-450 y AMPc luego de 2 horas de incubacidén. Los porcentajes se expresan
respecto de controles no tratados,a tiempo cero, y representan el promedio
t E.S. de 4 experimentos.
Fe-Quelatasa: Ferroquelatasa; Cit.P-450: Citocromo P-450: N: Hepatocitos
ratas normales; OBT: Hepatocitos ratas diabéticas; FB: Fenobarbital; dibu-
tAMPc: dibutiril AMPc.

ALA-S Fe-QUELATASA CIT.P-450 AMP¢
AGREGADOS CONC. % actividad % actividad % contenido pmoles/mg prot
WM N DBT N DBT N DBT N DBT

--~ 11045 103t8 1086 101%7 75%3 94t5 6,2 24,1

FB 600 205%9  315t17 223112 340121 127+8 320%24 9,2 43,7

FB + 600
dibutAMPc 100 301%14 325118 312115 335%19 330%10 350%25

Adrenalina 20 10616 98%t4 102t7 101t6 16315 175¢9 33,6 51,9

FB + 600
Adrenalina 20 313%+20 320%17 305t14 330121 35-*18 350+19 38,2 37,9

Forskolina 10 12410 10/t9 9716 109t7 172¢5 1706 37,0 53,0

FB + 600
Forskolina 10 308+19 311t18 324%16 318%19 337%15 348%23 34,0 55,0




Tabla XXII: Efecto de inhibidores de fosfodiesterasa

Suspensiones de hepatocitos de ratas normales y diabéticas tueron incuba-
dos con los agregados indicados. Se determinaron las actividades de ALA-S
y ferroquelatasa luego de 4 horas de incubacidén y los contenidos de cito-
cromo P-450 y AMPc luego de 2 horas de incubacidn. Los porcentajes se ex-
presan respecto de controles no tratados a tiempo cero y representan el
promedio t E.S. de 4 experimentos.

Fe-Quelatasa: Ferroquelatasa; Cit.P-450: Citocromo P-450; N: Hepatocitos
ratas normales; DBT: Hepatocitos ratas diabéticas; FB: Fenobarbital; dibu-
tAMPc: dibutiril AMPc.

ALA-S Fe-QUELATASA CIT.P-450 AMPc
AGREGADOS CONC. % actividad % actividad % contenido pmoles/mg prot
M N DBT N DBT N 0BT N 0BT
--- 11025 103%8 1086 1017  75%3 94t5 6,2 24,1
FB 600 205%9  315%17 223+12 340+21 1278 320%f24 9,2 43,7
FB + 600
dibutAMPc 100 301+14 32518 312115 335%19 330%10 350%25
MIX 20 1085 111t7 107%6 98t6 15010 16411 17,9 48,8
FB + 600
MIX 20 295t18 319120 292+15 329+17 300%*15 338%21 19,4 39,3
Papaverina 15 964 104t6 106*6 112+5 165*8 168%*11 33,6 50,6
FB + 600
Papaverina 15 30/%21 323t22 341425 340t18 335t13 346%22 35,0 53,1
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Efecto de un inhibidor de adenilato ciclasa y un activador de fostodieste-

rasa

En la Tabla XXIII estdn expuestos 10s resultados obtenidos con
sustancias que disminuyen los niveles intracelulares de AMPc, ya sea por
inhibicién de adenilato ciclasa (aloxano) o bien a través de la activacidn
de la fosfodiesterasa (imidazol).

En hepatocitos de ratas normales, se observa que dichas sustancias
disminuyeron, significativamente, el grado de induccién de ALA-S y ferro-
quelatasa y s6lo ligeramente el de citocromo P-450, mediado por fenobarbi-
tal 0,6 mM, en forma paralela a la disminucién producida en los niveles in-
tracelulares de AMPc. En ausencia de fenobarbital, tanto el aloxano como el
imidazol o ambos, no moditicaron las actividades basales de las enzimas,
mientras que, con respecto al citocromo P-450, el descenso de los niveles
de AMPc provocé una pérdida acentuada de esta hemoprotefna, en presencia o
ausencia de tenobarbital.

En experimentos con hepatocitos provenientes de ratas diabéticas,
s6lo el agregado del aloxano e imidazol simultdneamente con el barbitudrico,
causaron una disminucidén parcial de la induccién de ALA-S, ferroquelatasa y
citocromo P-450 (Tabla XXILI). En ausencia de fenobarbital, aloxano e imi-
dazol sélos o agregados simultdneamente, no produjeron modificaciones apre-
ciables en los niveles basales de ALA-S, ferroquelatasa y citocromo P-450
en hepatocitos de animales diabéticos.

EFECTO DE LA ADENOSINA SOBRE LAS INDUCCIONES DE ALA-S, FERRUQUELATASA Y CI-
TOCROMO P-450, MEDIADOS POR FENOBARBITAL Y DIBUTIRIL AMPc, EN HEPATOCITOS
DE RATAS NORMALES Y DLABETICAS

La adenosina presentd un etecto 1nhibitorio sobre las inducciones
de ALA-S, ferroquelatasa y citocromo P-450 en hepatocitos de ratas normales
y diabéticas.

tn la Tabla XXIV puede observarse que, si bien la adenosina sola
en el medio de incubacién no tiene etecto sobre los niveles basales de ALA-
S, ferroquelatasa y citocromo P-450, es capaz, en presencia de fenobarbital
o tenobarbital mds dibutiril AMPc, de suprimir, en gran parte, el efecto
inductor y potenciador de estas sustancias, ya sea en hepatocitos de ratas
normales como diabéticas.
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Tabla XXIII: Efecto de aloxano e imidazol
Suspensiones de hepatocitos de ratas normales y diabéticas tueron incuba-
dos con los agregados indicados. Se determinaron las actividades de ALA-S
y ferroquelatasa luego de 4 horas de incubacién y los contenidos de cito-
cromo P-450 y AMPc luego de 2 horas de incubacién. Los porcentajes se ex-
presan respecto de controles no tratados a tiempo cero y representan el
promedio t E.S. de 4 experimentos.

Fe-Quelatasa: Ferroquelatasa; Cit.P-450: Citocromo P-450; N:

Hepatocitos

ratas normales; OBT: Hepatocitos ratas diabéticas; FB: Fenobarbital.

ALA-S Fe-QUELATASA CIT.P-450 AMPc
AGREGADOS CONC. % actividad % actividad % contenido pmoles/mg prot
WM N DBT N DBT N 0BT N  DBT
--- 110%5 103%8 1086 101t7 75%3 94t5 6,2 24,1
FB 600 205%9  315+17 223%12 340%21 12/%8 320%t24 9,2 43,7
Aloxano 100 113t4  114%3 95%5 110%¢6 6613 9916 3,8 10,4
FB + 600
Aloxano 100 146%7 329+20 161%8 322121 114+7 308118 3,9 8,7
Imidazol 100 10818 95t5 9916 986 705 101%6 3,1 7,9
FB + 600
Imidazol 100 132t8  331%19 14219 337122 112¢6 31320 3,3 8,4
Aloxano + 100
Imidazo! 100 8814 85t6 9849 90+7  65+4 8416 2,8 5,0
FB + 600
Aloxano 100
Imidazol 100 112%7 244%18 115%13 317120 108%5 213%*13 2,9 5,1
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Tabla XXIV: Efecto de la adenosina sobre las actividades de ALA-S y ferro-
quelatasa y el contenido de citocromo P-450 en hepatocitos de ratas norma-

les y diabéticas

Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas con las adiciones indicadas.

Se determinaron las actividades de ALA-S y ferroquelatasa,

después de 4

horas y el contenido de citocromo P-450, después de 2 horas de incubacién.
Los resultados estdn expresados en porcentajes respecto de controles no
tratados a tiempo cero y representan el promedio t E.S. de 4 experimentos.
N: Hepatocitos de ratas normales; DBT: Hepatocitos de ratas diabéticas.

ALA-S FERROQUELATASA CITOCROMO P-450
AGREGADOS CONC. % actividad % actividad % contenido
uM N DT N 08T N 08T
110y 10318 108t6 10117 7513 9415
Fenobarbital 600 2059 315117 223%12 340121 127%8 32024
Adenosina 500 877  119%10 93t6 91%5 694 854
Fenobarbital + 600
Adenosina 500 137+10 156%12 11419  162t13 95t6 19/%9
Fenobarbital + 600
Dibutiril AMPc 100 30114 325118 312115 335t19 33010 350%25
Fenobarbital + 600
Adenosina + 500
Dibutiril AMPc 100 15011 161t10 14817 169%t14 110%7 210t18
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CONTENIDO DE AMPc EN HEPATOCITOS DE RATAS NORMALES Y DIABETICAS. EFECIO DE
FENOUBARBITAL Y GLUCOSA

En la figura 30 se exponen los resultados de los experimentos ten-
dientes a examinar la influencia del tenobarbital y de la glucosa sobre el
contenido de AMPc en los hepatocitos normales y diabéticos.

La presencia de fenobarbital 0,6 mM en el medio de incubacidn cau-
sé un incremento del contenido de AMPc, superior al 50%, en hepatocitos de
ratas normales, obteniéndose un mdximo entre las 2 y 3 horas de incubacién
(figura 30 A). En experimentos anteriores tue demostrado que el contenido
de AMPc en los hepatocitos de ratas diabéticas, es 4 veces mds alto que en
los de ratas normales (labla XX). La adicidén de fenobarbital 0,6 mM incre-
ment6 el contenido del nucleétido ciclico, en hepatocitos de ratas diabéti-
cas, a valores cercanos al doble de los controles no tratados, luego de 3
horas de incubacién, para luego ir descendiendo hasta niveles similares a
los controles a las 5 horas (figura 30 B).

La adicién simultdnea de glucosa 80 mM y fenobarbital 0,6 mM su-
primié totalmente el ascenso en el contenido de AMPc, en hepatocitos de ra-
tas normales, manteniéndolo en niveles semejantes a los de los controles no
tratados (figura 30 A). Por el contrario, en hepatocitos de ratas diabéti-
cas, el incremento del contenido de AMPc, mediado por fenobarbital, fue
disminuido sélo un 3% cuando dichos hepatocitos tueron incubados con glu-
cosa 80 mM junto con el barbitdrico (figura 30 B).

INCORPORACION DE LEUCINA-LH3] EN LAS PROTEINAS DE HEPAIOCITOS DE RAIAS NOR-
MALES Y DIABETICAS

En la siqguiente serie de experimentos fueron estudiados los efec-
tos de! tenobarbital, dibutiril AMPc, glucosa y el de las sustancias que
varian los niveles endégenos de AMPc, sobre la sintesis de proteinas en he-
patocitos de ratas normales y diabéticas. La biosintesis de proteinas fue
determinada como la incorporacién del aminodcido [4-5 H3]-1eucina en las
proteinas totales de los hepatocitos en incubaciones hasta 5 horas.

En la Tabla XXV se observa que ninguna de las sustancias conside-
radas modificd la incorporacidn de la leucina-[H3] en las proteinas de los
hepatocitos ya Sea que provinieran estos de ratas normales como diabéticas.
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Figura 30: Contenido de AMPc en hepatocitos de ratas normales y diabéticas.
Suspensiones de hepatocitos de ratas normales (A) y diabéticas (B) fueron
incubadas con las adiciones indicadas. E1 contenido de AMPc fue determinado
a distintos tiempos. Las adiciones tueron: ninguna (O ®); fenobarbital 0,6
mM (AW); fenobarbital 0,6 mM + glucosa 80 mM (O 4). Cada punto representa
el promedio % E.S. de 4 experimentos.
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Tabla XXV: Incorporacién de [H3]-leucina en protefnas de hepatocitos de
ratas normales y diabéticas ’ .

Suspensiones d% hepatocitos de ratas normales (N)_y d1abét1cgs (DBT) fue-
ron incubados con los agregados indicados y 10 uCi de [4,5-H J-leucina. A
los tiempos indicados, se determiné la radioactividad jncorporaga a ]as
proteinas en alfcuotas de 1 ml de suspensién de hepatocitos, segun se in-
dica en Materiales y métodos. Los resultados se expresan cComo pmolgs de
leucina tritiada incorporada/106 hepatocitos y representan el promedio de
3 experimentos.

AGREGADOS CONC. TIeMPO DE INCUBACION (HORAS)
uM
1 2 3 4 5
4,49 9,54 12,58 16,97 20, 86

N
DBT 4,15 10,34 12,01 16,55 20,00

Fenobarbital 600 N 4,79 10,10 13,70 17,34 22,14
DBT 4,28 10,15 13,14 17,15 21,55
Dibutiril AMPc 100 N 4,14 9,60 14,00 18,05 20,18
DBT 5,08 10,74 13,80 17,85 20,75
Fenobarbital + 600 N 4,16 11,31 13,40 17,15 20,43
Dibutiri| AMPc 100 DBT 4,93 11,18 13,45 16,90 20,84

Glucosa 80 mM N 4,54 9,38 12,95 16,74 20,57

DBT 4,38 10,40 12,50 17,10 20,45
Fenobarbital + 600 N 3,97 9,90 12,90 16,95 20,80
Glucosa 80 mM 0BT 4,71 9,15 14,00 17,80 21,44
Adrenalina 200 N 4,43 10,04 12,73 18,10 21,54

0BT 4,54 9,35 12,70 16,54 21,92
Fenobarbital + 600 N 4,07 10,72 13,40 17,50 20,30
Adrenalina 20 DBl 4,19 10,19 13,10 17,85 20,95
MIX 20 N 4,09 10,94 13,70 17,53 21,48

DBI 4,16 10,70 13,00 17,83 21,78
Fenobarbital + 600 N 4,20 10,00 13,75 17,14 21,92
MIX 20 DBT 4,53 9,80 13,80 18,15 22,40
Aloxano + 100 N 4,93 9,73 12,79 17,20 22,10
Imidazol 100 DBT 4,64 9,70 13,40 17,90 22,00

Fenobarbital + 600
Aloxano + 100 N 4,19 11,00 12,96 16,85 21,50
Imidazol 100 DBI 4,37 10,59 12,55 17,15 21,95
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CURVAS DE TIEMPO DE LOS EFECTOS DEL FENOBARBITAL SOBRE LAS ACIIVIDADES DE
ALA-S Y FERROQUELATASA, LOS CONTENIDOS DE CITOCROMO P-450 Y AMPc Y LA SIN-
TESIS DE PROTELINAS EN HEPATOCITOS DE RATAS NORMALES Y DIABETICAS

En la figura 31 se representan, en funcién del tiempo, los efectos
del fenobarbital sobre las actividades de ALA-S y ferroquelatasa, los con-
tenidos de citocromo P-450 y AMPc y la incorporacién de leucina tritiada a
proteinas. Se observa que tanto en hepatocitos de ratas normales como dia-
béticas, el aumento en el contenido de AMPc y citocromo P-450, precedié
siempre a las inducciones en las actividades de ALA-S y ferroquelatasa.

La velocidad de incorporacién de leucina tritiada a las proteinas,
no fue alterada por el fenobarbital hasta, por lo menos, las 5 h de incuba-
cion.

DISTRIBUCION SUBCELULAR DE ALA-S EN HEPATOCITOS DE RATAS NORMALES Y DIABE-
TICAS

El agregado de tenobarbital 0,6 mM a la suspensién de hepatocitos
provenientes de ratas normales, produjo un incremento en la actividad espe-
citica de ALA-S en el homogenato y en ambas fracciones: mitocondrial y ci-
tosélica. Sin embargo, en esta dltima el incremento fue mids elevado (Tabla
XXVl A). Cuando las incubaciones fueron reaiizadas con dibutiril AMPc 100
uM junto con la droga portirinogénica, la actividad de ALA-S fue aumentada
a valores aun mds elevados en homogenato y traccién mitocondrial con un
descenso paralelo de la actividad en la fracci6n citosélica (Tabla XXVI A).
La presencia de glucosa 80 mM en la suspensién de células, junto con feno-
barbital, drsminuyd la actividad especitica de ALA-S a valores similares a
los del controf, en homogenato y en ambas fracciones subcelulares. La adi-
cion, en este caso, de dibutiril AMPc revirtié el etecto inhibitorio de la
glucosa, dando valores semejantes a los observados sin la adicién del! mono-
sacdrido (Tabla XXVI A). La presencia de glucosa 80 mM o dibutiril AMPc 100
uM solos en el medio de incubacién, no modificaron los niveles basales de
actividad especifica de ALA-S. Los resultados obtenidos en hepatocitos de
ratas diabéticas se resumen en la Tabla XXVI B. La presencia de fenobarbi-
tal 0,6 mM produjo un aumento mayor de la actividad de ALA-S que el obteni-
do en hepatocitos normales, observdndose una mayor acumulacién en la frac-
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Figura 31: Curva de tiempo de los efectos del fenobarbital

Suspensiones de hepatocitos de ratas normales (A y C) y diabéticas (B y D)
fueron incubadas en presencia (simbolos oscuros) o ausencia (simbolos cla-
ros) de tenobarbital 0,6 mM. Las actividades de ALA-S (@O) y ferroquelata-
sa (AA) y el contenido de citocromo P-450 (@O tueron determinados a dis-
tintos tiempos (A_y B). Los contenidos de AMPciclico (@®Q) y la incorpora-
cién de leucina-H3 a 1as proteinas (grdfico de barras) fueron determinadas
a distintos tiempos (C y D). Los resuitados correspondientes a ALA-S, fe-
rroquelatasa y citocromo P-450 estdn expresados como porcentajes respecto
de controles no tratados a tiempo cero y cada punto representa el promedio
* E.S. de 5 experimentos. Los resultados reteridos al contenido de AMPc re-
presentan el promedio * E.S. de 4 experimentos y los reteridos a la incor-
poracidn de leucina el promedio de 3 experimentos.
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Tabla XXVI: Distribucién subcelular de ALA-S en hepatocitos de ratas nor-

males y diabéticas

Suspensiones de hepatocitos de ratas normales (A) y diabéticas (B), fueron
incubadas con los agregados mencionados. Luego de 4 horas de incubacién fue
determinada la actividad de ALA-S en un homogenato de los hepatocitos y en
la traccidon mitocondrial y citosélica de los mismos, segin se indica en Ma-
teriales y métodos. Los resultados representan el promedio t E.S. de 4 ex-

perimentos.
Tabla XXVI A:
AGREGADOS CONC. ALA-S (nmoles ALA/mg proteina/30 minutos)
uM HOMOGENA IO MITOCONDRIAS CITOSOL
0,48 t 0,04 0,68 t 0,03 0,27 t 0,03
Fenobarbital 600 0,96 t 0,06 1,36 t 0,08 1,54 t 0,09
Dibutiril AMPc 100 0,50 t 0,04 0,75 t 0,04 0,21 t 0,02
Fenobarbital + 600
Dibutiril AMPc 100 1,36 £ 0,07 2,16 t 0,19 0,57 + 0,05
Glucosa 80 mM 0,47 t 0,05 0,63 t 0,03 0,28 t 0,02
Fenobarbita! + 600
Glucosa 80 mM 0,52 t 0,04 0,76 t 0,06 0,33 + 0,02
Fenobarbital + 600
Dibutiril AMPc + 100
Glucosa 80 mM 1,25 £ 0,25 2,05 t 0,09 0,74 £ 0,03
Tabla XXVI B:
AGREGADOS CONC. ALA S (nmoles ALA/mg proteina/30 minutos)
uM HOMOGENA10Q MI TOCONDRIAS CITOSOL
0,47 t 0,04 0,80 * 0,08 0,21 £ 0,02
Fenobarbital 600 1,38 £ 0,12 2,35 £ 0,09 0,53 + 0,04
Dibutiril AMPc 100 0,51 t 0,07 0,83 * 0,07 0,22 £ 0,03
Fenobarbital + 600
Dibutiril AMPc 100 1,34 t 0,11 2,60 0,19 0,40 * 0,03
Glucosa 80 mM 0,45 * 0,05 0,90 * 0,08 0,18 t 0,02
Fenobarbital + 600
Glucosa 80 mM 1,39 £ 0,11 2,15 £ 0,15 0,32 + 0,04
Fenobarbital + 600
Dibutiril AMPc + 100
Glucosa 80 mM 1,32 £ 0,14 2,18 + 0,17 0,56 + 0,05
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cién mitocondrial, contra lo observado en los hepatocitos normales. La adi-
cién de glucosa y/o dibutiril AMPc, junto con e! tenobarbital, no varié es-
tos resultados.
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La ferroquelatasa, la ultima enzima del camino biosintético del
hemo, cataliza la insercién del i6n ferroso en protoporfirina IX para for-
mar protohemo. Diversos estudios demostraron que la incorporacién de cobal-
to en porfirinas es enzimitica y que estarfa catalizada por la cobaltoque-
latasa (156, 158, 423). Algunos autores han sugerido la posibilidad que
sean dos diferentes enzimas las que catalizan la insercién de estos metales
divalentes, aunque otros postularon la existencia de una sola protefna en-
zimdtica con afinidad para ambos iones metdlicos.

Desde su descubrimiento la ferroquelatasa ha sido estudiada en una
gran variedad de organismos y tejidos, y en los Ultimos afios ha sido puri-
ficada a homogeneidad (155, 158, 164, 170). Sin embargo, la actividad de
cobaltoquelatasa no ha sido aun purificada ni caracterizada.

En este trabajo de tesis, nosotros purificamos las actividades en-
zimdticas de ferro- y cobaltoquelatasa de hfgado de cerdo 465 y 421 veces
con un 31 y 28% de rendimiento respectivamente, con el objeto de estudiar
sus propiedades y determinar si dos protefnas enzimdticas diferentes estdn
involucradas en la incorporacidén de los iones hierro(Il) y cobalto(II) en
mesoporfirina.

La enzima ferroquelatasa es una protefna unida a la membrana in-
terna mitocondrial (168). Debido a esto, el primer paso para la purifica-
cién de la ferro- y cobaltoquelatasa, luego de producida la ruptura de las
mitocondrias, consistid en encarar la solubilizacién de la protefna enzimd-
tica. Por aplicacién de radiacidn ultrasénica (figura 1) no se produce un
aumento significativo de actividad de ferro- y cobaltoquelatasa, si bien
luego de 30 seg de su aplicacidn, se solubilizan mds del 90% de las protef-
nas; tiempos mds largos de sonicacién causan la disminucién de ambas acti-
vidades enzimdticas. Esta inactivacién puede ser debida a la accién de ra-
dicales libres que se forman durante la irradiacidén ultrasdnica en sistemas
acuosos, como postularon Swanson y col.(424). Por otra parte, este método
de dispersién produce una disociacién inespecffica y general de las estruc-
turas lipoproteicas que puede ser causa de inactivacién en enzimas estre-
chamente unidas a 1fpidos, como serfa el caso de la ferroquelatasa.

Dailey (157), solubilizéd ferroquelatasa de Spirillum intersonii
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utilizando agentes caotrdpicos. Estos compuestos producen la desestabiliza-
cién de la membrana debido a que provocan un desordenamiento de las molécu-
las de agua, debilitando las interacciones hidrofébicas, y también por dis-
minucién de la barrera entrdpica para la transferencia de componentes apo-
lares de la membrana a la fase acuosa (425). Sin embargo, nuestros resulta-
dos no muestran un aumento significativo en la solubilizacién de ferro- y
cobaltoquelatasa con los agentes caotrdpicos utilizados. Estos resultados
indicarfan que la protefna enzimitica se encuentra estrechamente ligada a
la fase apolar de la membrana a través de una porcién de la cadena polipep-
tidica que formarfa un "dominio" hidrofébico. Esto es, utilizando la clasi-
ficacién de Singer y Nicolson (426), la ferro- y cobaltoquelatasa serfa una
protefna de membrana con caracteristicas mds cercanas a las intrfnsecas o
integradas que a las periféricas o extrfinsecas, ya que éstas son, general-
mente, liberadas por bajas concentraciones de moléculas caotrdpicas, mien-
tras que aquellas sélo son solubilizadas por accién de detergentes.

En base a esta hipdtesis, se utilizaron distintos detergentes para
solubilizar la ferro- y cobaltoquelatasa. Uno solo de los ensayados, Tritdn
X-100 (figura 4), produce un aumento importante de las actividades recupe-
radas en la fraccidn soluble. Los otros detergentes utilizados, tanto los
no iénicos Tween 20, Lubrol WX y Lubrol PX (figura 3) y el iénico, deoxico-
lato de sodio (figura 2), son inefectivos o bien provocan una disminucidn
de ambas actividades enzimdticas.

Esta especificidad por un determinado detergente es significativa
y adquiere importancia para la caracterizacidén de ferro- y cobaltoquelatasa
en sus estados nativos. Un detergente es un compuesto anfiffilico con 1la
propiedad de desestabilizar la estructura de las membranas biolégicas por
solubilizacién de Tlos 1fpidos (427). Hay una gran cantidad de detergentes
de diferentes estructuras que producen la solubilizacién diferencial de 1li-
poprotefnas. Los factores determinantes de esa solubilidad diferencial son,
entre otros, las cargas que posea la molécula de detergente, el largo de la
cadena hidrofébica, la rigidez o flexibilidad de ésta, etc. (428, 429).

Por otra parte, la compleja estructura de la protefna dentro de 1la
membrana, estd organizada en una forma opuesta a la de las protefnas solu-
bles: la superficie exterior de la protefna estd cubierta con grupos hidro-
fébicos mientras que las uniones no covalentes entre porciones diferentes
de la cadena polipeptfdica involucra principalmente aminodcidos hidroffili-
cos (430). Tal estructura sélo puede permanecer termodindmicamente estable



mientras el ambiente hidrofébico sea el correcto, por lo tanto cualquier
reactivo usado para desestabilizar la bicapa lipfdica y solubilizar la pro-
tefna, puede llevar a su desnaturalizacidn.

Es por ello que, el hecho que la ferro- y cobaltoquelatasa hayan
sido solubilizadas, sin pérdida de actividad, s6lo por uno de los detergen-
tes y con un tratamiento prolongado, es coherente con la hipdtesis de que
estas actividades enzimdticas se encuentran en una protefna estrechamente
ligada a 1ipidos de membrana y que su actividad depende de la conservacién
de un entorno hidrofébico detrminado, con una composicién lipfdica caracte-
ristica.

La mayor parte de los métodos publicados de purificacién de ferro-
quelatasa de hfgado de vertebrados, coinciden en la utilizacién de un de-
tergente especifico frente al fracaso de otros (164, 170, 173).

E1 éxito en la solubilizacién de ferro- y cobaltoquelatasa, resi-
dirfa en la correcta eleccién de un detergente que no modifique el entorno
lipfdico de esta protefna o que, por su estructura, pueda suplir, al menos
parcialmente, el nicleo hidrofébico necesario para el mantenimiento de la
actividad enzimdtica o ambas cosas.

Esta hipdtesis estarfa abonada por los resultados indicados en las
Tablas II y III. Las fracciones solubilizadas con Tritén X-100 2,5% y some-
tidas a didlisis o ultrafiltracidén presentan actividades de ferro- y cobal-
toquelatasa drdsticamente disminuidas. Roodyn (431) ha demostrado que el
tratamiento de didlisis debilita las interacciones protefna-1fpido y prote-
fna-detergente, produciéndose de este modo la desnaturalizacién de ciertas
protefnas de membranas mitocondriales.

La estabilidad de las fracciones mitocondrial y solubilizada es
muy grande aun a 4°C; son estables por varias semanas cuando son guardadas
a -20°C sin ningln agregado. Sin embargo la fraccién precipitada con sulfa-
to de amonio y, mds aln, el elufdo de Sephacryl S-300 es mucho menos esta-
ble. Luego de 24 horas, la actividad de ferro- y cobaltoquelatasa de 1la
fraccién purificada es indetectable. Esto estarfa ligado al menor contenido
lipfdico de estas fracciones con respecto a las primeras y por ende a su
progresiva, pero rgpida, desnaturalizacidn.

Las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa se recuperan en un
solo pico, luego de una corrida por una columna de Sephacryl S5-300 (figura
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7), que coincide con una protefna de peso molecular 240.000. En una croma-
tograffa similar, pero en Sephadex G-200, se observan varios picos con ac-
tividad de ferro- y cobaltoquelatasa en el Vo y en fracciones correspon-
dientes a pesos moleculares menores. Sin embargo, cuando se realiza la mis-
ma corrida agregando al buffer de elucién KC1 0,1M, se obtiene s6lo el pico
correspondiente al Vo con actividad de ferro- y cobaltoquelatasa (figura
6). Esto se deberfa a la desaparicién de interacciones entre protefnas car-
gadas y la matriz del gel por aumento de la fuerza idnica.

La pureza de la fraccién purificada fue controlada en una electro-
foresis de gel de poliacrilamida con SDS (figura 8), obteniéndose una banda
de peso molecular 40.000 que contiene al menos el 90% de la protefna sem-
brada. La presencia de una banda menor, que en sucesivas electroforesis co-
rrespondié a un peso molecular entre 60.000 y 66.000, no puede explicarse
con certeza. Dailey y Fleming (173) postularon que estas trazas de bandas
podrfan deberse a artificios porducidos por columnas utilizadas reiterada-
mente; sin embargo no puede descartarse la posibilidad de porciones de pro-
tefna enzimitica, proteolfticamente cortadas, que sélo son separables en
condiciones desnaturalizantes como son las empleadas en electroforesis con
SDS (158).

La cromatograffa en Sephacryl S5-300 con el buffer de elucidén con-
teniendo Tritén X-100 1% indica que ferro- y cobaltoquelatasa de hfgado de
cerdo son oligémeros de peso molecular 240.000 y no simples agregados de
protefinas, con subunidades de peso molecular 40.000. Nuestros resultados,
en este sentido, coinciden con los obtenidos por Taketani y Tokunaga (170)
para la ferroquelatasa de hfgado de rata.

En la figura 10 se representan las curvas de actividad de ferro- y
cobaltoquelatasa en funcidén del tiempo. Cuando la actividad de ferroquela-
tasa se determina en extractos crudos de mitocondrias en incubaciones bajo
atmésfera de nitrdgeno y conteniendo glutation, se obtiene un lag de 15 mi-
nutos, mds corto que el publicado por Llambfas (154), utilizando la misma
fuente enzimdtica, pero en condiciones anaerébicas y sin agregado de gluta-
tion. Sin embargo, para la formacidén de cobaltomesoporfirina, se observa un
aumento lineal hasta, al menos, 2 horas. Las incubaciones con ferro- y co-
baltoquelatasa purificada, bajo atmdsfera de nitrégeno, dan incrementos 1i-
neales, en la formacidén de los productos, hasta las 2 horas.
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Estos resultados, posiblemente, indican la existencia de una relacidn di-
recta entre la disponibilidad de hierro reducido y la presencia de agentes
reductores, independientemente del tiempo en el que se logre la anaerobio-
sis (432).

Estas conclusiones parecen avaladas por el hecho de que, en pre-
sencia de glutation, puede detectarse actividad de ferroquelatasa bajo at-
mésfera de aire, mientras que no se detecta formacién de hemo, en aerobio-
sis, en ausencia de glutation (154). Koller y col.(432) han informado que,
ni el agregado de sustratos oxidables ni la anaerobiosis, tienen efecto so-
bre la sfntesis de cobaltomesoporfirina.

E1 espectro de absorcidén UV-visible indica la inexistencia de gru-
pos prostéticos unidos covalentemente a la protefna enzimdtica purificada
(figura 9). Esto es coincidente con los resultados publicados para la fe-
rroquelatasa de diversas fuentes (158, 164, 170, 173).

E1 pH 6ptimo es el mismo para las actividades de ferro- y cobalto-
quelatasa (figura 12) y es similar al informado previamente para prepara-
ciones de mitocondrias de hfgado de cerdo (433). El1 hecho observado que,
luego de exponer la enzima a los pH indicados y determinar la actividad de
ferro- y cobaltoquelatasa, después de reajustar al pH 6ptimo, no se produz-
ca disminucién alguna de actividad, sugiere que las variaciones observadas
en la figura 11 se deben a una disminucién de la afinidad de la enzima por
los sustratos y no por una destruccién irreversible de la enzima. Esto in-
dicarfa la presencia de grupos ionizables en el sitio activo de la enzima
(434).

La temperatura éptima, para ambas actividades purificadas, es de
42°C (figura 13). Las energfas de activacién para ferro- y cobaltoquelatasa
también son similares y con valores cercanos a los publicados previamente
(figura 14)(435, 436). Debido a que la energfa de activacidn es caracterfis-
tica de la enzima mds que del sustrato, y que una enzima que actia sobre
varios sustratos tendrd la misma energfa de activacién para todos ellos
(434), nuestros resultados sugieren la existencia de una séla protefna en-
zimdtica con actividad de ferro- y cobaltoquelatasa.

Los valores de Km son similares para hierro(Il) y cobalto(IIl),
siendo un poco mds bajo para el primero de ellos (Tabla V). Los valores de
Km para hierro son parecidos a los obtenidos para mitocondrias de hfgado de
rata (170), cloroplastos de espinaca (161) y R. spheroides (158). El valor
de Km para mesoporfirina es un 50% mds alto cuando el cobalto, el sustrato
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no fisioldgico, es quelado (Tabla V). El valor de Km para mesoporfirina con
hierro es ligeramente superior al encontrado para ferroquelatasa de otras
fuentes (160, 178). Dado que estos investigadores han usado métodos distin-
tos para la determinacién de ferroquelatasa, las diferencias en los valores
de Km podrfan ser atribufdas a variaciones de los métodos.

En la Tabla VI se muestran los resultados de los efectos de dife-
rentes cationes divalentes sobre las actividades de ferro- y cobaltoquela-
tasa. Todos los cationes estudiados presentan acciones similares sobre am-
bas actividades enzimdticas. Dos de ellos, plomo y mercurio, causan una
fuerte inhibicién. Resultados similares fueron encontrados por Hanson y
Dailey (164), Taketani y Tokunaga (170) y Dailey (158), estudiando ferro-
quelatasa de eritrocitos de polio, de hfgado de rata y de la bacteria R.
spheroides, respectivamente. Debido a que estos iones metdlicos tienen la
propiedad de unirse fuertemente a grupos SH, la inhibicidén resultante de su
presencia se deberfa a su habilidad para combinarse con grupos SH libres,
necesarios para la actividad enzimdtica.

E1 zinc es el otro catidn divalente que inhibe fuertemente ambas
actividades enzimdticas, sobre todo en la concentracion mds elevada. Take-
tani y Tokunaga (155) y Camadro y col.(167) han demostrado que, la ferro-
quelatasa de hfgado bovino y humano, respectivamente, utilizan el zinc(II)
como sustrato. Mds aun, el Km correspondiente serfa, en ambos casos, menor
que el del hierro.

De los restantes metales ensayados, el M92+ no tiene efecto y el
Cu2*, en su concentracién mds elevada, inhibe un 50% ambas actividades, en
coincidencia con lo informado por otros investigadores (164, 170). El efec-
to inhibitorio del Cu(II) no estd de acuerdo con los resultados publicados
por Tephly y col1.(330) y Dailey (157) sobre la accién de metales sobre fe-
rroquelatasa de hfgado de rata y de la bacteria S.intersonii. Estos autores
encontraron un efecto activador del Cul* 50 uM, siendo los Gnicos sistemas
bioldgicos en los cuales se ha detectado.

Sorpresivamente el Mn2* causa una ligera activacién, tanto de fe-
rroquelatasa como de cobaltoquelatasa. Dada la gran dispersidn de datos pu-
blicados con respecto a la accién del Mn(II) sobre la ferroquelatasa (158,
164, 170), es diffcil la interpretacién de nuestros resultados. Sin embar-
go, hay referencias del efecto activador de este catién sobre otras
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enzimas de membrana (437).

En diversos trabajos ha sido sugerido que la ferroquelatasa con-
tiene grupos SH que son esenciales para la actividad de la enzima (155,
158, 180, 181).

Los resultados indicados en la Tabla VII demuestran claramente,
que distintas clases de reactivos sulfhidrilicos disminuyen significativa-
mente las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa. Asf es que el 4cido p-
cloromercuriobenzoato (PCMB) inhibe ambas actividades enzimiticas. Esta in-
hibicién es revertida por la adicién de cisteina 1 y 5 mM. Boyer (438) y
Riordan y Vallée (439), han demostrado que la inhibicién por PCMB es espe-
cifica para residuos de cisteina y que es rdpidamente revertida por el
agregado de una sustancia tidlica de bajo peso molecular.

Del mismo modo, la presencia de iodoacetamida 1 mM inhibe, aproxi-
madamente un 70%, las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa. Estos re-
sultados estdn de acuerdo con lo observado por Taketani y Tokunaga (170) en
estudios realizados sobre ferroquelatasa de hfgado de rata.

Por otra parte, el sulfito de sodio 1 mM disminuye drdsticamente
las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa. Este reactivo ha sido indica-
do como especifico para la identificacién de residuos cistefna y cistina
(440).

Los resultados obtenidos sugieren que los grupos SH desempefiarfan
un importante papel durante la catdlisis de la formacién de hemo por la fe-
rroquelatasa.

Dos son los posibles papeles que cumplirfan los grupos SH en la
actividad de ferroquelatasa y cobaltoquelatasa. Uno de ellos podria ser la
unidn de la protoporfirina a través de los grupos vinilos, como ha sido su-
gerido para la protoporfirindgeno oxidasa (144), y el otro serfa la unién
del i6n metdlico. La primera posibilidad es la menos probable dado que
otras porfirinas, como la mesoporfirina y la deuteroporfirina, han sido
utilizadas como sustratos (155, 158), las cuales no contienen grupos vini-
los. La segunda posibilidad es mds atractiva considerando la gran cantidad
de complejos de Fe y S que existe en la naturaleza.

Por otra parte, si alguna de estas posibilidades fuera correcta,
serfa de esperar que uno o ambos sustratos, protegieran a la enzima de la
inhibicién causada por un reactivo sulfhidrilico.
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Esta posibilidad fue examinada en los experimentos cuyos resulta-
dos se representan en la figura 16. En ella se observa que los iones metd-
licos hierro(Il) y cobalto(II), y no la porfirina, son capaces de proteger
la actividad de ferro- y cobaltoquelatasa, respectivamente, de la inactiva-
cién por iodoacetamida 1 mM. Si bien la proteccién causada por los iones
metdlicos no es absoluta, alcanza valores altamente significativos. Estos
resultados coinciden con l1os observados por Dailey sobre ferrroquelatasa de
hfgado bovino y utilizando N-etilmaleimida como reactivo de grupos SH
(181).

Sin embargo, los resultados presentados al respecto, no excluyen
1a posibilidad de la existencia de un grupo SH, no relacionado directamente
con la unidén del metal, pero que resulte protegido por un'cambio conforma-
cional asociado con la unién del hierro o del cobalto.

Webb (441) ha demostrado que el arsenito de sodio actia sobre va-
rias proteinas, formando un puente entre ambos grupos SH vecinales. En la
Tabla VII se observa que el arsenito de sodio 1 mM fue capaz de inhibir
significativamente las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa. Este dlti-
mo resultado es compatible con la sugerencia de que los iones Fel+ y co2+
se unirian a la protefna enzimdtica a través de grupos SH vecinales.

Estos resultados y los obtenidos en la Tabla VIII, que indican que
los iones metdlicos son efectivos en la proteccién de la actividad de
ferro- y cobaltoquelatasa frente a la inactivacién por calor, mientras que
la mesoporfirina tiene escaso o nulo efecto protector, conducen a la si-
guiente conclusién, Los grupos SH serfan esenciales para las actividades de
ferro- y cobaltoquelatasa y, el evento inicial de la catdlisis serfa la
unién del i6n met&lico a la protefna enzimdtica a través de grupos SH veci-
nales. Los resultados obtenidos coinciden con lo observado por Dailey y
Fleming (173), en ferroquelatasa de hfgado bovino.

Se investigd el efecto de los 1fpidos sobre las actividades de
ferro- y cobaltoquelatasa purificadas. Nuestros resultados, representados
en la Tabla IX, indican que los fosfolfpidos incrementan significativamente
ambas actividades enzimdticas, independientemente de la naturaleza de la
porcidn polar de la molécula. Los fosfolfpidos, que desempefian un papel im-
portante sobre un gran nimero de enzimas, particularmente en aquellas uni-
das a membranas mitocondriales, microsomales o lisosomales (442), pueden
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actuar de dos maneras: facilitando la unién de los sustratos a la enzima o
modificando la estructura proteica y por lo tanto su funciédn.

En el caso de la ferroquelatasa, Yoneyama y col.(443) sugirieron
un mecanismo de accién del primer tipo, en el cual los fosfolipidos acidi-
cos con una carga negativa, otorgada por el anién fosférico, atraen al idn
ferroso, siendo éste luego transferido a la regidén hidrofébica de los 11pi-
dos donde es desolvatado y accesible a la molécula de porfirina, que es po-
co soluble en condiciones acuosas. Nuestros resultados no concuerdan exac-
tamente con los postulados de estos autores, ya que la fosfatidilcolina,
con una fuerte carga positiva de la colina, incrementa ambas actividades
enzimdticas del mismo modo que los acidicos fosfatidiletanolamina y fosfa-
tidilserina (Tabla IX). Sin descartar la hipStesis anterior, nuestrds re-
sultados indicarfan que la estimulacién de ferro- y cobaltoquelatasa por
fosfolipidos, seria consecuencia de su habiiidad para alterar la estructura
de la proteina enzimdtica y modificar su dmbito en la membrana interna de
la mitocondria. En este caso cobrarfa importancia la composicién en &cidos
grasos del fosfolipido. En conexién con esto, en la misma Tabla IX se ob-
serva que los d&cidos grasos aumentan las actividades de ferro- y cobalto-
quelatasa en relacidén directa con su grado de insaturacidén y que, el coles-
terol, anula la activacién producida por fosfolfpidos y dcidos grasos insa-
turados. Es sabido que las insaturaciones de las cadenas carbonadas inter-
fieren con las interacciones hidrofébicas, dando lugar a un nicleo hidro-
carbonado mds flufdo (172). Por otro lado, el colesterol modifica la flui-
dez de las membranas (444). Los resultados de la Tabla IX sugieren que las
actividades de ferro- y cobaltoquelatasa dependen de una fase hidrofdébica
fluida. La fluidez de la fase hidrofébica podria facilitar la obtencidn de
una conformacién de la protefna enzimdtica mds favorable a los sustratos
y/o permitir una mayor movilidad de la enzima dentro de la membrana.

Nuestros resultados indicarfan que la ferro- y cobaltoquelatasa en
su estado nativo, estd estrechamente asociada con 1ipidos, mds precisamen-
te, se encontrarfa como una lipoproteina unida a la membrana mitocondrial.
La remocidn parcial o total de su contenido lipidico serfa una de las prin-
cipales causas de su inestabilidad durante los diversos procedimientos de
aislamiento y purificacién.
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las activida-
des de ferro- y cobaltoquelatasa son purificadas en forma paralela. Los
grdficos de elucidén de las columnas de Sephacryl S5-300 son muy similares
para ambas actividades, ademds de presentar un comportamiento similar en
electroforesis con SDS.

E1 idéntico pH 6ptimo y los valores de energfa de activacidén simi-
lares también sugieren que una séla enzima estd involucrada en la catdli-
sis. Esta conclusidén es confirmada por los efectos similares observados so-
bre ambas actividades de cationes divalentes, reactivos sulfhidrilicos,
dcidos grasos, fosfolfpidos y colesterol.

En vista, entonces, de los resultados presentados, obtenidos con
preparaciones purificadas de mitocondrias de hfgado de cerdo, sugerimos que
una séla enzima es la responsable de la insercién de Fel* y Co2* en meso-

porfirina.



IT - MECANISMOS DE REGULACION EN LA BIOSINTESIS DEL HEMO

EN SUSPENSIONES DE HEPATOCITOS DE RATA
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La utilizacidn de suspensiones de hepatocitos de rata como modelo
para el estudio del metabolismo hepdtico de sustancias endégenas o xenobid-
ticos, ha sido ya ampliamente aceptado debido a las considerables ventajas
que presenta frente a los estudios sobre "slices" de hfgado o en el hfgado
perfundido (445, 446). Entre estas ventajas pueden mencionarse: a) no hay
ruptura de membranas; b) puede ser aislada una poblacién relativamente ho-
mogénea de células; c) el medio de cultivo estd directamente en contacto
con las células sin una barrera intesticial o vascular; d) pueden ser lle-
vados a cabo una gran cantidad de experimentos simultdneamente (447, 448).

La preservacién de las membranas y las estructuras subcelulares y
las interrelaciones entre las diferentes organelas, que sustentan una acti-
vidad metabdlica intacta, combinada con la accesibilidad de las células a
los sustratos, y la posibilidad de cambio en las condiciones ambientales,
hacen del sistema de suspensiones de hepatocitos aislados, una herramienta
fundamental en el estudio de los procesos bioquimicos y fisioldgicos en los
cuales esté involucrado el hfgado, particularmente aquellos concernientes
al metabolismo. Por estas razones hemos utilizado este sistema en nuestros
estudios sobre la biosintesis de! hemo y su regulacién.

lLas suspensiones de hepatocitos obtenidas en diferentes prepara-
ciones constituyen poblaciones suficientemente puras de células parenquima-
les, a juzgar por la observacidén microscdpica, como para descartar contami-
naciones importantes con otros tipos de células (no parenquimales, fibro-
blastos, células de Kuppffer, eritrocitos, etc.). Los rendimientos obteni-
dos varian entre 15-20 x 106 células por gramo de higado y son similares a
los publicados por Fry y col.(403) en el método original.

Considerable importancia se otorg6 a la medicién de distintos pa-
rametros que fueron seleccionados como criterios para determinar la viabi-
lidad de los hepatocitos. Esto fue asf, debido a que durante el proceso de
aislamiento, las células hepdticas pueden ser dafladas por remocién del
Caz*, por la accién de enzimas 1iticas o por ruptura mecdnica. En primer
término, fue determinado el porcentaje de viabilidad celular, basado en el
hecho que las células que conservan intacta su membrana plasmitica son ca-
paces de excluir colorantes tales como el azul tripdn, mientras que las cé-
lulas dafladas se tifien, con particular intensidad, en el nicleo (405). Ade-
mds, la aparicién en el medio de incubacién de las células, de enzimas so-
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lubles tales como la lactato deshidrogenasa (LDH), es también una expresién
de dafio en las estructuras de la membrana (449, 450). De los datos presen-
tados en la figura 17, surge que el porcentaje de viabilidad de las prepa-
raciones de hepatocitos es del 82%, sélo ligeramente inferior al publicado
en el método original. Confirmando estos resultados, en la misma figura se
observa que la liberacién de LDH al medio de incubacidn, estd inversamente
relacionada con el porcentaje de células que excluyen el azul tripan.

Sin embargo, la tincién por azul tripdn y la liberacidén de LDH in-
dican, solamente, lesiones celulares severas. Las células pueden tener le-
siones metabdlicas internas que no son reveladas por las pruebas anteriores
de viabilidad, pero que pueden conducir a la muerte celular. Baur vy
col.(451) han seleccionado un cierto nimero de pardmetros cuya medicién da
idea de la viabilidad e integridad metabdlica de la célula hepdtica.

Nosotros hemos determinado algunos de esos pardmetros en distintas
preparaciones de hepatocitos cuyos resultados se describen en la Tabla X.
Estos pardmetros son: la glucogenolisis endfgena y su estimulacién por glu-
cagon, lo que implica, ademds, la presencia de sitios receptores para hor-
monas intactos, y la sintesis de protefnas. Los resultados obtenidos sobre
ambas funciones indican una 6ptima funcionalidad metab6lica de las prepara-
ciones de hepatocitos obtenidas, comparables, a su vez, con otras ya publi-
cadas (402, 405).

También fue planteada la posibilidad que cualquiera de las sustan-
cias empleadas en los distintos experimentos realizados produjera un dafo
en las células, que modificara la viabilidad de las suspensiones. Esta po-
sibilidad debe ser descartada a la luz de los resultados expuestos en la
Tabla XI, en la cual se ve que ninguna de las sustancis ensayadas varfa
significativamente el porcentaje de viabilidad de los hepatocitos, medida
como la exclusién del azul tripén.

Una vez establecida la viabilidad e integridad metabdlica de las
suspensiones de hepatocitos de rata, se procedié a determinar, en los mis-
mos, las actividades basales de l!as enzimas succinil CoA sintetasa, ALA-S,
ALA-D y ferroquelatasa y el contenido de citocromo P-450. Los valores de
actividades enzimdticas y el contenido de la hemoproteina se corresponden,
en forma ajustada, con aque!los obtenidos en higado entero y publicados en
la literatura por otros autores (Tabla XII). Por otra parte, se observa que
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estos valores de actividad especifica de ALA-S y ferroquelatasa (figura 18)
y de succinil CoA sintetasa y ALA-D, se mantienen sin variaciones signifi-
cativas durante las 6 horas de incubacién de los hepatocitos en medio HAM
F12, tiempo mdximo durante el cual se realizaron los experimentos posterio-
res.

Sin embargo, el contenido de citocromo P-450 decae sustancialmente
a lo largo de la incubacién, hasta llegar a una pérdida de casi el 60%,
luego de 6 horas (figura 18 B). Esta rdpida declinacidn del citocromo
P-450, en cultivos de hepatocitos, ha sido observada por otros autores
(452, 453) y es contrarrestado, en general, suplementando el medio de cul-
tivo con distintas sustancias como nicotinamida y dcido ascérbico, hormonas
como insulina y dexametasona y otros factores extrahepdticos (454-456). Las
proteinas del citocromo P-450 hepdtico y del sistema de transporte electré-
nico, responsable del metabolismo de muchas drogas y xenobidticos, se en-
cuentran unidos a membranas. La disposicidén espacial y asociacién de sus
componentes deben estar estrictamente reguladas in vivo para asegurar que
los niveles de estas hemoproteinas se mantengan constantes. E1 proceso de
aislamiento de los hepatocitos debe producir una alteracidén en la regula-
cién del citocromo P-450 que causarfa la disminucién de su contenido. Esta
espontdnea declinacidén del citocromo P-450, podrfa ser el resultado de la
pérdida de un cofactor esencial o de la ausencia de un sustrato endégeno
que conducirfa a la autooxidacién o a una destruccién autocatalizada del
complejo enzimdtico (457).

Nosotros encontramos que la adicidén del dibutiril AMPc al medio de
suspensién, eleva en un 50% el contenido de citocromo P-450 a las 2 horas,
manteniéndolo luego constante hasta las 6 horas de incubacién (figura 24
C). Este hecho, que serd discutido con mayor profundidad, concuerda con ob-
servaciones preliminares realizadas por Vickers y Brendel (457) y con 1los
informes sobre retencién del contenido de citocromo P-450 en cultivos de
hepatocitos por efecto del agregado de hormonas (458), que podrfan actuar
independientemente o via AMPc.

La biosfntesis del hemo, en condiciones normales, estd regulada
para formar una cantidad precisa del hemo requerido para la sfntesis de va-
rias hemoprotefnas. La acumulacién de ALA y PBG es insignificante comparada
con la cantidad de hemo biosintetizado, debido a la presencia de un sistema
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de regulacién basado, principalmente, en el efecto represor del hemo regu-
latorio sobre la primera enzima del camino metabdlico, la ALA-S.

E1 nivel del pool de hemo regulatorio en los hepatocitos, refleja
el equilibrio dindmico de la sfntesis, utilizacién y degradacién del hemo
formado en estas células, el cual, en su mayor parte, constituye el grupo
prostético del citocromo P-450. En condiciones patolégicas, una sintesis
incrementada o una destruccién acelerada de esta hemoprotefina, inducida por
ciertas drogas, medicamentos, hormonas, etc., afecta los mecanismos de re-
gulacién del camino biosintético del hemo.

Estos eventos metab8licos pueden ser simulados experimentalmente
in vivo o in vitro, usando suspensiones o cultivos de hepatocitos, ofre-
ciendo asf, un modelo apropiado para el estudio del metabolismo del hemo en
porfirias humanas.

En primer término, nuestros experimentos fueron tendientes a com-
probar si el sistema de suspensién de hepatocitos utilizado respondfa a la
accién de ciertas sustancias, de caracterfsticas porfirinogénicas, como el
AIA, fenobarbital, acetato de plomo, de un modo comparable a 1o observado
in vivo o0 en cultivos primarios. De ser asfi, este sistema in vitro nos per-
mitirfa estudiar mecanismos regulatorios de la biosintesis del hemo, inde-
pendientemente de la posible influencia de factores extrahepdticos.

Nuestros resultados indican que el AIA ejerce un efecto inductor
sobre las actividades de ALA-S y ferroquelatasa en las suspensiones de he-
patocitos de rata (figuras 18 A y B). Resultados similares, respecto a la
actividad de ALA-S, fueron obtenidos por Kim y Kikuchi (293), en hfigado de
rata y por Strand y col.(260), en cultivos de hepatocitos de embriones de
pollo. Por otro lado, Edwards y Elliot (297) encontraron que la induccién
de ALA-S mediada por AIA, en suspensiones de hepatocitos de rata, era de-
pendiente de la presencia de dibutiril AMPc en el medio de suspensign, sin
cuya presencia, el AIA no presentaba ningin efecto. Sin embargo, esta apa-
rente discrepancia con nuestros resultados, puede deberse al alto contenido
de glucosa del medio de suspensién utilizado por estos autores, complemen-
tado ademds, con 10% de suero fetal bovino. Como se discutird mds adelante,
nosotros observamos que concentraciones de glucosa, como las utilizadas por
Edwards y Elliot en el medio de suspensién, suprimen el efecto inductor del
AIA sobre la actividad de ALA-S (figura 21).

También observamos, en el sistema in vitro utilizado, la induccién
de ALA-S y ferroquelatasa por fenobarbital (figura 19) y la induccién de
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ALA-S por plomo (figura 20). E1 efecto de este Gltimo sobre la actividad de
ALA-S es comparable con el encontrado por Strand y col.(260) y por Maxwell
y Meyer (276).

E1 efecto inductor del fenobarbital, sobre las actividades de ALA-
S y ferroquelatasa, es similar al que observamos sobre ambas enzimas, usan-
do AIA como inductor. Estos resultados prueban que la dGltima enzima de la
biosfntesis de! hemo, la ferroquelatasa, es inducible, como fue sugerido
por Tephly y col.(343), en trabajos con hfgado de rata in vivo. Este hecho,
sugerirfa que dicha enzima puede desempeiiar un papel significativo en los
mecanismos regulatorios asociados con la biosintesis del hemo.

No detectamos efectos inductores de AIA y fenobarbital sobre las
actividades de succinil CoA sintetasa y ALA-D, en las condiciones experi-
mentales empleadas.

Con respecto al contenido de citocromo P-450, nuestros resultados
muestran que la presencia de AIA, en l|a suspensién de hepatocitos, incre-
menta la degradacién de esta hemoprotefna (figura 18), coincidentemente con
lo observado en higado de rata por Wada y col.(459) y por Ortiz de Monte-
11ano y Mico (248). Por otra parte, publicaciones de diferentes laborato-
rios, basados en experiencias realizadas in vivo (343, 365) e in vitro,
utilizando cultivos de hepatocitos de embriones de pollo (299), mostraron
que el fenobarbital ejerce un efecto inductor sobre la biosintesis de cito-
cromo P-450. Este mismo hecho se observa en nuestro sistema de suspensién
de hepatocitos (figura 19), indicando una formacién de novo de citocromo
P-450 inducido por fenobarbital y/o una disminucién en la degradacién de la
hemoproteina, probablemente debida a la constitucién de un ligando entre el
fenobarbital y citocromo, como fue sugerido por Hockin y Paine (460), para
derivados de piridina.

Los resultados obtenidos en los experimentos con distintas drogas
inductoras, son compatibles con l|a hipStesis que expresa que la induccién
de la enzima ALA-S, la primera y limitante de la velocidad en la biosfinte-
sis del hemo, responde a una disminucién del pool de hemo regulatorio, in-
dependientemente del mecanismo responsable de la disminucién: bloqueo par-
cial de la formacién de hemo por inhibicién de la ferroquelatasa (efecto
del plomo); utilizacién aumentada de hemo debido a una mayor sfintesis de
citocromo P-450 requerida para propdsitos de detoxificacidén (efecto del
fenobarbital); o aumento de la degradacién del hemo como grupo prostético
del citocromo P-450 (efecto del AIA).
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Todos los efectos inductores observados son dependientes de la
sintesis de novo de las moléculas proteicas, ya que, como se observa en la
Tabla XIII, las inducciones son suprimidas por accién de una concentracidén
de cicloheximida suficiente como para inhibir mds del 95% de la sfntesis
proteica en los hepatocitos. M4s precisamente, el efecto represor del hemo
del pool regulatorio debe actuar a nivel de la transcripcién, como lo su-
gieren los resultados presentados en la misma Tabla XIII, donde se observa
la desaparicidén de los efectos inductores de AIA, fenobarbital y acetato de
plomo, por accidén de actinomicina D, Esta dGltima conclusidén coincide con lo
observado por Whiting (38) en higado de embriones de pollo y por Yamamoto y
col.(266) en hfgado de rata.

De los resultados expuestos se concluye que, el sistema de hepato-
citos aislados utilizado, conserva la inducibilidad de ALA-S y citocromo
P-450 en presencia de distintas sustancias porfirinogénicas, en forma com-
parable a lo observado in vivo. Ademds se demuestra la inducibilidad de la
enzima ferroquelatasa mediada por las mencionadas sustancias. Estos hechos
permiten afirmar que el sistema empleado constituye un modelo eficiente pa-
ra realizar estudios in vitro de los mecanismos regulatorios relacionados
con la biosintesis del hemo.

Ya fue mencionado en el capftulo IV de la Introduccién que la ad-
ministracién de glucosa causa un mejoramiento del cuadro clinico y una dis-
minucién de la excrecién de precursores del hemo, en pacientes con algin
tipo de porfiria hepdtica. Este efecto terapéutico estd relacionado con las
observaciones realizadas en hfgado de ratas (295) y embriones de pollo
(302), en los cuales la glucosa inhibe o suprime la induccién de ALA-S me-
diada por drogas. Las bases moleculares de este denominado "efecto glucosa"
aun no se conocen a pesar de los extensos estudios realizados en animales
enteros.

Una limitacién importante para la investigacidn del efecto glucosa
ha sido la dificultad de demostrar dicho efecto, sobre la biosintesis del
hemo, in vitro. S6lo recientemente, Giger y Meyer (299) y Schoenfeld y
col.(327), en cultivos de hepatocitos de embriones de pollo, demostraron un
efecto inhibitorio de la glucosa sobre la induccién de ALA-S por fenobarbi-
tal y AIA, respectivamente.

En el presente trabajo, nosotros demostramos el efecto inhibitorio
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de la glucosa sobre las inducciones de ALA-S y ferroquelatasa mediadas por
AIA (figura 21 A y B) o fenobarbital (figura 22 A y B) en suspensiones de
hepatocitos de ratas, en forma similar a lo observado en ratas in vivo (20,
293, 295). E1 "efecto glucosa" es dosis dependiente (figuras 21 Cy 22 C).
Por otra parte, la presencia de glucosa, sin alguno de los inductores, no
modifica las actividades basales de ALA-S y ferroquelatasa en la suspensién
de hepatocitos (figuras 21 A 'y B y 22 A y B); ni agregada al homogenato de
hepatocitos, afecta el ensayo in vitro de ambas actividades enzimiticas.
Estos resultados, junto con la demostracién que la induccién de ALA-S y fe-
rroquelatasa es debida al aumento de la sfntesis de novo de las protefinas
enzimdticas (Tabla XIII), sugieren que la glucosa actuia, probablemente, in-
hibiendo 1a estimulacién de la sintesis de ALA-S y ferroquelatasa.

Diversos investigadores no han podido observar este "efecto gluco-
sa" en hepatocitos de rata (297, 461). Esta aparente contradiccién, puede
deberse a que estos laboratorios usaron en sus trabajos medios de cultivo
conteniendo glucosa u otros hidratos de carbono suplementado con suero, in-
sulina u otras hormonas. Es importante puntualizar que, en nuestro labora-
torio, el efecto inhibitorio de la glucosa fue observado en ausencia de
factores extrahepdticos y con un medio de suspensién sin glucosa.

Posteriormente fue estudiado si cualquier metabolito derivado o
relacionado con la glucosa podia imitar su efecto inhibitorio. Para ello se
probaron varios azlicares e intermediarios glicoliticos (Tabla XIV y XV).
S61o la fructosa y la 2-deoxiglucosa presentan efectos semejantes al de la
glucosa, aunque en menor magnitud. La 2-deoxiglucosa es un andlogo de la
glucosa, con la que compite por la entrada al hepatocito, y no es metaboli-
zada mds alld de 2-deoxiglucosa-6-fosfato ya que, este dltimo, inhibe 1la
glucosa-6-fosfato isomerasa. La fructosa, por su parte, puede ser converti-
da a glucosa y/o entrar al camino glucolitico. Nuestros resultados sugieren
que el "efecto glucosa" estarfa mediado por la misma glucosa o por la
glucosa-6-fosfato o por algin metabolito no glicolitico derivado de ellos.
Basado en esto, es diffcil explicar la ausencia de efecto inhibitorio de
galactosa, manosa, glicerol, piruvato y lactato. Puede decirse, sin embar-
go, que la diferente eficacia de estos metabolitos en reprimir la sintesis
de ALA-S y ferroquelatasa, debe estar relacionada con la permeabilidad del
hepatocito hacia ellos y con el grado y velocidad en que son convertidos en
glucosa dentro del hepatocito. Por ejemplo, ha sido observado que, in vi-
tro, la fructosa es mds eficientemente convertida en glucosa hepdtica que
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el piruvato o el lactato (462). Al respecto, nuestros resultados son coin-
cidentes con lo informado por Bonkowsky y col.(295) en experimentos en hf-
gado de rata.

No nos fue posible detectar un efecto inhibitorio de la glucosa
sobre el contenido de citocromo P-450 inducido por fenobarbital (figura 22
C y D), en contraposicién con lo observado respecto de ALA-S y ferroquela-
tasa. Este resulado es importante en relacién con la hipétesis sustentada
sobre el mecanismo de induccién. A pesar de la presencia de glucosa en la
suspensién de hepatocitos, el fenobarbital induce el contenido de citocromo
P-450, produciendo necesariamente una disminucidén del pool de hemo regqula-
dor, pero que no se traduce en la induccién de ALA-S y ferroquelatasa. En
otras palabras, la glucosa no interfiere la accién del fenobarbital sobre
el citocromo P-450, que es el punto primario de la accién del barbitdrico,
sino que interferirfa en algin punto de la secuencia de eventos que trans-
curren entre la "orden" de desrepresién, causada por la disminucién del he-
mo, y la sfntesis de novo de las protefnas enzimdticas activas. Similares
conclusiones fueron obtenidas, a partir de distintos experimentos, por Gi-
ger y Meyer en cultivos de hepatocitos de embriones de pollo (299).

Uno de los puntos importantes de nuestro trabajo fue determinar si
el AMPc interviene en la regulacién de la biosintesis del hemo hepdtico.
Los resultados presentados en la literatura al respecto son bastante diver-
gentes y han sido comentados en el capftulo III de la Introduccién. En su
gran mayorfa estos trabajos fueron realizados utilizando animales intactos,
por 10 que Se puede considerar la posibilidad de que los datos experimenta-
les informados, sean el resultado indirecto de la accién del AMPc en otros
tejidos. Esta consideracién no es aplicable a nuestros trabajos, en 1los
cuales estudiamos el efecto directo del AMPc sobre células de origen hepd-
tico. Por otra parte, a pesar de que el AMPc es el compuesto intracelular
de interés fisioldgico, su limitada entrada a la célula lo hace de relativa
eficacia en estudios realizados en suspensiones de animales. Por esta ra-
z6n, en casi todos los experimentos ha sido utilizado un andlogo del tipo
del dibutiril AMPc.

Nuestros resultados indican claramente que el dibutiril AMPc po-
tencia las inducciones de ALA-S y ferroquelatasa mediadas por AIA (figura
23) y fenobarbital (figura 24). Sin embargo, el agregado del derivado di-
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butirflico del nucleétido ciclico, en ausencia de AIA o fenobarbital, no
modifica los niveles basales de ambas actividades enzimdticas.

Observaciones realizadas en ratas in vivo no son coincidentes con
nuestros resultados. Bonkowsky y col.(295) no han encontrado efecto induc-
tor alguno, sobre la actividad de ALA-S, del AMPc o dibutiril AMPc en pre-
sencia de AIA; Kim y Kikuchi (42) por el contrario, observaron un efecto
inhibitorio del AMPc sobre la induccién de ALA-S mediada por AIA. Estas
discrepancias pueden deberse, en el primer caso, a que probablemente el
AMPc inyectado a las ratas no fue suficiente para lograr una concentracién
apropiada en el hepatocito como para producir un incremento en la actividad
enzimdtica inducida, debido a la amplia distribucién y rdpida metaboliza-
cién de este nucleftido en el organismo (463). En el segundo caso, ha sido
sugerido que los efectos del AMPc, in vivo, dependen del tiempo transcurri-
do entre la administracidén del nucledtido cfclico y la del inductor y entre
éste y el de medicidén de la actividad enzimdtica (293), lo que podrfa hacer
variar la magnitud y direccién de los efectos observados in vivo.

E1 contenido de citocromo P-450 inducido por fenobarbital es, tam-
bién, significativamente potenciado por el agregado de dibutiril AMPc al
medio de suspensién. Ya fue mencionado el hecho que el dibutiril AMPc sélo,
en ausencia de fenobarbital, produce un aumento en el contenido de citocro-
mo P-450 (figura 24). En este punto surge como consideracién el hecho de
porqué si, tanto el fenobarbital como el dibutiril AMPc elevan los niveles
de citocromo P-450, este Gltimo no produce variacidén de las actividades de
ALA-S y ferroquelatasa. Este diferente comportamiento podrfa deberse a que
el fenobarbital inducirfa la sfntesis de novo de apocitocromo, produciendo
asf, una disminucién del pool de hemo regulatorio, mientras que el dibuti-
ril AMPc estimularfa, via fosforilacién o por algin otro mecanismo, la ac-
tivacién de un pool de citocromo P-450 preexistente. Esta posibilidad ha
sido sugerida también por Vickers y Brendel (457). En la Tabla XVI puede
observarse que la induccién del citocromo P-450 por fenobarbital mds dibu-
tiril AMPc no es totalmente suprimida por actinomicina D o cicloheximida, y
sf lo es la producida por fenobarbital s6lo (Tabla XIII). Esto, probable-
mente, se deba a la activacién del citocromo P-450, no dependiente de la
sintesis de protefnas, como uno de los componentes de la accidén del dibuti-
ril AMPc. El1 otro componente serfa que, en presencia de fenobarbital, el
dibutiril AMPc potencie la sfntesis de apocitocromo P-450 inducida por el
barbitdrico.



190

Hasta aqui, el efecto potenciador del dibutiril AMPc sobre las ac-
tividades inducidas de ALA-S y ferroquelatasa operarfia, aparentemente, a
través de mejorar el efecto inductor del fenobarbital sobre el citocromo
P-450 y de este modo disminuirfa aun mis el nivel de hemo regulatorio. Pero
debemos considerar también que el dibutiril AMPc causa la potenciacidn de
ALA-S y ferroquelatasa cuando el inductor es AIA, a pesar de que su meca-
nismo de accién, disminucién del hemo regulatorio por incremento de su des-
truccién, es distinto al del fenobarbital. Este hecho implicaria que el di-
butiril AMPc también actuarfa sobre alguno de 1os sucesos que ocurren entre
la disminucién del hemo regulatorio y el aumento de la sfntesis de ALA-S y
ferroquelatasa activas. En resumen, nuestros resultados sugieren que el di-
butiril AMPc actuarfa estimulando la sfintesis de citocromo P-450, ALA-S y
ferroquelatasa y estabilizando el citocromo P-450 preexistente.

E1 dibutiril AMPc es metabolizado en la célula hepdtica en otros
compuestos (464). Estos metabolitos, particularmente el butirato, pueden
afectar un nidmero de procesos celulares incluyendo la induccién de ciertas
enzimas (465). Ademds, otros nucledtidos monofosfatos podrian tener efectos
similares al del dibutiril AMPc. Por esta razén se estudié la especificidad
del efecto del dibutiril AMPc sobre las inducciones de ALA-S, ferroquelata-
sa y citocromo P-450 mediadas por el fenobarbital. Como se observa en la
Tabla XVII, s6lo los tres compuestos conteniendo AMPc son capaces de incre-
mentar, significativamente, las actividades de ALA-S y ferroquelatasa y el
contenido de citocromo P-450 inducidos por fenobarbital. Refuerza este con-
cepto, el hecho que el andlogo no metabolizable 8-Bromo-AMPc es el mds
efectivo. De este modo, Tos incrementos observados son causados, especffi-
camente, por los compuestos conteniendo AMPc.

Otra observacion importante la constituye el hecho que el agregado
de dibutiril AMPc es capaz de suprimir el efecto inhibitorio de la glucosa
sobre las actividades de ALA-S y ferroquelatasa inducidas por AIA o feno-
barbital (figura 25). Es decir que, el AMPc, aparece contrarrestando el de-
nominado "efecto glucosa", abriendo la posibilidad de que dicho efecto no
sea ejercido por la glucosa o algdn derivado de ella en forma directa, sino
mediado por la variacién de 1los niveles intracelulares de AMPc hepdtico.
Resultados similares fueron obtenidos por Giger y Meyer (299) y por Scott y
Edwards (324).
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En este punto de la discusién es oportuno considerar los resulta-
dos obtenidos en los estudios realizados en hepatocitos provenientes de ra-
tas diabéticas. Ya fue mencionado en el capftulo 4 de la Introduccidn, la
relativa frecuencia de asociacién entre diabetes mellitus y porfiria hepa-
tica y se plante§ la posibilidad de que este hecho sea el resultado de la
presencia, en pacientes diabéticos, de ciertos factores que, o bien actden
directamente sobre el metabolismo del hemo o faciliten la expresién de de-
fectos genéticos preexistentes. Los estudios realizados en este trabajo
fueron disefiados con el objeto de explorar la naturaleza de estos factores,
si los hubiera, responsables del desarrollo de porfiria en ciertos pacien-
tes diabéticos.

La diabetes experimental fue provocada por una inyeccién de STZ,
siguiéndose, aun con mayor rigurosidad, los criterios descriptos para esta-
blecer la severidad del estado diabético (Tabla XIX). Es importante sefalar
que el estado diabético no afecta la cantidad de protefnas, ni su sintesis
en los hepatocitos (Tabla XXV), ni la viabilidad de los mismos.

En primer lugar, nuestros resultados muestran que 1los contenidos
de citocromo P-450 y AMPc estdn aumentados en los hepatocitos de ratas con
diabetes experimental, comparados con los de ratas normales (Tabla XX). Con
respecto al mayor nivel de AMPc enddgeno, es consistente con 1o encontrado
por otros autores en higado de ratas in vivo, tratadas con aloxano y STZ
como agentes diabetogénicos (466, 467). E1 mayor contenido de citocromo
P-450 en células de ratas diabéticas, muy probablemente refleja un incre-
mento de la actividad monooxigenasa del hepatocito, como ha sido postulado
por Bitar y Weiner (468, 469). Se observa también, que la disminucién del
contenido de citocromo P-450 en los hepatocitos de ratas diabéticas (figura
27) es, a lo largo del tiempo, menor que en los de ratas normales (figura
24 C). Esta observacidén confirmarfa el efecto estabilizador del AMPc sobre
el citocromo P-450 preexistente, debido al mayor contenido del nucleétido
cfclico en los hepatocitos de animales diabéticos, y justificarfa también
el mayor contenido de esta hemoprotefna.

Por otra parte, los resultados presentados muestran que las acti-
vidades de ALA-S y ferroquelatasa en hepatocitos de ratas tratadas con STZ,
son similares a los encontrados en células de ratas normales (Tabla XX). Al
respecto, Bitar y Weiner (469), han observado valores disminuidos de acti-
vidad de ALA-S hepdtica, luego de 44 dfas de la inyeccién de STZ, en ratas
hembras. Es importante remarcar que los resultados de Bitar y Weiner fueron
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obtenidos en experimentos llevados a cabo in vivo. Las diferencias entre
nuestros resultados y los de estos investigadores, probablemente sean debi-
das a diferentes condiciones experimentales, el sexo de los animales utili-
zados, el nidmero de dfas desde la administracién del agente diabetogénico y
el efecto de factores extrahepdticos.

Las inducciones de ALA-S y ferroquelatasa, mediadas por fenobarbi-
tal, es mucho mayor en los hepatocitos de ratas diabéticas que en los de
animales normales (figuras 26 y 29). Si consideramos nuestra hipdtesis, ex-
puesta anteriormente, que el AMPc estimula la sfntesis de novo de ALA-S y
ferroquelatasa cuando hay una disminucién del pool de hemo regulatorio, co-
mo ocurre en el caso del agregado de fenobarbital, es 16gico esperar que el
alto contenido de AMPc de la célula hepdtica de ratas diabéticas, favorezca
una mayor induccién de ambas actividades enzimdticas. Coincidentemente con
estos resultados, se observa también, una mayor induccién del citocromo
P-450 mediada por fenobarbital en 1los hepatocitos de ratas diabéticas
(figuras 27 y 29). Si el AMPc potencia la sintesis de apocitocromo P-450
inducida por el fenobarbital, este efecto se verd acentuado en el hepatoci-
to diabético con alto contenido del nucledtido ciclico, 1o que conducird a
un marcado descenso del nivel de hemo regulatorio y una rdpida desrepresioén
de la sfntesis de ALA-S y ferroquelatasa, favorecida, nuevamente, por el
elevado nivel de AMPc endégeno. De este modo puede sugerirse que, la célula
hepdtica de animales diabéticos, es mds susceptible a la accidén del feno-
barbital debido, al menos en parte, al alto contenido de AMPc.

En favor de esta hip6tesis se cuenta el hecho de que no nos fue
posible demostrar un efecto potenciador de las inducciones de ALA-S, ferro-
quelatasa y citocromo P-450 mediadas por fenobarbital, por el agregado de
dibutiril AMPc en los hepatocitos de ratas diabéticas, en contrario a lo
observado en los hepatocitos de animales normales (figuras 26, 27 y 29).
Considerando los elevados niveles endfgenos de AMPc preexistentes en los
hepatocitos de ratas diabéticas, se puede especular con que la mdxima in-
duccién que es posible obtener en nuestro sistema experimental, ya es lo-
grada por efecto del nucledtido ciclico enddgeno.

Con referencia al "efecto glucosa" descripto en hepatocitos de ra-
tas normales, nuestros resultados indican que la glucosa no ejerce efecto
inhibitorio alguno sobre las inducciones de ALA-S y ferroquelatasa, media-
das por fenobarbital, en hepatocitos de ratas diabéticas. Tampoco, al igual



193

que en hepatocitos de ratas normales, hay efecto inhibitorio de la glucosa
sobre la induccién por fenobarbital del contenido de citocromo P-450. Te-
niendo en cuenta que el agregado de dibutiril AMPc suprime la manifestacidn
del "efecto glucosa" en hepatocitos de ratas normales, se puede suponer el
bloqueo de dicho efecto, en los hepatocitos de ratas diabéticas, donde el
contenido del nucleftido ciclico es 4 6 5 veces mayor que en las células de
ratas normales.

De la observacién de estos resultados y de estudios realizados so-
bre el efecto represor de la glucosa sobre enzimas no relacionadas con la
biosfntesis del hemo, en microorganismos (470) y en hfgado de mamfiferos
(471), se puede sugerir que el efecto inhibitorio de la glucosa sobre 1las
actividades inducidas de ALA-S y ferroquelatasa observada en nuestros expe-
rimentos, reflejarfa una disminucién en los niveles intracelulares de AMPc
debido a la glucosa o a un metabolito derivado de ella, conduciendo a una
menor sintesis de las protefnas enzimdticas mencionadas.

Para confrontar esta hipdtesis, se estudié l1a variacidn de los ni-
veles enddgenos de AMPc por accidn del fenobarbital y/o glucosa, en hepato-
citos de ratas normales y diabéticas (figura 30 A y B). Los resultados ob-
tenidos muestran claramente que el fenobarbital, en ambos hepatocitos, ele-
va los niveles de AMPc; mientras que la adicidén simultdnea de glucosa junto
con el barbitdrico, bloquea dicho incremento tanto en hepatocitos de ratas
normales como diabéticas. La diferencia entre ambos hepatocitos es que, en
1os normales la glucosa bloguea totaimente el pico de AMPc, mientras que en
los diabéticos hay sélo una disminucidén parcial. Estas observaciones indi-
can una estrecha asociacién entre la manifestacién del "efecto glucosa" y
los niveles de AMPc. Asumiendo que la glucosa operarfa a través de un meta-
bolito derivado de ella que disminuirfa el contenido de AMPc, la incapaci-
dad de la glucosa de inhibir totalmente el aumento de la concentracién del
nucledétido, provocada por el fenobarbital, serfa el resultado de una menor
formacién de dicho metabolito como consecuencia del metabolismo anormal que
opera en el estado diabético.

La medicién de los niveles enddgenos de AMPc en diferentes condi-
ciones (figura 30) nos permite concluir que, si el nivel de AMPc aumenta,
puede manifestarse la induccién de ALA-S y ferroquelatasa por fenobarbital,
mientras que si ésta disminuye (agregado simultdneo de glucosa en hepatoci-
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tos de ratas normales) la induccién de estas actividades enzimdticas se en-
cuentra bloqueada. Esto es asf a pesar de producirse, como ya se dijo, una
disminucién en el nivel del hemo regulatorio, por induccién del citocromo
P-450, ya que la misma no es bloqueada por glucosa. Estas observaciones
apoyan la hip6tesis de que el AMPc desempefiarfa un importante papel en la
induccién de ambas actividades enzimdticas. En otras palabras, la induccién
de ALA-S y ferroquelatasa necesitarfa de dos hechos cuyas secuencias se-
rfan: disminucién del hemo regulatorio y un nivel apropiado de AMPc.

Para examinar con mayor profundidad el papel del AMP¢ en la induc-
cién de ALA-S, ferrogquelatasa y citocromo P-450 mediada por fenobarbital,
se estudiaron los efectos causados por la modulacién de los niveles intra-
celulares de AMPc. Los agentes elegidos para modificar 10s niveles de AMPc
fueron sustancias previamente empleadas para determinar el papel del AMPc
en otros procesos bioldgicos, activadores e inhibidores de adenilato cicla-
sa y fosfodiesterasa (472).

Adrenalina y forskolina fueron utilizados como sustancias que au-
mentan los niveles intracelulares de AMPc a través de la activacién de ade-
nilato ciclasa, por mecanismos diferentes, dependiente e independiente de
receptores, respectivamente (473). El1 aumento comprobado de AMPc intracelu-
lar, por agregado de adrenalina y forskolina, tiene el mismo efecto sobre
las actividades de ALA-S y ferroquelatasa y el contenido de citocromo
P-450, que el agregado de dibutiril AMPc al medio de incubacién, en hepato-
citos de ratas normales (Tabla XXI).

También fueron utilizadas sustancias que elevan el contenido de
AMPc en los hepatocitos, a través de la inhibicién de la enzima fosfodies-
terasa (Tabla XXII). E1 agregado de MIX al medio de incubacién de hepato-
citos de ratas normales, resulta en la potenciacién de las actividades in-
ducidas de ALA-S y ferroquelatasa y del contenido de citocromo P-450 media-
do por fenobarbital. Algunos autores no han encontrado este efecto utili-
zando inhibidores como teofilina, aminofilina y cafefna, todos ellos deri-
vados de xantina (306). Es probable que la MIX, debido a su mayor lipofili-
cidad y por lo tanto a su mayor penetrabilidad en el hepatocito, presente
una mayor actividad que las otras metilxantinas mencionadas. Sin embargo,
los derivados de xantinas poseen una variedad de propiedades adicionales
(474), siendo posible que el efecto observado de MIX pueda estar relaciona-
do con alguna de sus otras propiedades farmacoldgicas. La papaverina es un
inhibidor de fosfodiesterasa que es, segin ha sido publicado, de 10-1000
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veces mds potente que las metilxantinas (475). También la papaverina poten-
cia las inducciones producidas por el fenobarbital (Tabla XXII). Si bien es
posible que este efecto de la papaverina no esté relacionado con su accioén
sobre la fosfodiesterasa, el hecho que este compuesto y MIX, sustancias no
relacionadas quimicamente, ejerzan efectos similares al agregado de dibuti-
ril AMPc, aumenta la probabilidad de que estas sustancias actden a través
de la inhibicidn de la fosfodiesterasa.

La ausencia de efecto de los activadores de adenilato ciclasa y de
los inhibidores de fosfodiesterasa sobre la induccidén de las actividades de
ALA-S y ferroquelatasa y el contenido de citocromo P-450 en hepatocitos de
ratas diabéticas (Tablas XXI y XXII), coincide con la ausencia de efecto
del dibutiril AMPc en dichos hepatocitos y, como ya se dijo, reflejarfa el
alto contenido de AMPc de las células de animales diabéticos, que hace re-
dundante cualquier aumento adicional del nucleétido ciclico.

Sutherland y col.(476) han propuesto cuatro criterios que deben
ser satisfechos para justificar que un efecto dado es mediado por AMPc.
Nuestros resultados demuestran que 3 de estos 4 criterios se cumplen en
nuestro sistema experimental. Si bien no se intenta comparar la accién hor-
monal, mediada por AMPc y descripta por Sutherland, con la induccidén de la
biosintesis de hemo por fenobarbital, s se puede sugerir, con suficiente
fundamento que, luego de producido el descenso en el nivel de hemo regula-
torio por incremento del contenido de citocromo P-450, la posterior induc-
cién de ALA-S y ferroquelatasa estd mediada por AMPc., Los criterios utili-
zados, coincidiendo con aquellos expuestos por Sutherland son: a) hay un
aumento en el nivel de AMPc que precede a la manifestacién del efecto
(induccidn de ALA-S y ferroquelatasa)(figura 31); b) se potencia el efecto
por agregado de inhibidores de fosfodiesterasa (Tabla 23); c¢) el efecto
puede manifestarse por agregado de AMPc exdgeno (figura 24).

Los resultados discutidos hasta el momento presentan fuertes evi-
dencias sobre la participacién del AMPc en los mecanismos de regulacidn de
la biosintesis del hemo. Debemos considerar, sin embargo, si la presencia
del AMPc es necesaria para que se produzca la induccién o bien si s§lo la
complementa, haciendo que dicha induccidén sea de mayor magnitud. Para ello,
se realizaron 1los experimentos cuyos resultados estan representados en la
Tabla XXIII, utilizando sustancias que disminuyen los niveles enddgenos de
AMPc. Ferendelli y col.(477) han demostrado que el aloxano inhibe la adeni-
lato ciclasa en hfgado, mientras que Harris y col.(478) observaron que el
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imidazol estimula la fosfodiesterasa en el mismo tejido. De la observacidn
de los resultados indicados en la Tabla XXIII, surge que el aloxano y/o el
imidazol agregados a la suspensién de hepatocitos de ratas normales junto
con el fenobarbital, producen una disminucién del 60 al 70% del contenido
de AMPc respecto del incubado conteniendo fenobarbital sélo, a las 2 horas,
mientras que a las 4 horas se observa un bloqueo de las inducciones de ALA-
S y ferroquelatasa y una ligera disminucién de la induccién del contenido
de citocromo P-450. Por otra parte, en los hepatocitos de ratas diabéticas,
sG1o el agregado conjunto de aloxano e imidazol produce una disminucién del
contenido de AMPc, significativamente por debajo del nivel de los hepatoci-
tos normales y es éste el lnico caso en el cual se observa una ligera, pero
significativa, disminucién de las inducciones de ALA-S y citocromo P-450.

Estos resultados indican que la induccién de las actividades de
ALA-S y ferroquelatasa es dependiente de la presencia de AMPc, debiendo la
célula hepdtica contener un nive! umbral como para que dicha induccidn se
manifieste. Por el contrario, con respecto al citocromo P-450, el AMPc com-
plementa la induccidén producida por el fenobarbital, potencidndolo a valo-
res mayores.

Diversos autores han observado que la adenosina inhibe las pro-
tefnquinasas de una gran variedad de tejidos, entre ellos en higado de ra-
tas y embriones de pollo (479). En la Tabla XXIV se observa que las induc-
ciones de ALA-S, ferroquelatasa y citocromo P-450 son parcialmente bloquea-
das por el agregado de adenosina, al medio de incubacién, en hepatocitos de
ratas normales y diabéticas. Estos resultados sugieren que el AMPc actuarfa
a través de fosforilaciones mediadas por proteinguinasas dependientes de
dicho nucleétido.

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla XXV, debe des-
cartarse un efecto inespecifico del dibutiril AMPc o de las sustancias que
modifican los niveles intracelulares del nucleétido, sobre la sintesis de
proteinas. Por lo tanto, el papel del AMPc en la regulacidn de la biosfnte-
sis del hemo, parecerfa ser relativamente especifico, dado que concentra-
ciones Gptimas de dibutiril AMPc y de otras sustancias, no tienen efecto
significativo sobre la sintesis general de protefinas, tanto en suspensiones
de hepatocitos de ratas normales como diabéticas.
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En la figura 31 se han resumido los resultados de varios experi-
mentos, para observar los efectos del fenobarbital sobre las actividades de
ALA-S y ferroquelatasa y los contenidos de citocromo P-450 y AMPc y la in-
corporacién de leucina-H3, en funcién del tiempo. Se puede ver de este mo-
do, que la sucesién de eventos, a partir del agregado de fenobarbital, es
coincidente con la hipétesis sustentada: el aumento en el contenido de ci-
tocromo P-450, que disminuye el pool de hemo regulatorio, y el aumento de
AMPc, que permite la induccidn de ALA-S y ferroquelatasa, preceden al in-
cremento de las actividades de ambas enzimas.

Por dltimo, hemos estudiado también, el efecto del dibutiril AMPc
y glucosa sobre la translocacién, de citoplasma a mitocondria, de la enzima
ALA-S inducida por fenobarbital, en hepatocitos de ratas normales (Tabla
XXVI) y diabéticas (Tabla XXVII). Nosotros observamos que, en hepatocitos
de ratas normales, el fenobarbital produce un aumento de ALA-S en ambas
fracciones pero que es, proporcionalmente, mayor en citoplasma. Este efecto
fue observado por Kim y Kikuchi (293) en ratas in vivo, utilizando AIA como
inductor. El1 dibutiril AMPc afecta la distribucién de la enzima inducida
favoreciendo, aparentemente, el transporte de la protefna a la mitocondria,
mientras que la glucosa inhibe la induccién de ALA-S en ambas fracciones.

E1 efecto del AMPc activando la traslocacién de ALA-S se ve con-
firmado observando los resultados obtenidos en células de animales diabé-
ticos. En éstas, el fenobarbital no produce una acumulacién de ALA-S en ci-
toplasma tan marcada como en los hepatocitos de ratas normales, sugiriéndo-
se la posibilidad que el elevado nivel de AMPc existente en el hepatocito
de los animales diabéticos, favorezca el transporte a mitocondrias, sin ne-
cesidad de agregado exdgeno del nucleétido.

De acuerdo a estos resultados el AMPc favorecerfa la conversién de
ALA-S citosdlica a mitocondrial, estimulando su transporte o procesamiento
o ambos. Ha sido descripta la participacién del AMPc estimulando el trans-
porte de protefnas a través de membranas interviniendo, en general, a tra-
vés de fosforilaciones mediadas por protefnquinasas dependientes de nucled-
tidos cfclicos (480).
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo indican claramente que el
AMPc desempefia un pape! importante en la regulacién de la biosfntesis del
hemo en hepatocitos de rata. En primer lugar, el AMPc estabilizarfa el con-
tenido de citocromo P-450 y potenciarfa la sintesis de apocitocromo P-450
inducido por fenobarbital. De este modo, el AMPc al aumentar la sfntesis de
la hemoprotefna colaborarfa para profundizar la disminucién del pool de he-
mo regulatorio. Sin embargo, este efecto tendrfa influencia sobre la bio-
sintesis del hemo, dependiendo del inductor que se utilice, es decir, con
sustancias que induzcan la sfintesis de citocromo P-450. Si bien este efecto
es importante, no actda, sino indirectamente, sobre el mecanismo general de
induccidn del camino metab6lico, o sea, sobre la desrepresién de la sinte-
sis de ALA-S por disminucidén del nivel de hemo regulatorio, mecanismo ya
ampliamente aceptado (28, 253-256). Pero ademds de este efecto sobre el ci-
tocromo P-450, hemos demostrado que el AMPc es necesario para producir la
induccién de la sintesis de ALA-S y ferroquelatasa, actuando en algun punto
entre la disminucién del hemo regulatorio y la sintesis proteica de las en-
zimas activas. De acuerdo a nuestros resultados, el AMPc actuarfa, presumi-
blemente, debido a su capacidad para promover la fosforilacién de diversos
componentes celulares por proteinquinasas dependientes de dicho nucledtido
cfclico, como ha sido sugerido por Wicks (290). La demostracién de la nece-
sidad de la presencia de AMPc para que se produzca la induccién de ALA-S y
ferroquelatasa, sugiere que, el mecanismo regulatorio de la biosfintesis del
hemo, requiere de dos elementos indispensables: un cierto nivel de hemo in-
tracelular (pool de hemo regulatorio) y un determinado contenido de AMPc.

La hip6tesis de que e! AMPc induce la sintesis de proteinas espe-
cificas por aumento de la traduccién de una cantidad fija de mRNA (290) ha
sido completamente reevaluada, a partir de fines de la década del 70, a la
luz de los resultados obtenidos con enzimas tales como fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (286), tirosina aminotransferasa (287), fosfatasa alcalina
(288) y otras. Estos trabajos sugieren que la traduccién no serfa el sitio
primario de accién del AMPc. Sin embargo, como la actividad traduccional in
vitro de un mRNA puede ser, tedricamente, modificada por alteracién de la
velocidad de transcripcidén, procesamiento ("splicing" de los exones), modi-
ficaciones (poliadenilacién, metilacién, "capping"), degradacién o activa-
cién de un pool preexistente de mRNA inactivo, son varios los posibles si-
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tios de accién del nuclebtido ciclico. Si bien nuestros resultados no per-
miten identificar el mecanismo y el sitio preciso de accién del AMPc, favo-
recen la hipStesis de un efecto pretraduccional.

De acuerdo a esto se deberfa contemplar la posibilidad que el AMPc
tuviera un sitio de accién en el ndcleo, en las células eucariontes, como
ha sido sugerido para los mRNA de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (481) y
prolactina (482). Podrfa considerarse también, la posibilidad, de acuerdo a
la hipbtesis de Kuo y Greengard (483), que el AMPc actie a través de una
protefnquinasa que fosforile una protefna regulatoria, actuando esta como
represor, activo en su forma defosforilada. Alternativamente, se podria su-
gerir un mecanismo similar al de las bacterias (319), por el cual el AMPc
se une a una protefna regulatoria que interactda con la cromatina, produ-
ciendo el aumento de mRNA especifico. También se debe considerar la posibi-
lidad de que el transporte de mRNA especffico a citoplasma, sea incrementa-
do por el AMPc, como ha sido sugerido para enzimas no relacionadas con la
biosintesis del hemo (484). La dilucidacién de el o los mecanismos involu-
crados requerird mediciones directas de cada una de las etapas en la gene-
racion de los mRNA de ALA-S y ferroquelatasa.

Como el G1timo de los efectos del AMPc demostrados en el presente
trabajo, pero no por ello el menos importante, se encuentra la estimulacién
del transporte de la enzima ALA-S de citosol a mitocondria. Por ser este
Gltimo, el sitio fisioldgico de accidn de esta enzima, ya que allf se en-
cuentra el sustrato succinil CoA, la acumulacién de ALA-S en mitocondrias
provocard la induccién de la biosfntesis del hemo en los hepatocitos. Tam-
bién en este caso, la sugerencia sobre el papel desempeiiado por el AMPc,
brinda una explicacién racional a las diferencias observadas en cuanto a la
distribucién subcelular de ALA-S, inducida por fenobarbital, en hepatocitos
de ratas normales y diabéticas. Sin embargo, no nos es posible descartar la
posibilidad que el estado de diabetes experimental, provoque una mayor per-
meabilidad de la mitocondria hacia la enzima ALA-S, sin intervencién direc-
ta del AMPc.

Se ha analizado ademds el denominado "efecto glucosa", que suprime
la induccidén de ALA-S y ferroquelatasa mediada por AIA o fenobarbital. Al
respecto, es importante seflalar que el mencionado efecto ha sido observado
en ausencia de factores extrahepdticos, contraponiéndose a la hipétesis que
sostiene que la glucosa no actuarfa directamente sobre la célula hepdtica,
sino modulando el cociente insulina/glucagon en plasma y modificando, de
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este modo, los niveles de AMPc hepdtico (306). Nuestro resultados, por el
contrario, demuestran una accién directa de !a glucosa sobre los hepatoci-
tos, sugiriéndose que, dicho efecto, operarfa a través de la disminucidn de
los niveles enddgenos de AMPc, mediado por la misma glucosa o, probablemen-
te, por un derivado de ella. Esta hipdtesis ofrecerfa una explicacidn a los
efectos contrapuestos observados de! AMPc y la glucosa.

Los datos experimentales presentados en este trabajo demuestran
que las células hepdticas de ratas con diabetes experimental por STZ, exhi-
ben diferencias significativas comparadas con los hepatocitos de animales
normales. Los elevados niveles de citocromo P-450 y AMPc, sumado a la res-
puesta aumentada a la estimulacién por fenobarbital de citocromo P-450,
ALA-S y ferroquelatasa y la ausencia de "efecto glucosa", sugieren que el
camino metabélico del hemo, en hepatocitos de ratas diabéticas, es marcada-
mente susceptible a la accién de factores porfirinogénicos. Nuestros resul-
tados indican que el alto contenido de AMPc de la célula hepdtica serfa uno
de los factores, con toda seguridad no el Unico, que determinarfa esa mayor
sensibilidad a la accidén del fenobarbital, por ejempio. De este modo, el
estado diabético presentarfa un terreno apropiado para el desencadenamiento
de porfiria en pacientes portadores de un defecto genético en el metabolis-
mo del hemo, al ser expuestos a algun factor porfirinogénico enddgeno o
exdgeno. Una explicacién similar podria ser sugerida para otras enfermeda-
des, como los sindromes idiopdticos autoinmunes, asociadas con la porfiria
(485, 486).

Otra importante observacién realizada en el presente trabajo es la
inducibilidad de la enzima ferroquelatasa. Si bien ya habfa sido sugerido
en trabajos realizados in vivo (343), no hay publicados resultados simila-
res en sistemas in vitro. Es de destacar que la actividad de ferroquelatasa
es modificada, en general, en forma paralela a las variaciones sufridas por
la ALA-S. Los efectos del dibutiril AMPc y la glucosa son similares para
ambas actividades enzimdticas, asf como su comportamiento en hepatocitos de
ratas normales y diabéticas.

Estos resultados sugerirfan que la ferroguelatasa podria estar in-
volucrada en los mecanismos regulatorios de la biosintesis del hemo, cons-
tituyéndose en un punto secundario de control. La induccién de ferroquela-
tasa tendrfa sentido si se considera que actuarfa para elevar el nivel de
hemo regulatorio, disminuido por el aumento de la sfntesis de citocromo
P-450 (en el caso del fenobarbital) y asf restablecer el control "feedback"
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negativo sobre ALA-S. Esta hipdtesis se hace mds atrayente, considerando
los estudios realizados sobre la localizacidén submitocondrial de la primera
y Gltima enzimas del camino biosintético. La ALA-S, la enzima limitante de
la velocidad de sintesis, se encuentra en !a matriz (33), mientras que la
ferroquelatasa se halla en la membrana interna, orientada hacia la matriz
(184). Kappas y col.(185) han sugerido que la localizacién de la ferroque-
latasa, en estrecha proximidad con ALA-S, podrfa permitir un control muy
fino de la actividad de esta enzima por el hemo.
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