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OBJETIVOS EEE PRESENTE TRABAJO

- Purificación y caracterización de ferro- y cobaltoquelatasa de higado de
cerdo, actividades enZimáticas que incorporan Fe2+ y Co2+ en mesoporfirina
na. Estudios tendientes a determinar si una mismaproteina enzimática cata
liza la inserción de ambos iones metálicos.

- Estudio de los mecanismos regulatorios implicados en la induCCIón de la

biosintesis del hemo, mediada por alilisopropilacetamida, plomo o fenobar
bital, en suspensiones de hepatoc1tos de rata. Con especial énfasis en el
papel desempeñado por el AMPccomo uno de los factores involucrados en Ia

regulación de dicho camino DlOSlntéthO.

- Estudio de las modificaciones causadas por Ia diabetes experimental sobre
el metabolismo del hemo en suspensiones de hepatoc1tos de ratas inyectadas
con estreptozotocina, con el objeto de encontrar pOSlbleS factores que ex
pliquen la alta frecuencia de incidenc1a conjunta entre los estados patoló
gicos de porfiria y diabetes en humanos.

- Todos estos estudios son tendientes a colaborar en la determinación de

las anomalías metabólicas que provocan las porfirias hepáticas humanas.
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INTRODUCCION

El hemo es una estructura porfirinica planar la cual posee en su

centro un átomo de metal. El catión metálico 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. El hemosintetizado es utilizado co
mo grupo prostático por una gran variedad de proteinas (hemoproteinas) re
lacionadas con diversas funciones. Entre éstas se cuentan: a) el transporte
y transferencia de oxígeno en y entre las células (hemoglobina,
mioglobina); b) la protección de la célula contra tóxicos de característi
cas oxidantes (catalasa, peroxidasa); c) la transferencia de electrOnes
acoplada a la sintesis de ATP(citocromos mitocondriales); d) el metabolis
de ácidos grasos, esteroides y xenobióticos (citocromos microsomales).

La capacidad de las hemoproteinas de llevar a cabo estas funcio
nes es una propiedad del ión metálico central, que es capaz de sufrir cam

bios reversibles en su estado de oxidación. El anillo porfirínico aumenta
la capacidad catalïtica del metal y esta actividad es posteriormente incre
mentada por la unión de la metaloporfirina con su apoproteina, que le con

fiere, además, su actividad biológica específica.
El significado biológico del hemoy otras metaloporfirinas se es

quematiza en la figura 1 y está relacionado principalmente con la utiliza
ción y producción de energia. Las clorofilas, complejos de Mg-porfirina,
utilizan la energia solar en la producción de hidratos de carbono a partir

de C02 y H20, mientras que el hemo, una Fe-porfirina, interviene en los
procesos que utilizan esos hidratos de carbono para la producción de ener
gia en los sistemas biológicos.

La mayor parte del hemoes sintetizado, en animales superiores, en
los eritrocitos inmaduros, los reticulocitos, y en el higado. Tanto en la
médula ósea comoen el higado la velocidad de sintesis del hemoestá preci

samente regulada y puede ser elevada considerablemente debido a una may0r



demandade eritrocitos circuiantes o en respuesta a inductores de citocromo
P-450, respectivamente.

Energía solar

, x \‘Ï‘\

Cl'orofila \ EW >

/

coz+H20 mwm+q

Energía

Figura 1: E1 significado biológico de ias porfirinas

Cuaiquier defecto o anomalía, ya sea genética o adquirida, que a1
tere de algún modo e] sistema de regulación de 1a formación de hemo, provo
cará 1a acumuiación excesiva de ciertos precursores e intermediarios de es
te camino metabóiico, conduciendo a un estado patológico conocido como por
firia.

Por eilo, el conocimiento completo de todos los factores invoiu
crados en e] control y regulación de la biosintesis de] hemo es de funda
menta] importancia para 1a formuiación de una prevención y terapéutica
apiicabie a dichas enfermedades.



Estructura de porfirinas

E1 núcleo básico de 1as porfirinas consiste en 4 anilios pirróli
cos unidos por cuatro puentes metileno que forman un macrocicio. Éste es

una estructura rigida planar sobre 1a cual puede haber 8 cadenas iateraies

en 1as posiciones 1 a 8. Los cuatro pirroies son designados A, B, C y D y

ios puentes metilenos alfa, beta, gamay delta. E1 tipo y ubicación de ias
cadenas lateraies da origen a un gran número de isómeros y determinan, ade

más, ias propiedades fisicas y químicas de ia porfirina en cuestión (figura
2).

PCRF‘IRINA PCRFIRINJGEIC

Figura 2: Las estructuras básicas de porfirinas y perfirinógenos

La clasificación de los isómeros se hace a partir de 4 tipos bási

cos denominados I, II, III y IV (figura 3).
Es importante señalar que sólo isómeros de ias series I y III han

sido aisiados en la naturaleza. Sin embargo en todas 1as hemoproteinas i
dentificadas, la porfirina, protoporfirina IX, pertenece a 1a serie isomé
rica III (1). Es decir que, como se verá más adelante, uroporfirina y co
proporfirina de] tipo I pueden ser biosintetizadas pero no ser metaboliza
das a protoporfirina y hemo.

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



bioiógicos normales no son estos compuesto altamente conjugados, sino que

e] camino biosintético procede a través de los porfirinógenos, porfirinas
reducidas conteniendo 6 átomos de hidrógeno adicionales.

E M

M E

E M

M E

1

III IV

E M

\ \ \ E
M

\ H N_\ /
Hi‘

E E

Figura 3: Las cuatro series isoméricas de porfirinas

La secuencia biosintética inicia] para la sintesis de hemo, clero
filas y corrinas es la misma y cada una utiliza estos porfirinógenos c0mo
compuestos intermediarios del producto fina].



CAPITULO 1: LA BIOSINTESIS EEE HEMO

E1 camino biosintético de] hemo comienza a partir de 1a unión de
los precursores succini] CoA,proveniente de] ciclo de los ácidos tricarbo
xilicos, y glicina para formar e] ácido S-aminolevuiinico (ALA). E1 paso

siguiente corresponde a la formación de] fi“?
monopirrol porfobilinógeno (PBG) por con
densación de dos moiécuias de ALA. Poste

riormente cuatro de estos monopirroles se
unen secuencialmente formando un ciclo que

da Origen a1 primero de los intermediarios

tetrapirróiicos: ei uroporfirinógeno. Este,
por una serie de decarboxilaciones y modi
ficaciones de 1as cadenas lateraies, se
transforma en protop0rfirinógeno, e] cua]
se oxida enzimáticamente para dar 1a pro
toporfirina IX. La última etapa de este

camino es la inserción de] Fe2+ en e] ani- COOH
llo porfirinico para formar e] hemo(figu- fig¿í: Estructura de] hemo
ra 4).

En 1a figura 5 se esquematizan estas etapas y su compartamentaïi
zación ceiuiar.

MIÏOCONDRIA ’ CIÏOSOL
Glicina + Succinil CoA____ AL ---- -- ALA+ ALA____ P0rfobilinógenoA

Pr°t°p°rf1rinógeno l4::Copropor'ririnógeno III

Protoporfirina IX

Uroportirinógeno III

RETICULO ENDOPLASMAÏICO

HEMO-------------- --HEMO Biliverdina IX _J___ Bilirubina IX

Figura 5: La biosintesis de] hemodentro de 1a célula hepática..



Succinil 595 sintetasa

La enzima succinil CoA sintetasa [succinatoz CoA ligasa (ADP) EC

6.2.1.5 y (GDP)EC6.2.1.4] cataliza la reacción:
succinil CoA + Pi + NDP ===== NTP + succinato + CoA

Esta reacción es reversible y puede ser considerada comola inter
conversión de dos clases de uniones de alta energia: tioléster y fosfato.

Un importante papel fisiológico desempeñado por esta enzima es su
participación en el ciclo de Krebs a través de la fosforilación de los nu

ceósidos difosfatos. Por otro lado, en la dirección inversa, la reacción
puede ser vista como la sintesis de succinil CoA, precursor anabólico de
productos tales comoel hemoy la cistationina (4, 5).

Labbe y col. (6) encontraron un incremento en los niveles de suc

cinil CoAsintetasa en higado 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
ria directamente involucrada en el control del camino biosintético del hemo

en células hepáticas de ratones.
La enzima succinil CoAsintetasa 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 corazón de cerdo (10).

La especificidad en cuanto a los nucleótidos requeridos parece ser
distinta para las plantas y bacterias, las cuales emplearian ATP-ADP,y pa
ra animales, los que utilizarian GTP-GDP.Sin embargo, Allen y Ottaway (11)

recientemente han demostrado un requerimiento absoluto de ATPpara la suc
cinil CoAsintetasa de mitocondrias de músculo 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)2 tetrámero. La subunidad alfa (29.500) une el ATPy cataliza
la transferencia del fósforo a uno de sus residuos histidina, mientras que
la subunidad beta (38.500) contiene el sitio de unión para el succinato y
la coenzima A. El sitio activo completo está probablemente localizado en la
región de contacto entre alfa-beta (12). La enzima exhibe "sinergismo de
sustrato", por lo cual es más activa para la catálisis de sus reacciones
parciales sólo cuando todos los sitios de unión de sustratos están ocupa
dos, y "cooperatividad catalitica" entre sitios activos alternados, por lo



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

La estructura primaria de la succinil CoAsintetasa de E.coli ha

sido estudiada por Bucky col.(15) a partir de la secuencia nucleotidica de
2451 pares de bases del segmento de DNAconteniendo 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 estarian localizados al final de un

"cluster" de 9 genes que codificarian para las enzimas del ciclo de Krebs.
La expresión de succinil CoAsintetasa estaria coordinadamente regulada con
la 2-oxoglutarato deshidrogenasa (16).

Biosintesis de ¿LA

La primera etapa de la biosintesis del hemo es la condensación de

succinato activado como succinil CoAy glicina para formar ALA. La enzima
que cataliza esta reacción es la ácido 5-aminolevulinico sintetasa
[succinil CoA: glicina C-succinil transferasa (EC2.3.1.37)]. Su presencia
ha sido demostrada en un gran número de células, incluyendo bacterias foto
sintéticas (17) y no fotosintéticas (18) y en numerosos tejidos de aves
(19) y mamíferos (20, 21).

Neuberger y Shemin (22) demostraron el requerimiento absoluto de
fosfato de piridoxal para la actividad catalitica de la enzima, lo cual ha
bia sido sugerido anteriormente a partir de observaciones realizadas en hu
manos y animales con deficiencias nutricionales, especialmente en vitamina

86 y ácido pantoténico, y que presentaban anomalías en la sintesis de hemo
(23).

El mecanismo de acción propuesto para la enzima ácido

5-aminolevulinico sintetasa (ALA-S)(24, 25) consiste, inicialmente, en la
unión del fosfato de piridoxal a la superficie de la enzima a través de un

grupo SH del sitio activo y la formación de una base de Schiff con la gli
cina. Posteriormente, se produce la condensación del succinato activado co
mo succinil CoApara dar el ácido alfa-amino-beta-cetoadipico, el cual es
decarboxilado a ácido 5-aminolevulinico (26).

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



3,5-dietoxicarbonil-1,4—dihidrocolidina (DDC)a embriones de pollo producia
un aumento de 40 veces de la actividad de ALA-S. Posteriormente, Granick

(28) describió una gran cantidad de sustancias, de variadas estructuras
químicas, capaces de provocar un incremento en la actividad de esta enzima.

Por otra parte, Tschudyy col.(29), trabajando con pacientes que presenta
ban un tipo de porfiria hepática conocida comoporfiria aguda intermitente,
encontraron un marcado incremento en la actividad de la enzima que catali
zaba la formación de ALA.

Es asi que a partir de estos y otros estudios quedó demostrado,

sin lugar a dudas, que la ALA-Ses la enzima limitante de la velocidad y el

punto sobre el cual se ejerce el control metabólico primario sobre la bio
sintesis del hemo.

Trabajos de Granick (28) y Marver (30) confirmaron que ALA-S es

una enzima inducible y que, al menos en el higado, está sujeta a represión
e inhibición por hemo. La inducción de ALA-S implica una sintesis de novo

de la molécula proteica (31).

En la célula eucariota intacta, el ALAsólo puede ser formado den

tro de la mitocondria, dado que, esta organela, es la única capaz de gene
rar succinil CoA. La matriz y crestas mitocondriales fueron señaladas como
conteniendo la mayor parte de ALA-Sintracelular (32). Recientemente, Scot

to y col. (33), trabajando en higado de rata, localizaron exclusivamente en
la matriz mitocondrial a esta enzima, dado que respondía a la extracción

con Lubrol y digitonina y posterior sonicación, exactamente igual que la
isocitrato deshidrogenasa, enzimamarcadora de esta fracción mitocondrial.

En 1969, Hayashi y col.(34) observaron que en ratas tratadas con
alilisopropilacetamida (AIA), un inductor de porfiria experimental, no sólo
se producía un incremento en la cantidad de ALA-Smitocondrial sino, tam

bién, una considerable cantidad de dicha enzima se acumulaba en la fracción

citosólica hepática. Esta acumulación de ALA-Sen la fracción citosólica

del higado fue luego observada en ratones (35) y pollos (36) luego de la
administración de AIA o DDC. El incremento de ALA-S, tanto en la fracción

mitocondrial como citosólica, luego de la administración de una dosis de
AIA, podia ser prevenido con una inyección de cicloheximida pero no por una
de cloranfenicol (28, 34). Asimismo, esta inducción podia ser suprimida con
mitomicina C, un inhibidor de la sintesis de DNAnuclear, pero que no afec
ta al mitocondrial (34).

El conjunto de datos obtenidos al respecto sugirió que, al igual
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que la mayoria de las proteinas mitocondriales, la enzima ALA-Sse sinteti
zaria en poliribosomas citoplasmáticos. Se sostuvo entonces que, la sinte
sis de proteina enzimática ocurria en el citoplasma y se realizaba en poli
ribosomas unidos a membranas. Avalaba esta última afirmación la hipótesis

propuesta que el reticulo endoplásmico jugaba un rol importante en la bio
génesis mitocondrial (37). Sin embargo, Whiting en l976 (38), observó que
cuando el sobrenadante postmitocondrial de higado de anbriones de pollo
tratados con AIA era separado en poliribosomas libres y unidos a membrana,

la sintesis de ALA-S, estimada p0r inmunoprecipitación con un anticuerpo

especifico para ALA-Smitocondrial, era incrementada en la fracción corres
pondiente a poliribosomas libres.

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

Fueron también ampliamente estudiadas las propiedades de ambas en

zimas, citosólia y mitocondrial. La determinación de estos parámetros se
vio dificultada por la tendencia de la ALA-Sa formar grandes agregados o

complejos consigo mismoy con otras proteinas, exhibiendo pesos moleculares

muy heterogéneos. Asi se han determinado, en higado de rata, tamaños 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 citosólica es mayor que el de la mitocondrial.

Ohashi y Kikuchi en l979 (40) purificaron un complejo de ALA-Sci

tosólica de higado de rata que estaba constituido por 3 proteinas: una ac
tiva de peso molecular 110.000 y 2 inactivas de 120.000 y 7É.000. Si la

proteina activa era sometida a electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS, se obtenía una única banda de peso molecular aparente 51.000, lo que

sugería la presencia de un dimero. Observaron también que, in vitro, la
proteina activa no penetraba a mitocondrias si no estaba acompañadade las

2 dos proteinas inactivas, lo que les asignaba un papel importante en la
tras-locación a mitocondrias (41).

Posteriormente, Nakakukiy col.(42), purificaron casi a homogenei
dad ALA-Scitosólica con un tratamiento previo con papaina y la consecuen

te digestión de proteinas acompañantes en el complejo y sin pérdida de ac
tividad enzimática. Determinaron un peso molecular aparente de 110.000, por
gradiente de sacarosa. En el mismotrabajo prepararon un antisuero de cone
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jo contra la ALA-Spurificada de la fracción citosólica y encontraron que
ambas ALA-S,mitocondrial y citosólica, eran inmunológicamente idénticas.
Estos resultados indicaban que la ALA-Scitosólica es un precursor en trán
sito a la mitocondria.

Por otra parte, Srivastava y col.(43) purificaron ALA-Sde mito

condrias de higado de rata, observando un peso molecular de 70.000. Esta
molécula provendria de un precursor de 76.000 también aislado, que podia
ser proteoliticamente modificado sin pérdida de actividad enzimática. Pos
tularon que ALA-Sse sintetizaria como un precursor de alto peso molecular

que seria procesado durante o inmediatamente después de la transferencia a
mitocondrias.

Simpsony Beattie (44), purificando ALA-Smitocondrial, deSCribie
ron una proteina no catalitica, de peso molecular 57.000, que era capaz de
activar la enzima ALA-S.Este activador seria el responsable de la agrega
ción y podria tener efecto regulatorio al participar en la estructura cua
ternaria de la ALA-Smitocondrial.

Nhiting y Granick (45), purificaron ALA-Sde 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 lo observado en mamíferos y pollos adultos, no se

pudo observar acumulación de ALA-Sen citosol luego de la administración de

AIA o DDC, en higado de embriones de pollo, a pesar que la cantidad total

de ALA-Sse encontraba aumentada entre 300 y 500 veces (38, 46). Reciente

mente, Srivastava y col.(47) han detectado por primera vez en higado de em
briones de pollo, un precursor de ALA-Sen la fracción citosólica que co
rrespondió a una proteina de 74.000 de peso molecular, mientras que en la

fracción mitocondrial aislaron una molécula de peso molecular 68.000. La
detección del precursor se realizó por técnicas inmunoquimicas, ya que no
se pudo medir la actividad enzimática.

En l984, Watanabey col.(48) estudiaron la relación entre la se
cuencia extra del precursor y la estructura cuaternaria y las propiedades
cataliticas de la ALA-S,en higado de pollos adultos. Ambas, citosólica 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 citosólico, de aproximadamente6.000.de peso mo
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lecular, era rico en aminoácidos básicos. Sugirieron que esta diferencia
puede ser importante en la traslocación de la proteina enzimática a mito
condrias.

La existencia de una proteina activa de mayor peso molecular en la

fracción citosólica, que es inmunológicamenteidéntica a la mitocondrial y
tiene las mismas propiedades cinéticas, sugiere que se trata del producto
primario del RNAmensajero de ALA-Sen tránsito a la mitocondria y que es

procesado postraduccionalmente. La función del polipéptido extra del pre
cursor, asi como la secuencia de eventos necesarios para el procesamiento,

transporte e integración a la mitocondria como producto maduro, son aun

desconocidos. Recientemente Keng y col.(49) han demostrado que una secuen
cia de 9 residuos de mninoácidos del extremo aminoterminal de ALA-S de

S.cerevisiae, caracterizados por su hidrofobicidad, es suficiente para
traslocar a la matriz mitocondrial una proteina citosólica comola beta-ga
lactosidasa.

La ALA-Ses una enzima relativamente inestable. El tiempo de vida

media de la que se encuentra en la fracción citosólica del higado, medido
por el descenso de la actividad de la enzima luego de una inyección de ci

cloheximida, es de sólo 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 acción de proteasas (42, 47). Recientemente Beattie y col.

(50) han encontrado que ALA-Sde higado de rata, tanto citosólica comomi
tocondrial, están 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 involucraria digestión proteolitica, sino, en
una etapa inicial, la pérdida del cofactor, fosfato de piridoxal y, poste
riormente, la inactivacion de la apoproteina a temperaturas arroba de 22°C.

La enzima ALA-S ha sido purificada y caracterizada en una gran

cantidad de tejidos de mamiferos además del higado. Ha sido descripta en
médula ósea (51), cerebro (52), corazón (53), músculo esquelético (54), ri
ñón (55), bazo (56), testículos (S7), adrenales (58), glándula de Harder
(59), etc. La existencia de al menos dos isoenzimas de ALA-Sen ratas fue

sugerida por Yamamotoy col.(60), al demostrar la falta de reactividad cru
zada entre ALA-Sde eritrocitos y anticuerpos anti-ALA-S de higado. Estos
autores sugieren además que debe haber al menos 2 genes diferentes para es
ta enzima en ratas.
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La actividad basal de ALA-Sen tejidos normales es generalmente

baja; en higado de rata oscila entre lO y 50 nmoles de ALAsintetizados por

hora y por gramo de tejido (61), valores que son similares a los encontra

dos en el higado humano.

Reviste particular interés desde el punto de vista fisiológico y
regulatorio el hecho que la actividad de ALA-Smitocondrial en higado de
rata fetal es aproximadamente 10 veces mayor que la de adultas (62) siendo
aquella enzima, ademas, de menor peso molecular. La actividad decae luego

lentamente hasta llegar a valores de la rata adulta pocos dias después del
nacimiento. Durante el periodo fetal la enzima no es inducible por drogas y

es refractaria a la represión por hemo. Woodsy Murthy (63) postularon que
la ALA-Sfetal es funcionalmente activa y similar a la adulta pero que su

regulación es distinta, lo que podria ser explicado en términos de dife
rencias en la función mitocondrial en ambas etapas del desarrollo.

Borthwick y col.(64) construyeron una genoteca de DNAcomplementa

rio (cDNA)a partir de mRNA,de la que fueron identificados clones conte

niendo secuencias codificadoras de ALA-Shepática. Estimaron por análisis

de "Northern blot" en 2.800 pares de bases el tamaño del mRNApara ALA-Sde

higado de embriones de pollo. A partir de uno de esos clones dedujeron la
secuencia nucleotidica completa y, por lo tanto, la secuencia aminoacidica
del precursor de ALA-S(65). Este precursor consiste en una proteina madura

de 579 aminoácidos, con un extremo N-terminal de 56 aminoácidos preponde

rantemente básicos. Recientemente, el mismo grupo de investigadores (66) ha

aislado el gen completo de ALA-Sde higado de pollo. Este es de 6,9 kb de

largo y contiene 10 exones; los exones 4 a 10 codificarian para la enzima
actiVa, mientras que los tres primeros lo harian para la secuencia que se
encuentra sólo en el precursor citosólico. Entre éstos, el exón 1 codifica
ria para la secuencia necesaria para el transporte a mitocondrias.

En una linea de trabajo semejante, Yamamotoy col. (67) aislaron

un cDNAque codifica para ALA-Sde eritrocitos de pollo. Sugirieron que los

diferentes mRNAALA'Sdetectados en distintos tejidos de pollo podrian ser

transcriptos de una familia de genes estrechamente relacionados en la se
cuencia nucleotidica y que cada uno estaria regulado de una manera especi
fica, de acuerdo al estado de desarrollo del animal.
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Biosintesis gg porfobilinógeno

El precursor tetrapirrólico de todos los tetrapirroles naturales
es el porfobilinógeno (PBG). Éste se forma por condensación de 2 moles de

ALAcon la pérdida de 2 moles de H20. La enzima responsable de la catálisis
de esta reacción es la ácido S-aminolevulínico dehidrasa (ALA-D)[S-amino
levulinato hidrolasa EC4.2.1.24].

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

El mecanismo de la reacción, que ha sido propuesto por Nandi y

Shemin (75), tiene lugar en una serie de etapas. En la primera, una molécu

la de ALAforma una base de Schiff a través de la combinación 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 reacción de Knorr, que involucra una condensación intramole

cular del carbanión de la base de Schiff con el grupo carbonilo de la se

gunda molécula de ALA.Posteriormente, este compuesto elimina H20y el gru
po amino de la última molécula de ALAdesplaza el grupo amino de la enzima

para formar PBG.

Para lograr una correcta disposición espacial en la reacción, Bat
lle y Stella (77) sugirieron que la segunda molécula de ALAse encuentra
también unida a la superficie de la enzima dentro de un "agujero" apropia
do.

Barnard y col.(78) demostraron la participación de dos residuos
cisteinas, a través de sus grupos SH, que actuarian en la catálisis ácido
base requerida para las secuencias de protonación-desprotonación enzimática
en la sintesis de PBG.

ALA-Dpresenta caracteristicas de una enzima sulfhidrïlica y es
sensible a reactivos tiólicos 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 adición de glutation,
2-mercaptoetanol, cisteina, ditiotreitol y cualquier otro reactivo sulfhi
drilico.

Numerosos estudios in vivo e in vitro han demostrado que ALA-Des

muy sensible a la acción del plomo (79, 80), lo que conduce a una marcada
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inhibición de su actividad. Se ha propuesto que el plomo inhibe la enzima

por su acción directa sobre los grupos SH, lo cual puede ser revertido por
el agregado de algún reactivo tiólico (81).

Se han realizado detalladas investigaciones de la estructura cua
ternaria de ALA-Dobtenida de diferentes fuentes. Todas ellas indican que
esta enzima tiene un peso molecular de 280.000 y está compuesta por 8 subu
nidades (82). Las 8 subunidades estarian ubicadas en los vértices de un cu

bo, observando una simetría dihédrica D4. Sólo 4 de las 8 subunidades reac

cionarian con el sustrato, cada una formando una base de Schiff con una mo
lécula de ALA(83).

El mecanismode acción es semejante para células procariotas y eu
cariotas. Sin embargo, los requerimientos de iones metálicos son completa
mente diferentes. La enzima de bacterias fotosíntéticas (84) requiere K+,
pero ALA-Dde bacterias no fotosintéticas (69) y de plantas (7l) necesitan

Mg2+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 enzimática en mamíferos. Tratando
la enzima purificada de higado bovino con agentes quelantes obtuvieron la
apoenzima libre de metal, cuya actividad fue restaurada por el agregado de
Zn(II). El Cd(II) fue el otro ión metálico con el que se restablecia la ac
tividad de la apoenzima (87).

El papel del Zn2+ en la actividad enzimática y el número de grupos

SH involucrados en la reacción no ha sido aun dilucidado. Tsukamoto y col.

(88) sugirieron que la actividad enzimática es dependiente de la presencia
de dos grupos SHy que el Zn2+ no seria absolutamente necesario para la ac

tividad sino que se requeriría para prevenir la autoxidación de los grupos
SHesenciales, formando uniones de coordinación.

Por otra parte Bevan y col.(87) encontraron 4 átomos de Zn2+ por

octámero de ALA-Dde higado bovino. El metal se uniria al sitio activo a

través de grupos SH, pero no participaria en la unión del sustrato ni en el
mantenimiento de la estructura cuaternaria.

Seehra y col.(89) informaron que la presencia de Zn(II) no seria

obligatoria para la actividad de ALA-Dy que podria ser innecesaria traba
jando a concentraciones altas (20 mM)de un reactivo tiólico. De acuerdo a
su modelo, el Zn(II) no seria un cofactor sino que favoreceria el manteni
miento de la ALA-Den una conformación cataliticamente viable. P0r último,

Jaffe y Hanes (90) demostraron con ALA-Dbovina, que el Zn(II) no es nece
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sario para la formación de la base de Schiff entre el sitio activo de la

enzima y la molécula de ALA. Gibbs y col.(91) sugirieron por su parte un

papel estructural para el ión metálico más que una acción catalitica.
Estudios realizados en distintas cepas de ratones demostraron que

la actividad de ALA-Dse 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 sintesis de
la proteina enzimática.

Ha sido demostrado in vitro que ALA-Dpuede ser inhibida por hemo

y protoporfirina IX (94), lo cual podría sugerir una función regulatoria de
esta enzima en la biosintesis del hemo. Sin embargo, en todos los tejidos
estudiados, la actividad de ALA-Des mucho más 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. Asi, al menos en condiciones fisiológicas, ALA-Dno tendria 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 higado humano.

Biosintesis ge Uroporfirinógeno ¿LL

El siguiente paso en la biosintesis del hemoes la condensación de
4 moléculas de PBGpara formar el primer intermediario macrociclico: el u
roporfirinógeno III.

Hay dos enzimas involucradas en la reacción de condensación: la

porfobilinógeno deaminasa (PBGasa)o hidroximetilbilano sintetasa [porfobi
linógeno amonio-liasa (polimerizante) EC4.3.1.8] y la uroporfirinógeno III
cosintetasa [uroporfirinógeno III isomerasa EC4.2.1.75]. Ambasenzimas 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
llas, en condiciones normales, es la limitante de la velocidad de la reac
ción.

La PBGasaes una enzima de bajo peso molecular (30-40.000) y rela

tivamente estable al calor. La uroporfirinógeno III cosintetasa.es una pro
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tEÍna de mal/0r P950 m01ecuïar (SO-65.000) y muy lábil frente a la tempera
tura (101).

Cuando la PBGasaactúa sola in vitro, cataliza la condensación se
cuencia] cabeza-cola de 4 moles de PBGformando el intermediario simétrico

uroporfirinógeno I y liberando 4 moles de NH3 (102). Este compuesto no es
sustrato para la uroporfirinógeno III cosintetasa, como tampoco lo es el
PBG.

El intermediario obligado en la biosintesis del hemo, el uroporfi
rinógeno III, es formado solamente cuando ambas enzimas actúan concertada

mente. El papel de la segunda enzima seria el de permitir la inversión del

anillo D en la molécula de porfirinógeno para producir el intermediario co
rrecto.

El mecanismo por el cual ambas enzimas interactúan para formar el

isómero de tipo III no está aun aclarado, aunque han sido formuladas nume

rosas hipótesis. Frydmany col.(103) en base a estudios realizados con 2-a
minopirrilmetanos sintéticos (104), propusieron un mecanismoque se basa en

que la uroporfirinógeno III cosintetasa no es una enzima en si misma, sino
una proteina especifica que modificaria la actividad de la PBGasasobre la
condensación del PBG, actuando desde el comienzo de la reacción, sinteti

zando un dipirrol invertido, cabeza-cabeza, que luego se transformaria en
un tripirrol y por último en el uroporfirinógeno III. Este mecanismoimpli
ca que no hay pirrilmetanos intermediarios comunes en las reacciones cata
lizadas por la PBGasay pOr el complejo PBGasa-cosintetasa.

Por otro lado, Battersby y McDonald(105, 106) en contraposición a

la hipótesis de Frydman, sostuvieron que la reacción procederia a traves de
una condensación secuencial cabeza-cola de los 4 PBG,catalizada por la PB
Gasa, para dar un intermediario no anular. Este intermediario, identificado
comohidroximetilbilano (107-109), seria el sustrato de la cosintetasa que,
por un reordenamiento intramolecular del anillo D, daria el producto final:
uroporfirinógeno III (figura 6).

Finalmente, estudios de RMNrealizados por el grupo de Scott, su
girieron que la PBGasa es una enzima ciclizante (110, 111) que forma, por

condensación de 4 moléculas de PBG, un compuesto anular, el preuroporfiri

nógeno. Este seria el sustrato de la uroporfirinógeno III cosintetasa que
lo convertiria a uroporfirinógeno III (112). En ausencia de cosintetasa, el
preuroporfirinógeno se transformaria quimicamente en uroporfirinógeno I.
Asi, ambas enzimas actuarian independientemente pero en forma secuencial en
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la conversión de PBGa uroporfirinógeno III. Sin embargo, en recientes re

visiones de sus trabajos, este grupo de investigadores se inclinó por el
hidroximetilbilano comoel intermediario mas probable de la reacción y pro
ducto de la enzima PBGasa (113, 114).

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

Conversión gg Uroporfirinógeno ¿LLa Coproporfirinógeno _LL

El uroporfirinógeno III, sintetizado en la etapa anterior, es se
guidamente transformado en coproporfirinógeno III a través de la decarboxi
lación de sus cadenas laterales acéticas (116). Esta reacción enzimática es

catalizada por la uroporfirinógeno decarboxilasa (URO-D)[uroporfirinógeno
III carboxiliasa EC4.1.1.37]. Ha sido purificada, en algunos casos a homo

geneidad, de eritrocitos (117) e higado de pollo (118), eritrocitos (119,
120) e higado humanos (121). Esta enzima es soluble y está localizada en la
fracción citosólica de la célula.

La actividad de la URO-Des inhibida, in vitro, por iones metáli

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

SHpara mantener la actividad enzimática (124). Comoera de esperar, gluta
tion y cisteina incrementan la actividad de la enzima, mientras que el oxi
geno, probablemente por oxidación del sustrato, la disminuye.

La remoción de las cuatro cadenas de ácido acético del uroporfiri
nógeno III ocurre secuencialmente, p0r lo tanto pueden encontrarse porfiri
nógenos intermediarios de 7, 6 y 5 grupos carboxilos (125), aunque sus con

centraciones, en condiciones normales, son pequeñas y dependen, según Stra
ka y Kushner (124), del cociente [Uroporfirinógeno IIIJ/[enzima].

Garcia y col.(117) encontraron que la decarboxilación procede en
dos etapas, la primera, más rápida, en la que ocurre la primera decarboxi
lación y la segunda etapa, más lenta, en la que el heptaporfirinógeno se
convierte paso a paso en coproporfirinógeno III. Jackson y col.(126) demos
traron que la decarboxilación secuencial de uroporfirinógeno III a copro
porfirinógeno III, transcurre en forma ordenada, comenzandopor el anillo D
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y, siguiendo en el sentido de las agujas del reloj, los anillos A, B y por
último el C.

De acuerdo a estos resultados, Smith y Francis (127) sugirieron
que el reconocimiento y remoción de la cadena acética del anillo D podria

ocurrir en un sitio distinto de las demás decarboxilaciones. Verneuil y
col.(120) postularon la existencia de una sola proteina enzimática que lle
varia a cabo todas las decarboxilaciones y que contendria, al menos, 2 si
tios activos. Recientemente, Elder y col.(128), utilizando técnicas de in
munoprecipitación e inmunoelectroforesis, demostraron que la actividad de
URO-Dreside en una sola proteina.

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

Grandchampy col.(130) sintetizaron URO-Den un lisado de reticu

locitos libre de células bajo la dirección de mRNAsaislados de higado fe
tal humano y reticulocitos humanos. Posteriormente clonaron un cDNAde mRNA

de URO-Dde rata de aproximadamente 1500 nucleótidos (131). Más reciente

mente Roméoy col.(132) han establecido la secuencia de un cDNAobtenido de

mRNAde URO-Dde pulmón humano. Demostraron, además, que esta enzima, cuya

estructura primaria es de 367 aminoácidos, está codificada p0r un solo gen.
El análisis de la expresión de este gen indicó la existencia de una sola
especie de mRNA,tanto en eritrocitos como en otros tejidos, y que su acu
mulación se deberia a una activación transcripcional del gen de URO-D.

Conversiónge Coproporfirinógeno lll a Protoporfirinógeno _¿L

El coproporfirinógeno III formado en el citosol es rápidamente
transferido a mitocondrias donde sufre la decarboxilación y oxidación de

los grupos propiónicos en posiciones 2 y 4 dando el protoporfirinógeno IX,

con 2 grupos vinilo en dichas posiciones.
La enzima coproporfirinógeno oxidasa [coproporfirinógeno decarbo

xilasa oxidativa EC 1.3.3.3], responsable de esta reacción, 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 está situada en el espacio intermembra
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na de la mitocondria.

La reacción es altamente especifica para el coproporfirinógeno III
y, en aquellos preparados obenidos de organismos aeróbicos, el requerimien
to de oxigeno es absoluto (133).

La reacción transcurre en forma secuencial obteniéndose un inter

mediario monovinilico denominadoharderoporfirinógeno, dado que fue aislado
por primera vez de la glándula de Harder de la rata (138). Se determinó que
éste es el 2-vinilporfirinógeno (139), sugiriéndose que el proceso de de
carboxilación comenzaría por el anillo A. El mecanismo y la estereoquimica
de la reacción han sido estudiados en eritrocitos de pollo en dos laborato
rios (140, 141). El coproporfirinógeno III es decarboxilado oxidativamente
a harderoporfirinógeno en el sitio activo de la enzima, cuya configuración
es tal que sólo acepta el grupo propiónico en posición 2. Esta molécula gi
ra, luego, en sentido antihorario, para que el segundo grupo propiónico sea
degradado en el mismositio sobre la superficie de la enzima. La decarboxi

lación ocurre con la pérdida de uno de los hidrógenos del carbono beta de

las cadenas de ácido propiónico, siendo el hidrógeno pro-S en ambos casos.

Los hidrógenos del carbono alfa no están involucrados en la reacción. Zaman
y Akhtar (141), propusieron un mecanismo de reacción a través de la ferma
ción de una base de Schiff.

Recientemente, Camadro y col.(142) han purificado a homogeneidad

la coproporfirinógeno oxidasa de S.cerevisiae. Esta enzima es un dimero de
peso molecular 70.000 con subunidades idénticas. Presenta requerimientos de
grupos SHy es activada por fosfolipidos.

Oxidación de Protoporfirinógeno ¿L

La modificación final sobre el anillo tetrapirrólico, anterior a
la inserción del metal, es la oxidación del protoporfirinógeno IX a proto
porfirina IX, durante la cual se pierden 6 átomos de hidrógeno.

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 protoporfirinógeno oxidasa, que cataliza la oxidación a protoporfirina
IX. Jackson y col.(145) comprobaron que la reacción es estereoespecifica
teniendo lugar sólo de un lado del anillo porfirinico, lo cual no podria
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ocurrir si 1a oxidación fuera no enzimática.

La enzima, tanto de levaduras como de mamíferos, requiere oxígeno

moiecuiar (143, 144) y tiene una alta especificidad de sustrato, no reac
cionando con uro- y coprop0rfirinógenos, aunque 10 hace parciaimente con
monoviniiharderoporfirinógeno (139). Camadro y coi.(146) purificaron 1a
protroporfirinógeno oxidasa de higado humano. Esta enzima tiene un peso mo

lecuiar de 32.000 y es sensibie a 1a inhibición por algunas metaioporfiri
nas ta1es como Mn- y Co-protopOrfirinas y en un grado menor por Cd-, Ni- y

Fe-protoporfirinas.
E1 estudio de ia Iocalización submitocondria] de 1a protoporfiri

nógeno oxidasa fue realizado por Deybach y c01.(148). Esta enzima estaria
ubicada dentro de la membrana interna de 1a mitocondria. Grandchamp y co].

(147) subrayaron 1a importancia de la Iocaïización submitocondria] de esta

enzima y 1a de 1a coproporfirinógeno oxidasa para la transferencia de los
sustratos a 1a membranainterna (figura 7).
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Figura 7: Probabie ubicación de las tres últimas enzimas de] camino meta
bóiico de] hemo. Abreviaturas: C, citoplasma; M, matriz; ME, membrana ex

terna; MI, membrana interna; EIM, espacio intermembranas; C0, coproporfi

rinógeno oxidasa; P0, protoporfirinógeno oxidasa; FQ, ferroqueiatasa.
(A ), coproporfirinógeno; (I), protoporfirinógeno; (Cl), 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 metabólico del hemo. Kolarov y col.(150) demostraron que la protoporfi

rinógeno oxidasa de higado 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 proteinas mitocondriales.

El mecanismo de la reacción está aun poco aclarado. Recientemente
Jones y col.(115) sugirieron que de los 4 átomos de hidrógeno en posiciones

meso que se pierden durante la transformación a protoporfirina IX, 3 de e

llos son removidos como hidruros y el restante como protón.

Formación gg Hemo

La última etapa en la biosintesis del hemoes la incorporación del
ión ferroso en la protoporfirina IX, reacción catalizada por la ferroquela
tasa o hemosintetasa [protohemo ferro-liasa EC4.99.1.1]

Protoporfirina IX + Fe2+ ----— Hemo + 2 H+

Esta reacción puede llevarse a cabo también en forma no enzimáti

ca, según han demostrado diversos autores (151, 152). Kassner y Walchack
(152) cuestionaron particularmente el papel de una enzima en la última eta

pa de formación de hemo, ya que encontraron que la formación de hemo no en

zimática se producia a una velocidad comparable a la observada con prepara
ciones enzimáticas.

Sin embargo ha sido demostrado repetidas veces la sintesis de hemo
catalizada por extractos celulares, en condiciones en las cuales no habria
reacción significativa sin la presencia de material celular (153, 154). Las
actividades de estos extractos eran sensibles al calor, dependientes de la
temperatura y exhibian un pH óptimo. El fraccionamiento subcelular y la a
plicación de métodos de purificación de proteinas resultaba en fracciones
con actividad especifica incrementada, las cuales no eran dializables, in
dicando que la actividad catalitica residía en una proteina. Másreciente
mente ha sido demostrada la inhibición de la sintesis de hemo in vitro por

anticuerpos de ferroquelatasa bovina (155). Asi, se tienen numerosas evi
dencias del requerimiento de una enzima en la última etapa de formación de

hemo, aunque sin descartar la posible contribución de la reacción no enzi
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mática.

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 ósea (165), reticulocitos (166) e hígado
(167) entre otros.

En eucariontes, la ferroquelatasa está localizada en la cara in
terior de la membranainterna de la mitocondria (168). Los primeros inten

tos para su purificación fueron infructuosos debido a la pérdida de activi
dad durante su aislamiento. Este paso requiere la solubilización de la en
zima de la membranamitocondrial usando detergentes.

En los últimos años, varios autores han purificado ferroquelatasa
de diversas fuentes. Mailer y col.(169) la purificaron de hígado de rata
por cromatografía 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 SDSy peso molecular apa
rente de 63.000. Taketani y Tokunaga, utilizando cromatografía por Blue
Sepharose CL-GB,purificaron ferroquelatasa de hígado bovino (155) y de hí
gado de rata (170). Obtuvieron proteínas de peso molecular 240.000 y 42.000
para la enzima de hígado de rata en sus formas nativa y desnaturalizada,
respectivamente, y de 200.000 y 40.000 en similares condiciones para la de

hígado bovino. Estos resultados sugerirían que la ferroquelatasa existiría
como un oligómero de 5 o 6 subunidades. Recientemente, Hanson .y Dailey

(l64) obtuvieron ferroquelatasa de eritrocitos de pollo purificada 200 ve
ces y con un peso molecular aparente de 42.000.

Comoen muchas otras enzimas que se encuentran estrechamente uni

das a membrana, los lípidos juegan un papel importante en la actividad de
ferroquelatasa. Mazanovskay col.(171) encontraron que la remoción de los

lípidos, con acetona u otros solventes orgánicos, de cromatóforos de R. sp
heroides y de mitocondrias de hígado de cerdo, causaba una marcada reduc
ción en la actividad de ferroquelatasa, la que podía ser restaurada por a
gregado de distintos lípidos. Posteriormente, Simpsony Poulson (172) tra
bajando con preparaciones de ferroquelatasa de hígado de rata libres de lí
pidos, demostraron que la adición de ácidos grasos o fosfolípidos, restau
raba la actividad enzimática. Un efecto activador de los lípidos también
fue encontrado en fracciones purificadas de hígado de rata (170), bovino
(173) y eritrocitos de pollo (164), aunque la activación obtenida por estos
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autores varia en su magnitud y efectividad de los lípidos utilizados. Tam
bién ha sido informado que la presencia de ácidos grasos incrementa la for
mación de hemo no enzimático (174).

Llambias (154) y Porra y Jones (163) demostraron que la ferroque
latasa de higado de cerdo era completamente inactiva en condiciones aeróbi

cas y sugirieron que esto era debido a la oxidación del ión Fe2+ a Fe3+ que
no es sustrato de la enzima. Resultados similares sobre el efecto inhibito

rio del oxigeno sobre la actividad de ferroquelatasa, fueron obtenidos por
otros autores, sugiriéndose otras tantas hipótesis: inactivación de la en
zima por oxidación de grupos tioles esenciales para la actividad (175) o
inhibición indirecta a través de la producción de un peróxido, el cual oxi
daria una fracción lipidica necesaria para mantener la actividad enzimática
(171).

Los espectros de absorción visible y ultravioleta de ferroquelata
sa purificada (158, 170) no muestran evidencias de la presencia de grupos
prostéticos cromofóricos, lo que revela que no hay requerimientos de cofac

tores de este tipo. Sin embargo Labbe y Nielsen (176) sugirieron que el
fosfato de pirodoxal aumentaría la actividad de ferroquelatasa en ratones
mantenidos con una dieta deficiente en piridoxina, aunque estos resultados
no pudieron ser confirmados por otros autores.

Numerososestudios sobre la especificidad de la ferroquelatasa por
sus sustratos demuestran que esta enzima puede utilizar otros compuestos de
los fisiológicos. Deuteroporfirina, mesopOrfirina, hematoporfirina y
2,4--diacetildeuteroporfirina son mejores sustratos que la protoporfirina
IX (155, 177). El mejor sustrato para la ferroquelatasa es una porfirina en
la cual no hay Sustituyentes en los anillos A y B (178). La esterificación
o sustitución de las cadenas laterales de ácido propiónico 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 formación del

complejo enzima-sustrato (178).
Otros metales divalentes además del Fe(II) pueden ser incorporados

enzimáticamente a protoporfirina IX, como el Zn(II)(167) y el Co(II)(168,
179). Si la incorporación de estos metales es catalizada por la misma pro
teina enzimática 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 ferroquelatasa
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contiene grupos SHque 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) demostró que el ión Fe2+ y no

la porfirina puede proteger a la ferroquelatasa de la inhibición por N-e
tilmaleimida, postulando un modelo en el cual el hierro se uniria al sitio

activo de la enzima a través de 2 grupos SHvecinales. Dailey y col. traba
jando con ferroquelatasa purificada de R.spheroides (182) y de higado bovi
no (182a), sugirieron que residuos arginilos del sitio activo de la enzima
podrian estar involucrados en la unión de la porfirina, probablemente via
interacciones entre dichos residuos y la cadena lateral propionato de la
porfirina. En un trabajo posterior, Dailey (183) realizó un estudio por a
nisotropia de fluorescencia del sitio activo de la ferroquelatasa bovina,
describiéndolo como un "bolsillo" de caracter hidrofóbico que engloba al

macrociclo porfirinico por todos sus laterales excepto uno.
Dailey y Fleming (173) propusieron un mecanismo de reacción para

la catálisis de la formación de hemopor 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 hemoel pri

mer producto liberado, precediendo a la liberación de los 2 protones
(fig.8).

Fe+z PP Hen» 2H
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Figura 8: MecaniSmode reacción propuesto para la ferroquelatasa de higado
bovino.

La localización submitocondrial de la ferroquelatasa fue estudiada
extensamente por Harbin y Dailey (184) con la utilización de reactivos SH
impermeablesa membranas,comoel ácido 4-4'-dimaleimidilestilbeno-2,2'-di
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sulfónico. Concluyeron que la ferroquelatasa estaria incluida en la membra
na interna de la mitocondria, con porciones de la proteina expuestas a am
bos lados de la membrana, pero con el sitio activo orientado hacia el lado

de la matriz mitocondrial. Esto significaria que la primera enzima del ca
mino metabólico del hemoy principal paso de regulación, ALA-S, y la últi
ma, ferroquelatasa, estarian orientadas hacia la matriz mitocondrial. Este
hecho ha sugerido que la orientación de la ferroquelatasa tendria un papel
regulatorio en la célula (185).

Es importante señalar además, el hecho que las 3 últimas enzimas

en la formación del hemo, coproporfirinógeno oxidasa, protoporfirinógeno
oxidasa y ferroquelatasa se encuentran, aunque con distintas Orientaciones,
en la membranainterna de la mitocondria. Esto indicaria que estas 3 enzi
mas, no catalizan su respectiva reacción de una manera totalmente indepen
diente una de otra, sino que actuarian como un complejo estable en la mem

brana. Debido a que los sustratos para esas enzimas son relativamente gran
des, altamente reactivos y de caracteristicas no polares, la existencia de
tal complejo seria 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 ningún momento el entorno de la
membrana.

BIODEGRADACION DE_L HEMO

La secuencia catabólica de la degradación del hemocomienza con la
ruptura del macrociclo tetrapirrólico. El ataque oxidativo se produce en
los puentes C que unen los cuatro anillos pirrólicos, resultando en la for
mación de tetrapirroles lineales conocidos comobiliverdinas.

Esta reacción, catalizada por el sistema microsomal hemooxigenasa

[hemo:NADPH:oxigenooxidoreductasa EC1.14.99.3], es especifica, principal
mente, para la posición alfa del anillo, produciéndose la abertura del ci
clo entre los anillos A y B, para producir la biliverdina IX alfa (186). La
posible secuencia de la degradación del hemose esquematiza en la figura 9.

El sistema hemo oxigenasa microsomal consiste en la enzima hemo

oxigenasa y la NADPH-citOCromoP-450 reductasa, requiriendo NADPHy oxígeno
molecular.
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Figura 9: Probable secuencia de la degradación del hemo catalizada por el
sistema de la hemo oxigenasa.
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La hemo oxigenasa purificada de hígado de rata y de cerdo tiene un
peso molecular de 32.000 y une el hemo para formar un complejo 1:1 el cual

exhibe propiedades similares a la hemoglobina y la mioglobina. La degrada
ción del hemoprocede, esencialmente, como una serie de oxidaciones autoca

talíticas del hemo, el cual está unido a la enzima. Kikuchi y Yoshida (187)

han postulado un posible mecanismo de reacción (figura 10).
La hemo oxigenasa puede ser inducida por hemo en varios tejidos,

como el hígado, riñón y maCrófagos, posiblemente en una inducción mediada

por sustrato. Especialmente en higado fue demostrado que la hemo oxigenasa
puede ser inducida p0r diversas sustancias no hémicas tales comoepinefrina
e insulina (188), endotoxinas (189), bencenos halogenados (190), ciertos
iones metálicos (191) y agentes inductores de interferones. La inducción
por epinefrina, insulina y endotoxinas estaría mediada por hemo, mientras
que en los casos restantes seria causada por algún mecanismo desconocido no

relacionado con el hemo (187). Experimentos de traducción in vitro permi
tieron observar que los polisomas libres son el sitio principal de sintesis
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de hemo oxigenasa, sugiriendo además que ia inducción de ia enzima estaria
mediada por un aumento en la sintesis de mRNA(192).
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Bresiow y coi.(193) han demostrado que la Sn-protoporfirina es un
potente inhibidor competitivo de la hemooxigenasa, constituyendo un poten
cia] agente farmacológico para e] tratamiento de la hiperbiiirubinemia neo
nata].

Recientemente, Shibahara y coi.(194) han cionado ei cDNAde ia he

mo oxigenasa de páncreas de rata y obtenido la secuencia nucleotidica y ia
estructura primaria de ia proteina. La estructura primaria es de 289 ami
noácidos, con un segmento hidrofóbico en e] extremo carboxilo que podria
ser importante para ia inserción de ia enzima en el reticuio endopiásmico.

Sugieren, también que e] efecto induct0r dei hemo actuaría a nivei trans
cripcionai.

En 1a mayoria de ios invertebrados, ei producto inicia] de 1a de

gradación de] hemo, ia biiiverdina, es excretada sin más transformaciones.
Sin embargo, en ios mamíferos este compuesto es transformado en bilirubina,
una sustancia insoiubie y altamente tóxica, por una reacción reductiva, ca
talizada por 1a biliverdina reductasa [biiirubina NAD(P)+oxidoreductasa EC
1.3.1.24], que requiere NADPH.Esta enzima de peso moiecular 70.000 no con

tiene flavina, hemoo metaies y no es inhibibie por reactivos suifhidri
iicos (94).

Como consecuencia de la formación de este compuesto insoiubie y

tóxico, ei organismo produce ia conjugación de ia biiirubina con ácido giu
Curónico para formar un compuesto más soiubie y que puede ser excretado más
fáciimente (195).
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CAPITULO g: CITOCROMOP-450

Las nmnooxigenasas dependientes de citocromo P-450 desempeñan un

papel de suma importancia en el metabolismo de un gran número de compues

tos. Ademásde su función en la biosintesis y metabolismo de sustancias en

dógenas tales comoesteroides, lipidos, ácidos grasos y prostaglandinas,
este sistema de transporte electrónico microsomal, puede convertir mediante

reacciones oxidativas, sustancias tóxicas, tales comodrogas, mutágenos y
carcinógenos, en productos detoxificados, de caracteristicas hidrofilicas,
inocuas para el organismo y fácilmente eliminables.

Dependiendode sus estructuras, estos xenobióticos pueden ser bio
transformados por el citocromo P-450 via N-, 0-, S-dealquilación, hidroxi
lación aromática y alifática, deaminación, epoxidación y otras reacciones
(196, 197).

La intervención de estas monooxigenasas conduce a la protección

del organismo de agentes tóxicos extraños. Sin embargo, es sabido que la
transformación metabólica, 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 tóxicas o tumorigenas (198).

Estructura del citocromo P-450

El 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 depresión" relativamente a
bierta y de caracteristicas hidrofóbicas, en la superficie de la apoprotei
na (196).

El hemo está unido por una combinación de fuerzas hidrofóbicas,
atracciones electrostáticas y una o dos uniones covalentes coordinadas al
ión metálico central. El hierro se encuentra en un estado de coordinación

seis, cuatro de cuyas uniones son para los N de la estructura porfirinica y
una quinta se une con el S de un resto cisteina de la cadena polipeptidica.
La sexta unión de coordinación del Fe está ocupada p0r un ligando facilmen

te intercambiabïe que Puede ser H20, en el estado nativo, libre de sustra



to, del citocromo P-450. Cuando el Fe se reduce, esta sexta posición es el

sitio de unión del oxigeno y también de otros ligandos diatómicos como el

C0, cianuro y óxido de nitroso. Los sustratos hidrofóbicos se unen a la su

perficie de la proteina y/o del hemoa través de la sexta posición de coor
dinación (199, 200).

Localización 1 especificidad de sustrato

La presencia de citocromo P-450 ha sido demostrada en mamíferos

(201, 202), aves (203), bacterias (204) y plantas superiores (205). En los
mamíferos ha sido encontrado en casi todos los tejidos, con especial abun

dancia en higado, riñón y corteza adrenal. La fracción microsomal, obtenida
a partir del reticulo endoplásmico, es el locus primario para las flavopro
teinas y hemoproteinas que constituyen el sistema de transporte electrónico
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 hidroxilación

del camer (204), en la gran mayoria de los organismos la especificidad de
sustrato es muy amplia. En los distintos tejidos de mamíferos, el sistema

de citocromo P-450 produce la biotransformación de una gran variedad de
com-puestos no relacionados estructuralmente, con la única salvedad de las

adre-nales que sólo metabolizan esteroides (197).

Mecanismo gg acción

El citocromo P-450 cataliza reacciones oxidativas con una este

quiometria propia de una enzima oxidasa de función mixta:

R + NAD(P)H + H+ + 02 —---- R0 + H20 + NAD<P>+

Guengerich y McDonald(207) clasificaron estas reacciones en seis
categorias: a) hidroxilación, es la formación de un alcohol en una posición
metilo, metileno o metino; b) liberación heteroatómica, corresponde al cli
vaje oxidativo de una porción heteroatómica de la molécula; c) oxigenación
heteroatómica, es la transformación de un sustrato que contiene un heteroá
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tomo en su correspondiente heteroátomo oxidado; d) epoxidación, es la for

mación de derivados oxiranos de olefinas y compuestos aromáticos; e) trans

ferencia de grupos oxidativos, involucra una transferencia C 1,2 de un gru
po con la incorporación de un carbonilo en el C-l; f) destrucción olefini
ca, c0rresponde a la inactivación del hemodel citOCromo por un intermedia

rio o producto enzimático.
El ciclo catalitico propuesto tiene 2 puntos centrales que no han

sido aun completamente aclarados: el mecanismo de activación del oxigeno y

el mecanismo de transferencia del oxigeno del complejo enzimático al sus

trato (207). En la figura 11 se representan los pasos más importantes del
mecanismo aceptado en la actualidad (208).
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Figura 11: Ciclo catalitico propuesto para la reducción y oxidación del
citocromo P-450.

La unión del sustrato a la enzima en estado férrico es rápida y
estequiométrica. El complejo enzima-sustrato acepta un electrón mediante la
flavoproteina NAD(P)H—citocromoP-450 reductasa (209), que contiene un FMN

y un FAD, que dona el electrón del complejo FMNHz/FADH'(210). El complejo

sustrato-enzima en estado ferroso, une oxigeno molecular rápidamente para
formar un complejo oxigenado. En este momento y sin la adición de otro
electrón, el complejo puede decaer con la liberación de anión superóxido o,
por dismutación, dar productos oxidados (211). Alternativamente, el comple
jo oxidado acepta un segundo electrón de la flavoproteina, o posiblemente

de] Citocr°m° b5, generando un complejo hierro-oxigeno activado (212). Va
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rios investigadores sugieren que este complejo es un perferril-oxigeno del
tipo (Fe=0)3+ (200, 213). El oxigeno 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 adición del primer y segundo electrón
y la etapa de transferencia del oxigeno al sustrato serian, aparentemente,
las limitantes de la velocidad de reacción bajo diferentes condiciones
(196).

Diversos aut0res han observado que los fosfolipidos estimulan la
velocidad de metabolización del citOCromo P-450 (214). Si bien la naturale

za de este efecto está sujeto a muchas especulaciones, es muy probable que
el principal efecto de los fosfolipidos sea facilitar la formación del com
plejo citocromo P-450/NAD(P)H-citocromo-P-450reductasa (215).

Inducción del citocromo P-450

Desde hace muchos años fue evidente que la actividad del sistema

enzimático responsable del metabolismo de drogas, especialmente el citocro
mo P-450, podria ser rápidamente alterado y que existian profundas diferen
cias en la capacidad de diferentes especies para metabolizar el mismocom
puesto.

Conney y Miller (216, 217) demostraron que la administración de

3-metilcolantreno o fenobarbital a animales producía un importante incre
mento en la actividad de la fracción microsomal hepática para catalizar, in

vitro, la oxidación de una droga comoel hexobarbital. Estos estudios tam
bién demostraron que la capacidad de inducción de la actividad de este sis

tema metabolizante de drogas, no estaba restringida a una de ellas, sino
que la poseian una gran cantidad de compuestos no relacionados estructural
mente. Remmery Merker (218) encontraron un rapido aumento en la cantidad

de reticulo endoplásmico liso luego de la administración de fenobarbital a
animales, paralelamente al incremento en actividad de los mierosomas aisla
dos. Al mismo tiempo, Cooper y col.(219), demostraron que el citOCromo

P-450 era la enzima clave para la oxidación de muchas drogas y esteroides.

En 1972, Dehlinger y Schimke (220) demostraron que, el fenómeno

primario responsable de la inducción del citocromo P-450, era el aumento en
la velocidad de sintesis antes que una disminución en la degradación. Más
tarde, Jacob y col.(221) sugirieron que la inducción por fenobarbital re
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queria la sintesis de novo de mRNA.

Usando microsomas de higado de animales tratados con diferentes a
gentes inductores, se sospechó que habia más de una enzima responsable del

metabolismo oxidativo de diferentes drogas y que debia ocurrir una induc
ción 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 múltiples formas de citocromo P-450 de higado de ra
tas, conejos, ratones, pollos, etc. (222-224). Recientemente, Waxman(225),

informó sobre el aislamiento de 12 isoenzimas de citOCromo P-450 de higado

de rata, diferentes entre si en sus caracteristicas bioquímicas, inmunoqu
micas y regulatorias.

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. El máximo de absorción del

complejo con C0 reducido de estas isoenzimas se encuentra entre 447 y 452

nm. Ademásde estas diferencias en sus propiedades fisicas, estas isoenzi
mas presentan diferentes especificidades con respecto a sus sustratos, aun
que algunas son superpuestas (226).

Con la obtención 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 administración de fenobar
bital (227). Los mismos autores demostraron la inhibición de la incorpora
ción de aninoácidos radioactivos en citocromo P-450 con actinomicina D,
concluyendo que la inducción 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 traducción in vitro, mostraron que el peso molecular
del citocromo P-450 sintetizado de novo por inducción con fenobarbital, era

idéntico al purificado de higado de rata (230). Esto significa que no exis
tiría procesamiento proteolitico de un precursor de mayor peso molecular
antes de su inserción en el reticulo endoplásmico. Técnicas de hibridiza
ción con cDNAespecificos para citOCromo P-450 inducido por fenobarbital y
3-metilcolantreno, demostraron, concluyentemente, que dicha inducción es a
nivel transcripcional por aumento de sintesis del mRNAcorrespondiente
(231, 232).

Fujii-Kuriyama y col.(233) determinaron por primera vez la secuen
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cia de aminoácidos del citocromo P-450 inducido por fenobarbital, a partir

de la secuenciación nucleotidica de ciones de DNAcomplementario. Dicho ci

tocromo contiene 491 aminoácidos 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 Yuany col.(234). Concluyeron que la miCroheterogeneidad de estas
isoenzimas resulta, no de una modificación postranscripcional de una pro
teina precursora, sino que es producto de la expresión 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 transcripción de

mRNAdel citocromo P-450, luego de la administración de un xenobiótico, son

desconocidos. Nebert y col.(236) han desarrollado la hipótesis del "locus
Ah“ para explicar los mecanismos de inducción del citocromo P-450 por

3-metilcolantreno y 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD)en higado de
ratones. Este "locus Ah" es un rasgo hereditario dominante autosómico. Los
autores sugieren que el sistema Ah comprende genes regulatorios, estructu
rales y temporales. Un receptor citosólico, producto del gen regulatorio,
une el TCDDy el complejo formado interaccionaria con el DNApara aumentar

la transcripción del mRNAdel citocromo P-450 (237).

Con respecto al mecanismo p0r el cual el citocromo P-450 sinteti

zado se inserta en el reticulo endoplásmico, se han realizado numerosos es
tudios. Ya ha sido demostrado que el lugar de sintesis del citocromo P-450
son los polisomas unidos a membrana (238). Hay cada vez más evidencias que

indican que el citocromo P-450 sintetizado es directamente insertado, sin
ser procesado, en la membranadel reticulo endoplásmico (239, 240). Se pos

tula que, además de la secuencia aminoterminal hidrofóbica que debe servir

como señal para la inserción cotraduccional del citocromo en la membrana,

el polipéptido contendria, una señal de detención de la transferencia (halt
transfer signal), la cual interrumpe esa transferencia y deja una porción
del citocromo expuesta en la superficie citoplasmática de la membrana
(241).
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Inducción por drogas porfirinogénicas

Existe un grupo de drogas de caracteristicas lipoftlicas y no re
lacionadas estructuralmente, que estimulan Ia formación hepática de porfi
rinas en higado de animales y en cultivo de hepatocitos. En ambos sistemas,
estas drogas porfirinogénicas causan un aumentode la actividad de la enzi
ma ALA-S, la enzima limitante de la velocidad de la síntesis del hemo

(242). En este punto se tratará 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 metabólico del hemo, se verán en el capitulo de re

gulación.
El fenobarbital es una de estas drogas. El efecto sobre el cito

cromo P-450 ha sido ya ampliamente tratado en este mismo capitulo. Este

bar-bitúrico produce un importante incremento en el citocromo P-450, causa

do por inducción de la sintesis de novo de la proteina, debido a un aumento

del mRNAcorrespondiente (232). El 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 higado de ratas tratadas con
fenobarbital, 3 isoenzimas inmunoidénticas, pero con pesos moleculares,
puntos isoeléctricos y especificidad de sustrato distintos. Schultz y
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 rápida disminución del con
tenido de citocromo P-450, con una posterior inducción del mismo (246,247).

Diversos autores han demostrado que la disminución del citocromo

P-450 por AIA se debe a la formación de un aducto con el hemo y la poste

rior degradación de éste, que conduce a la formación de unos pigmentos ver

des (248). Estos pigmentos verdes provendrian de la alquilación del hemo,
grupo prostático del citocromo P-450, obteniéndose N-alquilporfirinas. Como
efecto tardío el AIA produce la inducción del citocromo P-450. Rifkind y

col.(247) observaron que luego de 16 horas de la administración 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 media luego de
sólo una hora de la administración de AIA, este metabolismo estaba inhibi

do. El AIA promueve una sintesis de novo del apocitocromo P-450 (249). Esta



inducción es a nivel transcripcional, dado que se demostró que su adminis
tración in ovo incrementaba 3 ó 4 veces el nivel de mRNAdel citocromo

P-450 (250).

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

Recientemente, Brooker y col.(252), utilizando criterios inmunoló
gicos y pruebas de hibridización, demostraron que el fenobarbital, AIA y
DDCinducen el mismo mRNAdel citocromo P-450, debido a la expresión aumen

tada del mismo gen. Además comprobaron que otras drogas, conocidas como in

ductoras de citocromo P-450, como 3-metilcolantreno, beta-naftoflavona o
pregnenolona-16-alfa-carbonitrilo, no incrementaban el nivel de mRNAindu
cido p0r AIA, sino que, por el contrario, reducian su nivel a valores infe
riores a los de controles no tratados. Estas observaciones podrian ser de
gran importancia para la comprensión del mecanismo p0r el cual las drogas
porfirinogénicas provocan los ataques de porfiria hepática aguda.
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CAPITULO g: REGULACION E INDUCCION QÉ_LA BIOSINTESIS EEE HEMO

La biosintesis del hemoes un camino metabólico esencial para los

organismos aeróbicos, por lo tanto, un bloqueo completo de su formación re
presentaría, para estos, una lesión letal. La información recogida durante
los últimos años indica que, el camino de la biosintesis del hemoesta re
gulado y modulado eficientemente de modo de proveer la cantidad de hemo re

querida para la sintesis de varias hemoproteinas.
La organización subcelular y las múltiples etapas catalizadas en

zimáticamente en la sintesis del hemoofrecen numerosos puntos posibles pa
ra un control regulatorio.

Estos sitios potenciales de regulación serian, entre otros, los
siguientes: a) cantidad y actividad de las enzimas involucradas en el cami
no metabólico; b) disponibilidad de los precursores e intermediarios; c)
interrelación estructural de las enzimas del caminobiosintético; d) pérdi
da de intermediarios por transferencia fuera de la célula o a través de ca
minos metabólicos alternativos.

De todos ellos es el primero, sin dudas, el más importante en la

regulación de la biosintesis del hemosiendo, también, el de mayor relevan
cia en la patogénesis de este camino metabólico.

REGULACIONgg Q ACTIVIDAD g ALA-SINTETASA

El control regulatorio primario en la biosintesis del hemohepáti
co es ejercido sobre la enzima ALA-S(28, 253). Este punto de control meta

bólico es lógico, no sólo por razones termodinámicas, sino porque esta en

zima es la primera del camino biosintético y sus sustratos, glicina y suc
cinil CoA, se encuentran en abundancia. Por otro lado, la actividad de ALA

S in vivo, es la más baja de todas las actividades de las enzimas de la

biosintesis del hemo, constituyendo la formación de ALA,la etapa limitante
de la velocidad de sintesis de este camino metabólico (254). Otra caracte
ristica importante de esta enzima es su rapida inducibilidad (94).

La actividad de ALA-Shepática está sujeta a un control de retroa

limentación ("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
hipótesis sobre la existencia de un pool regulatorio de hemo, el que seria
responsable del control de retroalimentación negativa sobre ALA-S (255,
256).

Hay, al menos, tres sitios posibles donde el hemo ejerceria el
control regulatorio de su propia biosintesis: a) inhibición de la actividad
de ALA-S; b) represión de la sintesis de ALA-Sa nivel transcripcional o
traduccional; c) inhibición de la transferencia de ALA-Scitosólica a mito
condrias.

-Inhibición ge la actividad de 5L5¿ápor hgmg
La inhibición de la actividad de ALA-Spor hemo fue observada sólo

en preparaciones de enzima parcialmente purificadas y con concentraciones
de hemo entre 10'4 y 10‘5 M, siendo estas muy superiores respecto de las

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

Sin embargo, es posible que, debido a la yuxtaposición de la pri
mera y la última enzimas de la biosintesis del hemoen la mitocondria, con

centraciones locales de hemo endógeno puedan ser suficientemente elevadas
para ejercer un efecto inhibitorio sobre ALA-S.Nolfson y col.(257) exami
naron esta posibilidad midiendo la actividad de ALA-Sen mitocondrias in
tactas, aisladas de higado de rata, mientras, simultáneamente, era generado
hemo, via ferroquelatasa, a diferentes velocidades. Con niveles de genera
ción de hemo hasta 75 veces superiores a los que ocurren in vivo, no se ob

servó inhibición de ALA-S, indicando que, este mecaniSmo de inhibición por

producto, no es importante, fisiológicamente, en la regulación de la bio
sintesis del hemohepático.

Recientemente, Pirola y col.(258), trabajando en mitocondrias de
higado de embrión de pollo, concluyeron, en forma similar, que el hemo no

actúa, in vivo, como inhibidor de la actividad de ALA-S.

- epresión gg la sintesis gg 5L5¿g
En 1966 Granick (28), realizando estudios en suspensiones de célu

las hepáticas de embriones de pollo, demostró que la inducción de ALA-Spor

diversas sustancias requiere la sintesis de novo de la proteina enzimática.
Dicha inducción era impedida por mitomicina C y actinomicina D, inhibido
res de la transcripción, y por puromicina, inhibidor de la traducción. A la
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vista de sus resultados, propuso un mecanismo general para la regulación e

inducción de ALA-S, basado en el mecanismo de represión propuesto por Jacob

y Monod (259). En el modelo de Granick, el hemo, producto final de la se

cuencia metabólica, se une a una proteina, el aporepresor, para formar una
molécula de represor. Este actúa sobre el gen operador y bloquea la trans

cripción del gen estructural, impidiendo la formación del mRNAALA'Sy, por

consiguiente, bloqueando la sintesis de novo de ALA-S.
Un inductor quimico de ALA-Sseria aquella sustancia con capacidad

para competir con el hemo por un sitio en el aporepresor, impidiendo la

f0rmación del represor completo. Asi se Iiberaria la sintesis de ALA-S.Va
rios investigadores confirmaron el efecto represor del hemo sobre ALA-S,
pero aun no está aclarado el mecanismo preciso por el cual ocurre.

El control de la sintesis de ALA-Sa nivel traduccional fue suge

rido, en primer lugar, a través de estudios cinéticos realizados sobre el
descenso de la actividad de ALA-Sen células de higado de embriones de po

llo, luego de la adición de hemo o inhibidores de sintesis de proteinas
(260, 261). Posteriormente, los estudios fueron extendidos a sistemas de
mamíferos obteniéndose evidencias de la existencia del control por hemo a
nivel traduccional (262). Más recientemente, Yamamotoy col.(263) demostra

ron que la traducción de mRNAALA'Sen 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 elongación, interactuando con las ca
denas del péptido naciente del ALA-Sen los polisomas. Por otra parte Ades

(264) demostró que el hemo bloquea la maduración del precursor de ALA-Sin

ducido por AIA en hepatocitos de embriones de pollo.

Paralelamente a estos estudios, otros investigadores han sugerido
que el hemoactuaria inhibiendo la transcripción e impidiendo la obtención

del mRNAc0rrespondiente a ALA-S. A esta conclusión arribó Whiting (38) a

través de estudios con polisomas aislados de higado de embriones de pollo.
Del mismomodo, 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, Yamamotoy col.(266), observaron que
el hemo inhibia la sintesis de novo de mRNAde ALA-S, en higado de ratas
tratadas con AIA.

De acuerdo a estos resultados surge que el efecto represor de hemo
sobre la enzima ALA-Ses ejercido sobre ambos niveles: transcripción y tra
ducción.
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-Inhibición gg_la transferencia citosoi-mitocondria
Comoya fue mencionado anteriormente, 1a ALA-Ses una enzima mito

condria], pero su sintesis se reaiiza en poiiribosomas citosóiicos. Hayashi
y c01.(34) demostraron que ratas tratadas con AIAacumuian una considerabie
cantidad de ALA-S, no sóio en mitocondrias, sino también en citoso]. Fue
demostrado posteriormente que ia ALA-Sque aparece en 1a fracción citosóii
ca, es un precursor de la enzima mitocondria] que es procesado postraduc
cionaimente (48). En un trabajo posterior, Hayashi y coi.(267) demostraron

que cuando se inyecta hemina a ratas tratadas con AIA, e] nivel de ALA-Sen

citoso] se incrementaba significativamente, mientras que decrecia e] nivei
de la enzima mitocondria]. Estos resultados indicaban que e] hemo inhibia

no sólo 1a inducción, sino la transferencia de ALA-Sde citosol a mitocon

dria, 10 que fue posteriormente confirmado por Yamauchi y c01.(39). Debido

a que ia mitocondria es e] sitio fisiológico de funcionamiento de 1a enzi
ma, este seria otro modo de regular 1a sintesis de] hemo. Más recientemen
te, en ei mismoiaboratorio, utilizando un sistema experimenta] in vitro de

higado de poilo, fue demostrado que tanto e] transporte a mitocondria, como
e] procesamiento de] precursor citosóiico de ALA-S,es inhibido por concen

traciones de hemina tan bajas como 3 uM (268). Casi a] mismo tiempo, Sri

vastava y c01.(269) observaron e] mismo efecto inhibidor de hemina sobre 1a

trasferencia de pre-ALA-Sen mitocondrias de higado de embriones de poiio,
descartando, además, que esto se debiera a un efecto tóxico genera] de la
hemina sobre 1a importación de proteinas a mitocondrias.

La transferencia postraduccional, ya sea in vivo o in vitro, de 1a
mayoria de las proteinas mitocondriales, dependen de] estado energético de
1a mitocondria, requiriendo 1a existencia de un gradiente eiectroquimico
sobre la membranainterna de dicha organela. Este potencial es disipado, y
1a transferencia inhibida, por desacopiantes, ionóforos o inhibidores de]
transporte eiectrónico (270, 271). Unaposibiiidad para expiicar e] efecto
inhibitorio sobre la transferencia citosoi-mitocondria, residiria en que e]
hemo interactuara especificamente con e] precursor de 1a enzima, interfi
riendo de este modo, con é] o ios componentes de] sistema de transporte a
mitocondria (268).

POOL QE HEMO REGULADOR



42

En vista de la regulación "feedback" de ALA-Spor hemo, Granick y

col.(256) postularon la existencia de un pool de hemointracelular, especi
ficamente involucrado en el control de ALA-S. De acuerdo a esta hipótesis,

las sustancias inductoras de ALA-Sserian aquellas capaces de disminuir el

tamaño o alterar la cinética de este pool de hemoregulatorio. Su concen

tración y mecanismo de acción no está aun aclarado, aunque presumiblemente

se localice en el citosol, debido a que es la ruta obligada del hemosinte
tizado en mitocondrias al sitio de sintesis de ALA-S(272). Este pool regu
latorio de hemopuede ser reducido de tres maneras: 1) por incremento de la

utilización del hemo; 2) por aumento de su degradación; 3) por inhibición
de su sintesis (61).

-Biosintesis gg hemox la inducción gg citocromo P-450
El hemo sintetizado en la célula hepática es utilizado para la

sintesis de diversas hemoproteinasmicrosomales, mitocondriales y citosóli
cas. Dentro de éstas, el citocromo P-450, es la hemoproteina que requiere
la mayor cantidad del hemo, cerca del 65%del total sintetizado (254). Ade

más del hemo, el citOCromo P-450 requiere la sintesis de su apoproteina.

Actualmente no se sabe si ambos procesos sintéticos están o no coerdinados.

Este tipo de interdependencia ha sido demostrado en la formación de otras

hemoproteinas como hemoglobina (273) y citocromo c (274). Sin embargo, es

tudios realizados sobre el papel del hemo en la formación de citocromo
P-450, indican que la sintesis del hemono es limitante de la inducción del

citocrOmo P-450 mediada p0r drogas (275) y que puede haber acumulación del

apocitocromo con inhibición parcial de la sintesis de hemo (276). De este

modo, la sintesis de apocitocromo P-450 seria el evento primario y limitan
te de la velocidad que controla la inducción de citocromo P-450 mediada por
drogas, y procede independientemente de la sintesis de hemo. Esta formación

de apocitocromo provocaría la disminución del pool de hemoregulatorio y la
consiguiente desrepresión de la sintesis de ALA-S.Es asi que la inducción
de ALA-Spor drogas lipofilicas comoel fenobarbital es una consecuencia de

la inducción de apocitocromo P-450 (275).

Recientemente, Ravishankar y Padmanaban (277) han encontrado evi
dencias demostrando que, aunque el hemo y la apoproteina se renuevan inde

pendientemente, el grupo prostático protegeria al apocitocromo de su degra
dación. Ademásdemostraron que la inhibición de la sintesis de hemobloquea

la transcripción de los genes de citocromo P-450, sugiriendo que la expre
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sión de estos genes está gobernada, al menos, por dos parámetros (278). Uno

de ellos es el hemo que actuaria como una molécula regulatoria general de

la sintesis de todos los citocromos P-450; el otro parámetro es la droga
inductora que regularia la especificidad del citocromo.

Un mecanismo distinto de inducción ha sido propuesto por Lim y

col.(279). Estos investigadores señalaron que el sitio primario de la in
ducción de ALA-S, es la destrucción del grupo prostético del citocromo
P-450 mediado por drogas, con la consiguiente disminución del hemo regula
dor.

Existe otro grupo de drogas, solubles en lípidos, que disminuyen

el pool de hemo regulatorio, no por una mayor utilización como lo hace el

fenobarbital, sino por causar una marcada degradación, como lo harian el
AIA y DDCo por inhibición de su sintesis en alguna etapa del camino bio

sintético, tal es el efecto del DDCy griseofulvina. Estos compuestos in
crementan la actividad de ALA-S, interfiriendo en el control "feedback"
ejercido por el hemo, debido a la reducción del mencionado pool regulatorio
(275).

Sinclair y col.(280) han demostrado la inducción de ALA-Spor al

coholes de 3 a 5 C en cultivos de hepatocitos de embriones de pollo y que,

esta inducción, se correlaciona directamente con la inducción del citocromo
P-450. La hidrofobicidad de estas moléculas aumenta su efectividad, siendo
estos alcoholes, además, las moleculas más simples reportadas como inducto

ras de ALA-Sy citocromo P-450.

-Biosintesis ge hemol triptofano pirrolasa
La triptofano pirrolasa es una enzima citosólica hepática que uti

liza el hemocomogrupo prostático y que cataliza la ruptura oxidativa del
anillo pirrólico del triptofano para producir formilkinurenina, primer paso
en la degradación del triptofano.

Badawyy col. han presentado evidencias que sugieren que esta en
zima es un marcador sensible a los cambios en la concentración hepática de

hemo, dado que el grado de saturación de la triptofano pirrolasa varia con
siderablemente en diversas condiciones (272): aumenta significativamente
después de una inyección de hemina y decrece después de la administración

de AIA y DDC(¿81). Pese a que la triptofano pirrolasa requiere sólo el

1,4% (272) del hemo hepático, este grupo de investigadores sugirió la im
portancia de esta enzima en la regulación del metabolismo del hemo. Postu
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laron también que el grupo prostático del citocromo P-450, no proviene del

pool de hemo regulatorio, lo que minimiza el papel de esta hemoproteina en

la regulación del hemo(282). Dicho pool regulatorio estaria estrechamente
asociado a la triptofano pirrolasa.

El aumento de ALA-Spor drogas inductoras es explicado, de acuerdo

a esta hipótesis, por la habilidad de estas sustancias para degradar el
grupo prostético hémico de la triptofano pirrolasa, conduciendo a un aumen
to de la sintesis de la apoproteina y la utilización del pool de hemoregu

latorio con la consiguiente liberación de la sintesis de ALA-S(283, 284).

AMPc E_NQ REGULACIONg É BIOSINTESIS El; HEMO

A partir de los estudios de Hicks sobre la tirosina alfa-cetoglu
tarato transaminasa de higado de rata (285), han sido presentados numerosos
ejemplos de la regulación de la sintesis de proteínas especificas de euca
riontes por AMPc.Entre otras, las sintesis de fosfoenolpiruvato carboxi
quinasa (286), tirosina aminotransferasa (287), fosfatasa alcalina (288) y
lactato deshidrogenasa-S-isoenzima (289) se ven aumentadas por la adminis
tración de AMPco su derivado sintético dibutirilico.

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 AMPcaun en

presencia de agentes como la actinomicina D, inhibidor de la sintesis de
RNA,sostuvieron la hipótesis que el AMPcinduce la sintesis de proteinas

especificas por aumento de la traducción de una cantidad fija de mRNA
(290).

Sin embargo, recientes estudios de la actividad de mRNA,usando
sistemas de traducción in vitro, han provocado una completa revaluación del

papel del AMPcen la sintesis de proteinas. Estos resultados muestran que
las actividades de los mRNAque codifican para fosfoenolpiruvato carboxi
quinasa y tirosina mninotransferasa, entre otras, son incrementadas por
AMPcen la misma proporción en que aumenta la sintesis de estas proteinas
especificas (287, 291).

Estas observaciones excluyen la posibilidad que la traducción sea
el sitio primario de la acción del AMPc,sugiriendo p0r el centrario, que
este nucleótido aumentaría la actividad del mRNApromoviendo su sintesis o
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procesamiento (286).
También han sido estudiados los efectos del AMPcsobre la enzima

ALA-S,principal punto de regulación de la biosintesis del hemo. Sin embar
go, los resultados registrados en la literatura son contradictorios, ya que
varian 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 AMPcsobre ALA-Sde higado de rata inducida por AIA, encon

trando una disminución de ALA-Smitocondrial y total por administración de

estos nucleótidos cíclicos. Estos autores sugirieron que el AMPcejerceria
sus efectos no solo inhibiendo la sintesis de novo de ALA-S,sino también,
impidiendo la transferencia de la forma citosólica a mitocondrias, ya sea
por inhibición del transporte o de la maduración. De este modo, niveles in
trahepáticos de AMPcpodrian regular la sintesis de hemo de un modo similar
a éste (294).

Bonkowskyy col.(295) en higado de rata, al igual que Sassa y Kap

pas (296) en cultivos de hepatocitos de embriones de pollo, no pudieron en

contrar ningún efecto del AMPcsobre ALA-S.

Trabajando con suspensiones de hepatocitos de rata y hepatocitos
de embriones de pollo, Edwardsy Elliot (297) y Srivastava y col.(298) res
pectivamente, demostraron que, si bien el AMPcno modificaba los niveles

basales de ALA-S,era necesario para que se manifestara la inducción de es
ta enzima por AIA o DDC. Asi el AMPcejerceria un efecto permisivo de la
inducción de ALA-S.

Giger y Meyer (299), en cultivos de hepatocitos de embriones de
pollo, encontraron un efecto potenciador del dibutiril AMPcsobre la induc
ción de ALA-Spor fenobarbital. Contrariamente a estos resultados, Fried
land y Ades (300), no observaron un efecto directo de AMPcsobre la regula

ción de la producción de ALA-S, en cultivos de células hepáticas 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 AMPcintrace
lular, aumentaban la inducción de ALA-Spor AIA, mientras que ésta dismi

nuia con aquellas sustancias capaces de disminuir los niveles del nucleó
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 AMPcsobre la regulación de la biosinte

sis del hemo permanece aun desconocido.

HORMONASE_N Q REGULACION g LA_ BIOSINTESIS DE_L HEMO

-Insulina y Glucagon
El papel de estas hormonas peptidicas en la regulación de la bio

sintesis 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

fisiológicas, 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 Yamamotoy col.(294) encon

traron que la inducción de ALA-Spor AIA era significativamente reducida en

higado de rata cuando glucagon o insulina eran administradas junto con el

inductor. Sin embargo, no habia cambios apreciables en la magnitud de la

inducción, cuando estas hormonas se inyectaban 2 horas depues del AIA. Di

chos autores sugirieron que, insulina y glucagon, mediarian sus efectos a
través del aumento del pool regulatOrio de hemo hepático por inhibición de

la hemo oxigenasa. Coincidentemente, DeLoskeyy Beattie (303) afirmaron que
la insulina inhibiria la traslocación de ALA-Sde citosol a mitocondria.

Esto se deberia a un efecto de la insulina que aumentaria el nivel de hemo

intracelular y, por lo tanto, el contenido del pool de hemoregulatorio.
De acuerdo a los resultados de Stephens y col.(301), el glucagon

aumentó 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 inducción de ALA-Sy cito
cromo P-450 provocada por fenobarbital, mientras que la insulina reducía la
inducción del citOCromo P-450 sin alterar la de ALA-S.

Pilkis y col.(304) han estudiado exhaustivamente el control hormo
nal de los niveles de AMPcen hepatocitos de rata. En sus trabajos ha que

dado bien aclarado que el glucagon estimula la adenilato ciclasa hepática,
aumentando los niveles intracelulares de AMPc.Ademásla insulina antagoni

za el incremento de AMPccausado por el glucagon, aunque aun no está acla

rado en que sitio actúa. Es asi que, cuando la relación de concentraciones
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intracelulares insulina/glucagon es elevada, los niveles de AMPchepáticos
están 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 biosintesis
del hemo, dependeria de la relación en la que se encuentran dentro de la
célula y se ejerceria a través del AMPc.Valores de insulina/glucagon hasta
4 ó 5, donde la concentración de AMPces elevada ,se traduciria en una ma
yor inducción de la sintesis de hemo; mientras que, cuando los valores de

dicho cociente son may0res de 16 lo cual corresponde a niveles bajos de

AMPc,la inducción estaria considerablemente deprimida.

Por otra parte, Giger y Meyer (299), coinciden en la mediación por

AMPcde los efectos estimulatorios de glucagon, pero sugieren que la insu
lina no procederia a través de la disminución de los niveles de ese nucleó
tido cíclico.

-Hormonasesteroides

Las hormonas esteroides son otro de los factores fisiológicos que
influencian la actividad de ALA-Shepática y, por lo tanto, la sintesis del

hemo. Granick y Kappas (307) describieron un gran número de sustancias na

turales que producen un aumento en la sintesis de porfirinas a través de la
inducción de ALA-Sen hepatocitos de embriones de pollo. Estas sustancias,
esteroides reducidos en C-19 y C-21, incluyen metabolitos derivados de la

biotransformación de hormonasgonadales y adrenocorticales y de intermedia
rios en la sintesis de ácidos biliares.

En cultivos de hepatocitos de pollo fue demostrado que los este

roides de conformación 5 beta-H (anillos A y B en posición cis) son induc

tores más potentes que los 5 alfa-H (anillos A y B en posición trans)(307).
Goldberg y col.(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 higado de aquellos pacientes (310). Sobre la base de estos
resultados, fue sugerido que, la p0rfiria hepática podria estar asociada a
una anormalidad en el metabolismo de los esteroides, que llevaba a una re

lación 5 beta/5 alfa esteroides elevada. Kappasy col.(311) demostraron que
otras drogas porfirinogénicas, como los barbitüricos, producían un aumento
del cociente 5 beta/5 alfa esteroides por depresión de la actividad de la
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delta(4)-5 alfa-reductasa.
Más recientemente, Anderson y col.(312), han demostrado la induc

ción de ALA-Sy citocromo P-450 por esteroides, siendo los más potentes la

progesterona y sus 5 beta-H metabolitos, así como los metabolitos 5 beta-H
de los andrógenos. La aparición de estos esteroides, seria la clave de la
exacerbación de las porfirias hepáticas hereditarias luego de la pubertad.

Contrariamente a esos resultados, Edwardsy Elliot (313), informa
ron que para una gran variedad de androstano y pregnano derivados, la in
ducción de ALA-S por esteroides 5 alfa-H era al menos tan grande como la

causada p0r 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 ningún requerimiento estérico especifico, para la inducción de ALA-S
por esteroides. Sus resultados sugieren además, que la disminución de la
delta(4)-5 alfa-reductasa que lleva a una acumulación de 5 beta-H esteroi
des en pacientes con porfiria hepática aguda, no está relacionada con la
patogénesis de esta enfermedad.

Un segundo tipo de efecto hormonal, ha sido descripto en ratas a
drenalectomizadas y en hígado perfundido. En estos sistemas, no se observó
inducción de ALA-Smediada por drogas, a menos que se administraran junto

con cortisol, lo 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 inducción de ALA-Sin vivo (313, 314).

CONTROLm GLUCOSAg Q BIOSINTESIS E HEMO

En 1963, Granick y Urata (27), describieron la inducibilidad de la

actividad de la enzima ALA-S, en higado de embriones de pollo, por la admi
nistración de DDC.Poco tiempo después, Tschudy y col.(315) demostraron que

la inducción de esta enzima en el higado de mamíferos podia ser prevenida

por una ingestión elevada de glucosa o de una dieta rica en hidratos de
carbono. Otra observación importante fue que la inducción de ALA-Spor ad

ministración de AIA u otros compuestos porfirinogénicos, era mayor en ani
males ayunados que en los no ayunados. Este fenómeno fue denominado "efecto

glucosa", por su similitud con lo que ya habia sido observado en microorga
nismos.

En bacterias, la glucosa ejerce tres clases de efectos inhibito
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rios: a) represión catabólica; b) represión transiente; c) exclusión del
inductor (316). Los mecanismosmoleculares responsables de estos efectos de

la glucosa no están aun completamente dilucidados, pero se sabe que en los
dos primeros actúa sobre la expresión génica, afectando una etapa temprana
de la transcripción, mientras que en el tercero actuaria sobre la permeabi
lidad de la bacteria a inductores especificos.

Makmany Sutherland (317) demostraron que la adición de glucosa a
cultivos de bacterias, conducía a un descenso en los niveles intracelulares
de AMPc.Posteriores estudios genéticos e in vitro de varios operones cata
bólicos, llevaron al descubrimiento de un control positivo de la expresión

génica ejercido por el AMPca 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-CAPinteractúa con un promotor espe

cifico catabolito-sensible y estimula la transcripción del operón corres
pondiente.

El efecto represor de la glucosa sobre la expresión de los genes
catabólicos está directamente relacionado con el descenso de los niveles de

AMPcdentro de la célula bacteriana (319). Sin embargo, en los últimos

años, diferentes grupos de investigadores han acumulado evidencias sugi
riendo que el AMPcno seria el regulador exclusivo de la represión catabó
lica (316).

También en mamíferos ha sido observado que varias enzimas son re

primidas por administración de glucosa. Entre ellas, ornitina-S-transamina
sa y treonina dehidrasa (320), tirosina aminotransferasa (287) y fosfoenol
piruvato carboxiquinasa (GTP)(321).

La acción de la glucosa podría involucrar la inhibición de la se
creción de glucagon lo que conduciria a un descenso de los niveles hepáti

cos de AMPc(322). Beale y col.(321) demostraron que la glucosa inhibe la

sintesis de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa de higado de rata por disminu
ción de la cantidad de mRNA,presumiblemente afectando alguna etapa en la

generación del mRNAtraduccionalmente activo.
A partir de estas obsaervaciones diversos investigadores han estu

diado este "efecto glucosa" sobre el metabolismo del hemo. Hickman y

col.(323) informaron que la inducción de ALA-Spor AIA, en higado de rata,

podia ser inhibida por glucosa y otros azúcares metabolizables, sugiriendo
que la acción de la glucosa se ejerceria a nivel del RNA.
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Bonkowskyy col.(295) concluyeron de sus resultados que el efecto

glucosa se deberia a una represión de ALA-Smediada por dicho glúcido o por

la glucosa-6-P. Kimy 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 sólo la induc
ción enzimática, sino también la conversión de la enzima citosólica a mito
condrial.

Más 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 inducción de ALA-Spor 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,
podria estar mediado por una disminución de los niveles intrahepáticos de
AMPc.

Varios autores no han podido observar un efecto inhibitorio de

glucosa in vitro (297, 325). Según ellos, esto seria debido al hecho que la
glucosa no actuaria directamente sobre la célula hepática, sino que lo ha
ria modulando la relación insulina/glucagon en plasma, afectando de este
modo los niveles de AMPc(326).

Sin embargo, Giger y Meyer (299) observaron que la adición de glu
cosa a cultivos de hepatocitos de embriones de pollo, provocaba una dismi
nución de la inducción de ALA-Sy citocromo P-450 mediada por fenobarbital,

en ausencia de factores extrahepáticos comosuero u hormonas. Similares re

sultados fueron obtenidos por Schoenfeld y col.(327). Dichos autores, re
cientemente han demostrado que la inducción de ALA-Spor AIA, en hepatoci

tos de embriones de pollo, puede ser bloqueada también por determinados

aminoácidos, debido a SUSpropiedades gluconeogénicas. La glucosa 6-fosfato
o un metabolito de este, que no interviene en el camino glucolitico, seria
el agente activo que conduce al "efecto glucosa“ (328).

Badawyy col.(283) sugirieron que la glucosa bloquea la inducción
de ALA-Spor AIA en ratas, por un mecanismo que previene la destrucción del

pool de hemoregulatorio, que causara la droga porfirinogénica. Dichos au
tores presentaron evidencias, además, de un efecto glucosa sobre ALA-Sno
inducida, lo 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 la levadura
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S.cerevisiae. Encontraron acumulación de protoporfirinógeno IX en aquellas

células tratadas con glucosa, concluyendo que el sitio de represión de la
glucosa seria la protoporfirinógeno oxidasa. Este efecto de la glucosa pudo
ser revertido por la adición de AMPc.

EFECTO QE METALES SOBRE LA BIOSINTESIS EEE HEMO

Ha sido demostrado que los metales tienen un papel importante en

ciertas etapas de la biosintesis del hemo, siendo potencialmente activos en

la regulación de este metabolismo (330).

4m
Los principales efectos bioquímicos del plomo sobre el organismo

pueden ser agrupados en 3 clases. En primer lugar, sus efectos sobre el
metabolismo del hemo; en segundo lugar, el plomo divalente es similar en

algunos aspectos al ión calcio y su acción competitiva con este ión afecta,
entre otros, la respiración mitocondrial y diversas funciones neurológicas.
Por último, el plomo posee efectos sobre el DNAy RNA, que le confieren ca

racteristicas de teratogenico, mutagénicoy cancerigeno (331).
La influencia del plomo sobre la biosintesis del hemo se debe,

principalmente, a la alta afinidad de este metal p0r grupos SH, lo que da
comoresultado, la inhibición de varias enzimas SH-dependientes, entre las
que se encuentra ALA-Dy ferroquelatasa (331). Esto conduce a la acumula

ción de ALA, el cual es excretado en exceso en orina, y de protoporfirina

IX, en la médula ósea, principalmente.

Los efectos del plomo sobre otras enzimas de la biosintesis del

hemo están menos documentados. La actividad de coproporfirinógeno oxidasa
se encuentra deprimida, con la consecuente acumulación de coproporfirina
(332). En el caso de ALA-S,los resultados presentados en la literatura son

contradictorios y varian según las diferentes especies. Hhiting y Granick
(45), encontraron que el plomo inhibia ALA-Sde higado de embriones de po

llo, mientras que Strand y col.(260), observaron un incremento de ALA-Sque
era suprimido por cicloheximida. Maxwell y Meyer (276), encontraron que la

administración de plomo a ratas, causaba un aumento de la actividad de ALA

S en higado, dependiente de la sintesis de proteinas. Más recientemente Pi
rola y col.(333) observaron similares resultados en mitocondrias de higado
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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 órgano. La enzima ALA-Sde eritro
citos no es afectada por el plomo in vivo, pero en hepatocitos es estimula

da por este metal. Esta estimulación puede ser debida a la disminución del
efecto represor del hemopor el bloqueo causado por el plomo sobre la últi
ma etapa de su sintesis. In vitro la ALA-Ses 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
PBGasade higado. Por otra parte no ha sido detectada disminución de acti
vidad de PBGasaen glóbulos 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 disminuiria el contenido de citocromo P-450 por su efecto
inhibitorio sobre la sintesis del hemo (335). Si este fuera el único modo

de actuar del plomo, tal situación implicaría una paralización total de la
sintesis del hemo para explicar el descenso en la actividad de esta hemo
proteina, lo cual no ocurre. Por lo tanto se han sugerido otros puntos so
bre los cuales el plomo ejerceria sus efectos como ser, el aumento de hemo

oxigensasa y la inhibición directa del plomo sobre grupos SHnecesarios pa
ra el transporte de electrones por el citocromo P-450 (336).

-Hierro

El hierro posee numerosos efectos sobre la sintesis y degradación
del hemo. Stein y col.(337) demostraron que la administración de hierro a

ratas producia un aumento de la actividad de ALA-Sdebido, posiblemente, a

un incremento de la sintesis de mRNA.También demostraron que el hierro po

tenciaba la inducción de ALA-Smediada por drogas, por un mecanismo quizás

no relacionado con el pool de hemo regulatorio (338). Kushner y col.(339)
demostraron la inhibición de URO-Dpor hierro en extractos citoplasmáticos
de higado de cerdo.

Estos estudios son relevantes con respecto a la patogénesis de la
porfiria cutánea tarda, dado que en esta enfermedad, hay un exceso de hie

rro y una sobreproducción de porfirinas conteniendo de 5 a 8 grupos carbo
xilo. Es asi, que la actividad de URO-Dha sido encontrada disminuida en

pacientes con porfiria cutánea tarda.
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Otro sitio importante de acción del hierro sobre el metabolismo

del hemo resulta de la estimulación de la peroxidación de lípidos causado

por el metal. Ha sido demostrado que el hierro estimula la peroxidación mi
crosomal de lípidos dependiente de NADPHy que esta es acompañada de una

pérdida de hemo y citocromo P-450, debido posiblemente a Ia acción de una

peroxidasa lipídica (340).
Maines y Kappas (336) han demostrado que el hierro y otros metales

producen un incremento en la actividad de hemo oxigenasa hepática, lo que

conduciría, también, a un aumento de la degradación del hemo.

-Cobalto

De Matteis y Gibbs (341) demostraron que la administración de clo

ruro de cobalto(II) a ratas, producía la inhibición de la síntesis de hemo
e incremento en su degradación. La inhibición de la síntesis del hemo in

vivo ocurre en dos sitios: 1) la síntesis de ALAy 2) la conversión de ALA

en hemo. El primer efecto es debido a la inhibición de la actividad de ALA

S más que a una represión de la síntesis enzimática. El segundo efecto se
debería a la formación de cobalto-protoporfirina.

Así mismo, la degradación del hemo se ve grandemente incrementada
por efecto del cobalto a causa de la estimulación de la síntesis de hemoo

xigenasa (336, 342).
Estudios realizados en cultivos de hepatocitos de rata y en anima

les enteros han demostrado que el cobalto interfiere en la formación del
citocromo P-450. Si bien Tephly y co|.(343) explicaron este hecho por la
inhibición producida sobre la síntesis del hemo, Guzelian y Bissel (344)
sugirieron que se debe al bloqueo de la asociación del hemocon el apocito
cromo.

Las may0res controversias sobre el efecto del cobalto(II) en el
metabolismo del hemo, se refieren al modo en que dicho metal ejerce sus e

fectos. Ciertos autores sugieren que el cobalto actúa directamente como ión
metálico (342), mientras que otros sostienen que lo hace a través de su a
sociación con protoporfirina IX (341, 345).
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-Qtros metales
Han sido realizadas una gran cantidad de observaciones sobre los

efectos de distintos metales, además de los ya mencionados, sobre el meta

bolismo del hemo. Los iones metálicos Cu(II), Mn(II), Fe(III), Ni(II),
Cr(II) Zn(II), Cd(II) y Hg(II) producen, principalmente, la inducción de la
hemo oxigenasa, conduciendo a una depleción del hemo microsomal y por la
tanto del citocromo P-450 (336). Estos resultados indicarian que los meta
les pueden regular directamente el metabolismo del hemocelular.



CAPITULOg: gi; PORFIRIAS

Las porfirias son un grupo de enfermedades metabólicas, de origen
hereditario, caracterizadas por una sobreproducción y excreción aumentada
de precursores del hemo. Para la clasificación de las p0rfirias se toman en
cuenta 3 caracteristicas. En primer lugar, el principal sitio de síntesis
de porfirinas afectado; luego, si la enfermedadpresenta caracteristicas a
gudas y, por último, el tipo de excreción de p0rfirinas y precursores en

orina y heces (346, 347).
Clasificación de las Porfirias

1) Hepáticas
Porfiria aguda intermitente
Coproporfiria Hereditaria Porfirias agudas
Porfiria variegata

Porfiria cutánea tarda

-genética
-tóxica

Porfirias no agudas
2) Eritropoyéticas

I

I

l

-neoplásica |

l

l

Porfiria congénita |

l
Protoporfiria eritropoyética

En los últimos quince años ha sido demostrado que cada uno de los

tipos de porfiria, resulta de una deficiencia parcial de una de las enzimas
de la biosintesis del hemo (348, 349). Estos defectos no conducen a una de

ficiencia en el centenido de hemo, excepto probablemente en el higado du
rante ataques de porfiria aguda, debido a que son compensados por un incre
mento en la concentración intracelular del sustrato de la enzima defectiva,
lo cual es suficiente para restaurar la velocidad normal de la sintesis de
hemo. Este incremento es causado por la inducción de ALA-S, enzima que con

trola la velocidad de este camino metabólico y sujeto a control de reali
mentación negativa p0r el hemo. Este hecho es el que produce el “pattern”
distintivo de acumulación y excreción de porfirinas y sus precursores, que



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

Sin embargo, las deficiencias enzimáticas no siempre llevan a una
acumulación de sustrato detectable. Esto es verdad tanto para tejidos como

para individuos. Tambiénes importante señalar las grandes diferencias que
se producen en respuesta al mismodefecto enzimático entre diferentes indi
viduos. La porfiria en latencia es mucho más comun que la manifestación de
la enfermedad en cualquier tipo de porfiria. Una gran proporción de porta

d0res del defecto genético, probablemente cerca del 40%en la porfiria cu
tánea, no presentan anomalías bioquímicas detectables, a excepción de la
actividad enzimática disminuida. Algunos de los factores que, al menos en
parte, determinan estas diferencias han sido identificados y son, por ejem
plo, el consumo de barbitúricos y otras drogas comoel 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

ción clínica de esos defectos genéticos (347, 351).

PORFIRIA RASGO HEREDITARIO DEFECTO ENZIMATICO EXPRESION

Porfiria congénita Autosomal recesivo PBGasay/o URO-III Eritrocitos
cosintetasa

Porfiria aguda Autosomal dominante PBGasa Hígado
intermitente

Coproporfiria Autosomal dominante Coproporfirinógeno Hígado
hereditaria

Porfiria variegata Autosomal dominante Protoporf.oxidasa Hígado
o ferroquelatasa

Porfiria cutánea Autosomal dominante URO-decarboxilasa Hígado

Porfiria tóxica Adquirida Variable Hígado

Protoporfiria Autosomaldominante Ferroquelatasa Eritrocitos
eritropoyética e Hígado
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PORFIRIAS AGUDAS

Las porfirias agudas son enfermedades hereditarias transmitidas
comocaracteres autosómicos dominantes. Todas tienen en común 1a precipita

ción de ataques agudos provocados por un gran número de factores, especia]
mente diversas drogas. Estos ataques agudos son también desatados por cam
bios en los niveles de esteroides, como ios que ocurren en e] pasaje a 1a

pubertad o durante e] periodo menstrua] (352).
Estas enfermedades tienen tres fases: de 1atencia, de remisión y

de] ataque agudo. La fase de 1atencia está bioquimicamente compensada, de
modo que se excrete una cantidad eievada, pero no excesiva, de precursores
de porfirinas. Los ataques de porfiria aguda se presentan con doiores abdo
minaies, disturbios neuropsiquiátricos, disfunciones autonómicas y excre
ción urinaria manifiestamente elevada de precursores (61, 346).

-Porfiria aguda intermitente ¿3511
En esta enfermedad fue identificada una deficiencia de PBGasa

(353), 10 que conduce a una excesiva concentración de uroporfirina III y
excreción urinaria de ALAy PBG. La actividad de dicha enzima está dismi

nuida en un 50%, resspecto de los vaiores normaies, en higado y eritroci
tos.

E1 gen estructura] de 1a PBGasa está situado en un soio iocus so
bre ei cromosoma 11 (354). La PAI es heredada en forma autosómica dominan

te. Esta caracteristica y e] grado de descenso de las actividades enzimáti
cas, sugieren 1a presencia de un gen mutante, que no se expresa como enzima

activa, aielo a1 gen norma] en este iocus. La baja, pero cuaiitativamente
norma], actividad de PBGasa, representa entonces 1a expresión de] aielo

normal (355). A nivel moiecuiar puede observarse heterogeneidad genética
con a1 menos dos diferentes tipos de mutaciones productoras dei defecto en
zimático (356). En todos los casos estudiados 1a actividad de ALA-Sestá
elevada (346).

-Coproporfiria hereditaria (CH)
En esta forma de porfiria ha sido observada una excesiva excreción

de coproporfirina III, io que ha sido asociado con 1a actividad disminuida
de coproporfirinógeno oxidasa en higado y otros tejidos (357). Esta enfer
medad es autosómica dominante y se caracteriza por una disminución de 1a
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enzima mitocondrial mencionada. En este caso la actividad de ALA-Sse 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 clinicas de ataques
agudos de p0rfiria 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 está deprimida en esta en
fermedad (358) aunque no ha sido aun confirmado. Otros investigadores han

sugerido que la anomalia estaria ligada a una deficiencia de la protoporfi
rinógeno oxidasa (359). Nuevamenteen este tipo de porfiria se encuentran
elevados los niveles de ALA-S(346).

PORFIRIAS HQ AGUDAS

El grupo de las porfirias no agudas es más heterogéneo en sus ca
racteristicas. Si bien es evidente que hay un componente hereditario en

porfiria cutánea 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 lleva, en las
dos últimas, a lesiones severas y desfiguración (61, 346).

-Porfiria cutánea tarda 13911
Es esta la más comúnde las porfirias. Los principales productos

de excreción en esta enfermedad son: uroporfirina y porfirina heptacarboxi
lica, generalmente de la serie III.

La anomalía bioquímica fundamental en todos los pacientes es, in
dudablemente, una disminución en la actividad de URO-Dhepática (360). Esta

caracteristica seria también un prerequisito para el desarrollo de PCTen
respuesta a factores externos tales comoalcohol y siderosis. Sin embargo,
de acuerdo a mediciones de URO-Den eritrocitos y otros tejidos extrahepá
ticos, los pacientes con este defecto metabólico pueden ser divididos en
dos grupos (361). En un grupo, la actividad enzimática extrahepática está
disminuida en un 50%. Este defecto es heredado como una caracteristica au



59

tosómica dominante y los pacientes con este tipo de PCT, conocida como PCT

familiar, pueden presentar manifestaciones clinicas a cualquier edad (362).
En el otro grupo, la actividad enzimática de URO-Dextrahepática es normal.

Casi todos los pacientes en este grupo son adultos sin evidencias de PCTen
otros miembros de la familia y ha sido descripta como PCTesporádica (361,

363). Dentro de este último grupo se incluye, también, aquella forma de PCT

que puede surgir luego de la exposición a tóxicos quimicos (PCTadquirida),
tales como 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (364) y hexaclorobenceno
(365) los cuales inhiben URO-Den higado pero no en eritrocitos. Ha sido

demostrado que este último tóxico produce un incremento en la actividad de
ALA-S hepática, la cual se encuentra elevada en los pacientes con PCT
(346).

El hierro hepático juega un papel preponderante en la expresión de
las lesiones metabólicas inherentes a la PCT, comoes la defectuosa decar

boxilación de los porfirinógenos debido a la inhibición de URO-D.El metal
interactuaria 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-Dde pacientes con PCT tiene un Kmmayor para el

uroporfirinógeno III que el de la enzima de sujetos normales y que aquella
es más susceptible a la inhibición por hierro que la de éstos últimos.

-Protoporfiria eritropoyética ( E)
Esta enfermedad hereditaria autosómica dominante presenta como

principal caracteristica la fotosensibilidad solar debida a la excesiva
concentración de protoporfirina circulante. Esto es debido a que la activi
dad de ferroquelatasa, última enzima del camino metabólico del hemo, está

disminuida hasta cerca de un 15%del valor normal en todos los tejidos exa

minados (369, 370). Esta inesperadamente baja actividad enzimática, para un

defecto autosomal dominante, no ha sido aun aclarada, aunque se ha sugerido
que los valores obtenidos no reflejarian, fielmente, la actividad in vivo
(370). También en esta porfiria se observan valores aumentados de ALA-S
(346).

-Porfiria congénita (391
La porfiria eritropoyética congénita, conocida también comoenfer

medad de Günther, es una enfermedad hereditaria con caracteristica autosó

mica recesiva. Las porfirinas excretadas en orina son uroporfirina y en me
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nor cantidad copropOrfirina, pero ambosde 1a serie isomérica I. Esto sugi

rió que 1a deficiencia se produciría en 1a actividad de ia uroporfirinóge
no III-cosintetasa (371). Actuaimente hay fuertes evidencias que indican
que ios pacientes con porfiria congénita son homocigotas para una mutación
en un gen estructural que disminuye 1a actividad de Uroporfirinógeno III
cosintetasa en todos ios tejidos y conduce a 1a sobreproducción, en eritro
citos, de porfirinas de 1a serie I (372).

Comoen ias otras porfirias, ia actividad de ALA-Sse encuentra

elevada en pacientes con porfiria eritropoyética congénita (346).

PORFIRIA TOXICA l EXPERIMENTAL

A partir de observaciones clinicas en pacientes que eran medicados
con un sedativo conocido como Suifonai se tuvo conocimiento de 1a posibili

dad de inducir un estado porfirico, en forma experimenta], en animales de

1aboratorio. Entre un 7 a 10%de pacientes administrados con este tranqui

iizante desarrollaban sintomas de porfiria aguda (373). Esta alta frecuen
cia de toxicidad sugiere que e] Suifonal es directamente responsabie de ias
manifestaciones de porfiria y no sólo precipita ataques agudos en sujetos
genéticamente predispuestos.

En ios últimos años se ha demostrado que una gran cantidad de sus
tancias quimicas no relacionadas estructuraimente, producen p0rfiria de ai
gún tipo en animaies de iab0ratorio (374). Estas sustancias pueden ser di
vididas en cuatro grandes grupos, siendo representativos de cada uno de
eiios, e] AIA, e] DDC,1a griseofuivina (GSF) y e] hexaciorobenceno (HCB).

Todas las sustancias químicas mencionadas tienen ia propiedad de
inducir 1a actividad de ALA-Shepática. E1 hecho que compuestos de tan di
versas estructuras ejerzan efectos sobre una mismaenzima tiene su explica

ción si se consideran ias propiedades comunes a todos eilos. Esto es, que
todas estas sustancias producen una disminución de] hemo intraceiuiar, con

e] consiguiente descenso en e] contro] de retroalimentación que ejerce ese
compuesto sobre 1a enzima ALA-S. Ya sea por inhibición de su formación

(griseofuivina), por aumento de 1a degradación (AIA, DDC)o por su mayor
consumo(fenobarbitai), e] contenido intraceluiar de hemohepático disminu
ye produciendo e] aumento de 1a sintesis de ALA-S.
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DROGA ACCION BIOQUIMICA ACUMULACION Y EXCRECION PORFIRIA

AIA Aumenta degradación de ALA, PBGy porfirinas Porfiria hepá

hemoproteinas en higado y orina tica aguda

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

moproteinas

Copro y protoporfirina

GSF Inhibe ferroquelatasa higado y heces. ALAy Protoporfiria
PBG en orina

Porfirinas de 4 a 8 car

HCB Inhibe URO-D boxilos, higado, orina y PCT
heces

El plomo es también causante de anomalías en la biosintesis de he

mo, conduciendo a un estado porfirico caracterizado por la excreción urina

ria aumentada de ALAy coproporfirina y niveles elevados de protoporfirina
en eritrocitos (375). En eritrocitos y otros tejidos, los metales pesados
inhiben varias enzimas de la biosintesis del hemo, incluyendo ALA-D,PBGasa

y ferroquelatasa (375).

DIABETES i 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 metabólica, claramente afectada por factores genéticos
y ambientales, los cuales se influencian mutuamente produciendo trast0rnos
complejos y de múltiple localización. Su incidencia es muy alta en todas
las razas y sociedades humanas (376).

Hasta la década del 70, la hipótesis más generalizada, asignaba la
predisposición a la diabetes mellitus, a la transmisión mendeliana de un
gen recesivo (377). A partir de esa década, diversos genetistas han dejado
de lado dicha hipótesis para adherir a una caracterizada por la multiplici
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dad de factores (378). Esta hipótesis establece que hay alelos en un número

no especificado y en diferentes locus, los que por su acción combinada pro

ducen predisposición a la diabetes y que la precisa combinación de alelos
responsables de esta predisposición, puede variar de un diabético a otro.

También hay publicadas evidencias favoreciendo la hipótesis de una
transmisión dominante del tracto diabético o de un antagonista a la acción
de la insulina que estaria implicado en la patogénesis de la diabetes.

Distintas clases de diabetes
Una de las caracteristicas más atractivas de la hipótesis de

transmisión hereditaria multifactorial, es que puede dar cuenta de la gran
variabilidad de manifestaciones clinicas que causa la diabetes mellitus en
el hombre. Pese a esta gran variabilidad se han agrupado en dos sindromes

principales conocidos c0modiabetes tipo 1 o juvenil, insulina dependiente
y diabetes tipo 2 o del adulto, insulina independiente. Sin embargo, es am
pliamente aceptado que esta separación no puede hacerse desde el punto de

vista genético (379).
La diabetes del tipo 1 puede tener, en apariencia, múltiples cau

sas, incluyendo factores genéticos, ambientales (factores virales, nutri
cionales) y autoinmunológicos. En algunos casos puede haber involucrada en
su etiologia una compleja interacción entre estos diversos factores. En la
diabetes del tipo 2 parece existir un defecto en los receptores celulares
fijadores de insulina involucrando, asi mismo, posibles fact0res 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.

Asociación gg diabetes con otras enfermedades
La asociación de diabetes con otras enfermedades o con ciertas ca

racteristicas genéticas pueden servir de marcadores genéticos, útiles para
una mayor caracterización 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 asociación 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 algún tipo de porfiria hepática, sobre todo la aguda intermitente y la
cutánea tarda. Ambas enfermedades tienen en común que se producen por un

trastorno metabólico e intervienen en sus etiologias un fuerte factor here
ditario.

Los datos aportados en la literatura no son coincidentes en cuanto
al porcentaje de asociación de ambas enfermedades, pero varían según 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 precipitación de porfiria en pacientes diabéticos es debida a la ac

ción de factores endógenos o exógenos que facilitan la expresión de defec
tos genéticos en el camino metabólico del hemo.

Diabetes experimental
La diabetes mellitus experimental puede ser producida p0r uno de

los siguientes procedimientos (376): 1) la extracción quirúrgica del pán
creas o al menos de una porción importante del mismo; 2) la destrucción

quimica de las células beta de los islotes de Langerhams, productoras de

insulina, lo que puede ser logrado por la administración de sustancias ta
les como aloxano, ácido dehidroascórbico, ditizona o estreptozotocina; 3)
la inactivación de la insulina circulante por la administración de anti
cuerpos especificos contra la propia insulina del animal de experimentació
n; 4) la administración de agentes farmacológicos tales comomanoheptulosa
o diazóxido, capaces de inhibir, reversiblemente, la liberación de insuli
na.

Inducción 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
pánCreas y es, junto con el aloxano, la más potente droga diabetogénica.
Sin embargo, el mecanismo de acción sobre dichas células no ha sido aun

completamente aclarado (384). Yamamotoy col. proponen un mecanismo común

para la inducción quimica de diabetes (385). La adición de la droga diabe
togénica produciría una ruptura en el DNAde las células beta, bien por in
teracción directa o vía reacciones con radicales libres de oxigeno formados
a partir de dicha droga. Estas lesiones producirian la activación de la po
li (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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poTi ADP-ribosa, necesaria para Ta reparación deT DNA.Esta situación cau
saria una disminución de] contenido de NADde Tas céluTas beta To que con

duciria a una depresión de ias funciones ceiulares, inciuida Ta sintesis de
proinsuTina.

Otros investigadores han sugerido que e] daño en Tas céTuTas beta

por STZ puede activar un proceso autoinmune que resuTta en un daño aun ma

yor para Ta céTuTa (386). Mecanismos inmunoTógicos tendrian un papel pre
ponderante en Ta inducción de diabetes por STZ. Paik y coT.(387) han encon

trado una faTta de inducción de diabetes por dosis repetidas de STZen ra

tones atimicos. Buschard y coT.(388) demostraron que Tinfocitos de pacien

tes con diabetes inducian hipergiicemia en ratones "nude". Estos resultados
sugieren que Tos Tinfocitos T juegan un papeT importante en Ta inducción de

diabetes Tuego de 1a administración de STZ. E110 podria deberse a que las

céTuTas T pueden transformarse en céluTas citotóxicas especialmente reacti
vas con Tas células beta de] páncreas o que, céTuTas T puedan ser requeri

das comocéTuTas "helper" para Ta producción de autoanticuerpos especificos
para Ta céTuTas beta (386).
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MATERIALES

Las siguientes sustancias fueron adquiridas a Sigma Chemical Co.

St. Louis (USA): Trizma Base; glutation reducido; iodoacetamida; seroalbú
mina bovina; azul tripán; N5,02'-dibutiriladenosina 3':5'-monofosfato ci
clico (dibutiril AMPc);cicloheximida; estreptozotocina; actinomicina D;
piridoxaI-5'-fosfato; adenosina-5'-trifosfato; coenzima A; papaverina;
etiIenglicoI-bis-(beta-amino etileter) N,N'-tetraacético (EGTA);colagenasa
tipo I; hialuronidasa tipo I-S; medio HAMF12 sin glucosa; adrenalina;
2,5-difeniloxazol (PPO); 1,4-bis-L4-metiI-5-fenil-2-oxazolil] benceno
(dimetil POPOP);deoxicolato de sodio; dodecil sulfato de sodio (SDS); áci
do delta-aminolevulinico; 3-isobutil-1-metiI-xantina; adenosina; imidazol y
aloxano.

Sephadex G-25, Sephadex G-200 y Sephacryl 5-300 fueron procenden

tes de Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala (Suecia).

Mesoporfirina lx dimetil éster fue comprada a Koch-Light Laborato
ries (Gran Bretaña).

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 (Nlj y [2,8-3HJAMPc

fueron adquiridos a NewEngland Nuclear (EE.UU.) y a AmershamInternational
(Gran Bretaña), respectivamente.

La forskolina fue generosamente donada por el Dr J. w. Daly. El
Triton X-lOOy alilisopropilacetamida (AIA) fueron obsequiadas por Rohmey

Haas (Argentina) y Roche S.A. (Argentina), respectivamente.
lodas las demás sustanc1as utilizadas fueron de grado analítico.
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METODOS UTILIZADOS É! LA PURIFICACION 1 CARACTERIZACION QE FERRO- 1 COBAL

TOQUELATASA QE HIGADO EE CERDO

PREPARACION g MITOCONDRIASgg HIGADO g CERDO

El higado de un cerdo recién faenado, fue inmediatamente extraido
y conservado a -20°C hasta su utilización. 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 pequeños y se lavaron 2 veces con NaCl 0,9%; posteriormente se agre

garon 200 ml de sacarosa 0,25 My se homogeneizó en licuadora. El homogena

to fue centrifugado a 2.000xg durante 10 min; el sobrenadante obtenido fue
contrifugado a 10.000xg durante 12 min. El 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
centrífuga refrigerada Sorvall RC-SB,rotor SS-34 de ángulo fijo.

PURIFICACION QE fgggggl COBALTOQUELATASA

Al comenzar la purificación, las mitocondrias congeladas fueron
descongeladas y tratadas con Tritón X-lOO 25 mg/ml (2,5% p/v) dejándolas,
luego, a -20°C durante 18 horas. Transcurrido este periodo fueron descon

geladas, agregándose, posteriormente, un volumen igual de buffer Tris-HCl

0,1 M (pH 8,1). Luego de 15 min fueron centrifugadas a 20.000xg durante 30
min; el sobrenadante fue considerado como la "fracción solubilizada". La

actividad de ferro y cobaltoquelatasa en el precipitado fue despreciable.
La fracción solubilizada fue sometida a un fraccionamiento salino. Para

ello el sulfato de amonio sólido fue agregado con agitación continua a 4°C
hasta lograr un 20%de saturación. La suspensión fue agitada durante 30 min

y luego centrifugada a 15.000xg por 30 min. El precipitado fue descartado y
el sobrenadante tratado con sulfato de amonio, en las mismas condiciones,

hasta 50% de saturación. En ambos agregados de la sal, el pH fue mantenido

en 8,1 por adición de NaOH 1 M cuando fue necesario. Luego de 30 min de

agitación la suspensión fue centrifugada a 15.000xg por 30 min. El precipi
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tado obtenido fue resuspendido en buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1) en una

concentración proteica, aproximadamente, de 20 mg/ml. Este precipitado re

suspendido fue sembrado en una columna de Sephacryl 5-300 (62 cm x 1,6 cm),

previamente equilibrada con buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1) con o sin la
adición de Tritón X-lOO 1%. Las proteinas fueron eluidas con el mismo buf

fer con un flujo de 10 ml/cm'2 h'l. Se recogieron fracciones de 1,5 ml. La

fracción activa fue utilizada para la determinación de propiedades, comola
fracción purificada.

OTROS METODOS UTILIZADOS

Sonicación

Las sonicaciones fueron realizadas en suspensiones de 3 ml de vo

lumen, en un sonicador-disruptor celular Branson Sonic Power, operado a

150wcon punta de titanio de 10 mmde diámetro. durante los tiempos indica

dos en cada experimento, distribuidos en pulsos de 15 seg. Durante la soni
cación, la suspensión fue refrigerada en un baño de hielo. La suspensión
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 p0r 1 ó 18 horas y descongeladas a su finalización. Luego

fueron diluidas con un volumen igual de buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1) y,

luego de 15 min, centrifugadas a 20.000xg durante 30 min: El sobrenadante

constituyó la fracción solubilizada con cada detergente. Centrifugaciones
realizadas a 20.000xg ó 105.000xg durante 60 ó 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 105.000xgfueron realiza
das en una centrífuga Beckman L-2, rotor SW50.

Tratamiento cgn_ggl gg fosfato, calentamiento x acidificacion
Los detalles experimentales están explicados en la Tabla corres

pondiente.
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Diálisis

La fracción solubilizada fue dializada en una membranaSpectrapor

4, de limite de resolución del poro de 12.000-14.000 D, contra agua a 4°C,

durante 24 horas, con agitación continua y con dos recambios del agua de

contradiálisis. El dializado fue centrifugado a 20.000xg durante 30 min. En
el sobrenadante y en el precipitado resuspendido en buffer Tris-HCl 0,1 M
(pH 8,1), fueron determinadas las actividades de ferro y cobaltoquelatasa.

Ultrafiltración
Diez ml de la fracción solubilizada fueron ultrafiltrados a través

de una membranade celulosa Spectrapor 4, durante 6 horas, según el dispo
sitivo ideado por Goldberg (390). Posteriormente se midió la actividad de
ferro y cobaltoquelatasa en la fracción ultrafiltrada y en el residuo, como
también en una mezcla de residuo más ultrafiltrado en una proporción 7:1
(v/v).

FILTRACIONm GELES

Se emplearon geles de los siguientes tipos y en columnas de las

dimensiones detalladas: Sephadex G-25 (17 cm x 2 cm); Sephadex 6-200 super

fino (58 cm x 1,6 cm); SephaCryl 8-300 (62 cm x 1,6 cm). Las corridas fue

ron realizadas en una cámara a 4°C y en los 2 últimos casos se recogieron

fracciones de 1,5 ml en un colector de fracciones Gilson, modelo MFK.

Los bufferes de elución se indican en cada caso en particular. La

concentración de proteinas de cada fracción eluida fue determinada por el

método de Narburg y Christian (391) y en algunos casos por el método de

LOWryy col.(392). Trescientos microlitros de cada una de las fracciones
fueron utilizados para la determinación de actividades enzimáticas de
ferro-y cobaltoquelatasa.

Proteinas marcadoras

Las columnas de Sephadex G-200 y Sephacryl 5-300 fueron calibradas

con proteinas marcadoras, de caracteristicas conocidas, para la determina
ción del peso molecular de ferro- y cobaltoquelatasa.
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Proteina marcadora Beso molecular Siembra ¿Egg

beta-galactosidasa 520.000 10
catalasa 245.000 10

glucosa oxidasa 152.000 10
seroalbúmina bovina 66.000 15
ovoalbúmina 44.000 15

citocromo c 13.300 10

Determinación gg proteinas marcadoras

Beta-galactosidasa: Se siguió el método descripto en el manual de Worthing
ton (393), utilizando o-nitrofenil beta-D-galactopiranósido comosustrato.
Catalasa: Se midió la actividad enzimática valorando el sustrato no consu

mido (H202) con solución de KI de acuerdo al método de Terenzi y col.(394).
Glucosa oxidasa: Se siguió la técnica de Hugget y Nixon (395), modificada
por el acople del sistema peroxidasa-o-dianisidina.
Seroalbúmina bovina: La presencia de esta proteina se detectó por absorban
cia a 230 nm.

0voalbümina: La presencia de esta proteina se detectó por ab50rbancia a 230
nm.

Citocromo g: Se valoró p0r espectrofotometria, midiendo la ab50rbancia a
410 nm.

ELECTROFORESIS

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDSfue 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 solución conteniendo: 50 ul de
beta-mercaptoetanol; 300 ul de SDS10%; 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 c0rrida a 4°C durante 3 horas, aproximadamente. Posterior

mente, el gel fue teñido con Coomasie Brillant Blue R-250 0,25%, disuelto
en metanol/ácido acético/agua (30:7:63 v/v) y luego desteñido con
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metanol/ácido acético/agua (30:10:60 v/v). Fueron corridas simultáneamente
las siguientes proteinas marcadores: seroalbúmina bovina (66.000), ovoalbú
mina (44.000) y glicero-3-fosfato deshidrogenasa (36.000). La densitometria
del gel teñido fue realizada en un densitómetro Metrolab digital con grafi
cador.

PROPIEDADES

Espectro gg absorción
El espectro de absorción de la proteina activa purificada, en una

solución de 100 ug/ml en buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1), fue registrado en

un espectrofotómetro Beckman DBentre 230 y 620 nm, a intervalos de 5 nm.

Gráfico de Arrhenius
Las energias de activación de las reacciones catalizadas p0r la

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

dlnk = Ea (397)

siendo Ea la energia de activación y k la constante de velocidad. Grafican
do el logaritmo decimal de la velocidad inicial de la reacción en función
de la inversa de la temperatura absoluta, se obtuvo, de la pendiente de la

recta obtenida, el valor de la energia de activación.

Determinación gg los valores de los parámetros cinéticos
A los efectos de la determinación de los valores de Kmy Vmáx, se

utilizó el tratamiento de Lineweaver-Burk (398) para los datos obtenidos en
el estudio de las velocidades iniciales (v) en función de diferentes con

centraciones de sustrato (S), según la ecuación de Michaelis-Menten.

Preparación della; suspensiones gg lípidos
Cada suspensión de ácidos grasos, fosfolipidos o colesterol fue

preparada por dispersión del lipido en buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1) con

un sonicador Branson Sonic Power operado a 150 H a 0°C durante 2 minutos en

pulsos de 15 seg (399). La suspensión resultante de la sonicación fue inme
diatamente agregada a la mezcla de incubación.
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Ambas actividades enzimáticas fueron determinadas por medición de

la formación de ferro y cobaltomesoporfirina, basadas en el método de Porra

y Jones (163). Para la determinación de la actividad de ferroquelatasa, la
mezcla de reacción contenía, además de la proteina enzimática, 155 nmoles

de FeClz, 100 nmoles de mesoporfirina y 25 umoles de glutation reducido en
buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1), en un volumen final de 3 ml. En la determi

nación de la actividad de cobaltoquelatasa, la mezcla de reacción contenía,

además de la proteina enzimática, 155 nmoles de CoC12y 200 nmoles de meso

porfirina en buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1), en un volumen final de 3 ml.

La cantidad de proteina utilizada en cada ensayo dependió de la fracción
utilizada, pero varió entre 40 y 5 ug cuando fueron ensayadas la fracción
mitocondrial o la fracción purificada, respectivamente. Las incubaciones
fueron llevadas a cabo a 37°C bajo atmósfera de nitrógeno durante 90 min.

Inmediatamente después, se agregaron 25 umoles de iodoacetamida, en un vo

lumen 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 NaOH1 M y 0,2 ml de agua, a los tubos

conteniendo iodoacetamida, y 0,7 ml a los restantes. La solución fue divi

dida, en volúmenes iguales, en dos cubetas. A una de ellas se le agregaron

0,05 ml de K3Fe(CN)5 3 mM (referencia) y 2 mg de Na25204 a la restante

(muestra). El espectro diferencia entre el complejo piridina-hemocromógeno
oxidado y reducido fue medido en un espectrofotómetro Beckman DB. La forma
ción de producto fue calculada de la ecuación:

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

(Emax-Emin)

donde v es el volumen (ml) de la solución alcalina de piridina y
(Amax-Amin)representa la diferencia de absorbancia entre el máximo de la

banda alfa y el minimo entre las bandas alfa y beta (400). Los valores usa

dos para Em“ fueron (400):

piridina mesohemOCromógeno: E547(mM) - E531(mM) = 21,7

piridina mesocobaltocromógeno: E551(mM)- E535(mM) = 12,5
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Medición de mesoporfirina
La concentración del sustrato mesoporfirina en solución, fue de

terminada por el método de Rimington (401). Se determinaron las absorban

cias de una solución de mesoporfirina en HCl 0,1 M a 380 y 430 nm y en el

máximocorrespondiente a la banda de Soret (Amax), calculándose la cantidad
de mesoporfirina por la siguiente fórmula:

nmoles de mesoporfirina = 2 Amax - (A380 + A430) x 1,203 x dilución

DETERMINACION QE PROTEINAS

La concentración de proteinas fue determinada en las distintas
fracciones por el método de Lowry y col.(392). Las proteinas, antes de su

determinación fueron sometidas a un pretratamiento alcalino con NaOH1 M,

calentando a 80°C durante 5 min. Curvas de calibración, utilizando seroal

búmina bovina como estándar, fueron realizadas, obteniéndose valores de

l/tg de 0,19 y 0,21 para proteinas solubles e insolubles, respectivamente.
La elución de proteinas de las columnas fue seguida por la medi

ción de absorbancia a 260 y 280 nm de acuerdo al método descripto por Nar

burg y Christian (391) y empleando la siguiente ecuación:

proteinas (mg/ml) = 1,45 x A280 - 0,74 x A260
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METODOS UTILIZADOS E! EXPERIMENTOS gg! HEPATOCITOS QE RATA

ANIMALES

Fueron utilizadas ratas albinas chbb THOMentre 150-200 gr de pe

so, provenientes del Bioterio de Ia FCEy 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 utilización y sacrifica

dos entre las 7 y las 9 de la mañana, de acuerdo a las normas del Consejo

de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas.

OBTENCION QE HEPATOCITOS AISLADOS

Soluciones utilizadas

Solución A: Buffer fosfato Dulbecco, libre de glucosa, M92+y Ca2+ (pH 7,4)

Esta solución contiene por litro: NaCl, 8000 mg; KCl, 200 mg; KH2P04, 200
mg; Na2HP04, 1140 mg.

Solución g: Solución A + EGTA190 mg/l

Solución g: Solución salina balanceada de Hank, libre de glucosa, Mg2+y

Ca2+ (ph 7,4). Esta solución contiene por litro: NaCl, 8000 mg;

KCl, 400 mg; KH2P04, 60 mg; Na2HP04, 50 mg; NaHC03, 840 mg; ro

jo fenol, 10 mg.

Solución D: Solución C, conteniendo por litro: CaClZ, 550 mg; colagenasa,
500 mg; hialuronidasa, 1000 mg.

Medio gg suspensión:_HAM F12, sin glucosa (pH 7,4).

Solución azul trigan 0,4%: En un vaso de precipitados se colocaron 0,4 gr

de azul tripan; 0,81 gr de NaCl; 0,06 gr de K2HP04 Y 0,05 gr de
metil-p-hidroxibenzoato como preservador. Se agregaron 95 ml de
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H20 y se calentó a ebullición para disolver. Se enfrió y se a
justó a pH 7,4 con NaOH 1 M. Se lleva a 100 ml con H20. La so

lución fue estable por 3 meses.

Obtención del higado
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 introducción de éter
evita la vasoconstricción inducida por catecolaminas en un animal ansioso y

estresado. Ademásdisminuye la posibilidad de un colapso vascular al cual
están 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 practicó una insición hasta exposi

ción completa del peritoneo y se cortaron cuidadosamente los ligamentos del
higado con el diafragma y el estómago. Posteriormente fue canulada la vena
porta con una tubuladura plástica atóxica T8 (Laboratorio Rivero) e intro
ducida en ella una jeringa plástica de 20 ml (Terumo) con una aguja 2161

(Terumo). A través de ella se perfundió lentamente un volumen, generalmente

de 40 a 50 ml, de la solución A hasta lograr un blanqueo completo del higa

do. Este fue luego extraído y lavado exteriormente con solución A. Luego
del lavado, fue secado con papel de filtro, retirándose cuidadosamente el
tejido conectivo y vascular remanente.

Preparación gg hepatocitos
Los hepatocitos fueron obtenidos de acuerdo al método de Fry y

col. (403). Los higados fueron colocados sobre un vidrio recubierto por un

papel de filtro y colocado sobre un recipiente con hielo. Los lóbulos hepá
ticos fueron cortados con un bisturí en trozos entre 0,5-1 mn de eSpesor.

Estos fuer0n, luego, puestos dentro de un erlenmeyer de 250 ml (5 g por
recipiente), conteniendo 20 ml de solución A y colocados en un baño termos

tático Dubnoff a 37°C con agitación (aproximadamente 80
oscilaciones/minuto) durante 10 min. Luego el sobrenadante fue deshechado y
el lavado repetido una vez más. Después de estos lavados, continuaron dos

incubaciones, de 10 min cada una, con 20 ml de solución B. La presencia de

EGTAen la solución B facilita la dispersión enzimática de las células he
páticas, debido a la extracción del Ca2+que produce un cambio irreversible
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en el factor de cohesión presente en los desmosomas(404). Luego del trata

miento con EGTA,cada erlenmeyer recibió 20 ml de solución D, conteniendo

las enzimas dispersantes de células. Estos se incubaron durante 60 min a

37°C con agitación (80 oscilaciones/min). El sobrenadante resultante fue
filtrado a través de 3 capas de gasa de algodón para eliminar grandes agre
gados de células y material no digerido. El filtrado fue centrifugado a
500xg por 3 min y el pellet celular fue lavado 2 veces con solución A. Fi
nalmente los hepatocitos obtenidos fueron resuspendidos en el medio HAM
F12.

Determinación del númerogg células 1 gg su viabilidad
Para la determinación de la viabilidad celular se utilizó el méto

do de exclusión del azul tripán, basado en que las células que conservan

intacta la membranaplasmática excluyen los colorantes tales comoazul tri
pán, nigrosina y eosina (405). Para ello se colocaron 50 ul de la suspen
sión de hepatocitos en 1 ml de solución C y 0,2 ml de la solución de azul

tripán al 0,4%. Una gota de la solución asi obtenida fue colocada en un
borde de una cámara de Neubauer con un cubreobjetos, dejando que penetrara

en ella por capilaridad.
La observación de las células fue realizada al microscopio óptico

con un aumento de 40X entre los 4 y los 8 minutos del agregado del coloran

te. De este modo, la más leve tinción del núcleo de la célula se consideró

como un daño en la membrana celular y determinó la no viabilidad de la cé
lula.

El conteo de las células se realizó en los 4 cuadrados grandes de
las esquinas de la cámara de Neubauer (64 cuadrados medianos) y el número

de células totales por ml y el porcentaje de viabilidad se calculó por las
siguientes fórmulas:

células por ml= N x l x 1000 x 25
4

Z de viabilidad = células no teñidas x 100
celulas totales

Los hepatocitos fueron resuspendidos en medio HAMF12, sin gluco
sa, en una concentración de (4-6)x106 células viables/ml.



DETERMINACION QE GLUCOSA

Todas las determinaciones de glucosa fueron realizadas por el mé
todo de Dubowski (406), basado en la reacción con o-toluidina. Para la me

dición del contenido de glucosa en hepatocitos, 1 ml del homogenato de cé
lulas hepáticas fueron tratadas con 1 ml de TCA10%y luego centrifugado a

3000xg durante 15 min. La glucosa fue determinada en el sobrenadante resul
tante.

Para la determinación de la glucosa liberada por los hepatocitos,

2 ml de suspensión celular fueron centrifugados a 1000xg durante 3 min y el
monosacárido determinado en el sobrenadante. La concentración de glucosa en
suero de rata fue determinada directamente con sangre proveniente de una
punción cardiaca.

El 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 determinación, semicuantitativa de la glucosuria,
fue realizada con el les-Tape, con una gota de orina.

DETERMINACION QE LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

La actividad de LDHfue determinada en una alícuota del medio, li

bre de células, obtenido luego de centrifugar 1 ml de suspensión de hepato
citos a 900xg por 3 min. Para determinar la actividad total de la enzima,
la suspensión de células fue lisada por tratamiento con Tritón X-lOO0.5%

(v/v). La actividad enzimática fue determinada según 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 NADH0,2 mMy piruvato 1,36 mM

(concentraciones finales), registrándose la variación de absorbancia a 340
nm debido a la oxidación del NADHen un espectrofotómetro Beckman DB.

DETERMINACION QE GLUTAMATO DESHIDROGENASA

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

La determinación de proteinas en hepatocitos fue precedida por la
obtención del pellet celular, luego de la centrifugación de una alícuota de
la suspensión a 900xg por 3 min y su posterior lavado con solución A. Este

pellet celular fue resuspendido en TCA5% y centrifugado a 5000xg por 10

min. En el precipitado fueron determinadas proteinas por el método de Lowry
y col.(392) según se indica para proteinas insolubles.

EXPERIMENTOS QE INDUCCION

Las suspensiones de hepatocitos fueron incubadas en un baño ter

mostático Dubnoff a 37°C con agitación (60 oscilaciones/min). Las sustan
cias agregadas a las suspensiones de hepatocitos, lo fueron en volúmenes

pequeños, generalmente 0,1 ml, de medio HAMF12. Luego de los tiempos de

incubación indicados en cada experimento, alicuotas 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 alícuota, de solución C y el pellet resultante fue re
suspendido en el medio de homogeinización, indicado en cada caso para la
medición de las actividades enzimáticas correspondientes, en un volumen

igual al de la alicuota. Para la determinación del contenido de citocromo
P-450, alicuotas de la suspensión de hepatocitos, fueron extraídas a los
tiempos de incubación correspondientes en cada experimento y diluidas con
solución A, hasta una concentración de 0,5x106 células por ml.

DETERMINACIONEEE CONTENIDOQE AMPciclico É! HEPATOCITOS

Extracción del AMPciclico
Para la medición del contenido intracelular de AMPc,alicuotas de

la supensión de hepatocitos conteniendo, aproximadamente, 5x106 células
fue-ron centrifugadas a 900xg durante 3 min. El 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 teflón-vidrio. El homogenatofue 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 volúmenes de éter etílico

saturado con agua. E1 éter etilico remanente fue removido de 1a soiución
acuosa por inmersión de los tubos en un baño de agua a 80°C durante 2 min.

Las muestras fueron evaporadas bajo presión reducida y disueltos en 0,5 mi

de buffer Tris-HC] 6,7 mM(pH 7,6) conteniendo EDTA0,45 mMy teofiiina 1

mM.Aiicuotas de 50 u] de esta soiución, fueron transferidos a membranas de
nitroceiuiosa, secadas y contadas en un contador de centelieo liquido
Tracor-Analitic Mark III. La recuperación de] [3H]AMPcfue entre el 85-95%.

Medición del AMPciclico
En diferentes alícuotas de cada una de ias muestras, fue determi

nado e] contenido de AMPcpor e] método de Tsang y col.(409), usando una

proteina de unión especifica a1 AMPcde corteza de adrena] bovina (410).

Liquido gg centeileo
Para Ios experimentos de determinación de] contenido de AMPcy de

incorporación de [3H]-1eucina, descripto más adelante, se utilizó una mez
cia centeilante de 1a siguiente composición: PPO, 4 gr; dimeti] POPOP,0,05
gr por iitro de una soiución Toiueno/Tritón X-100 (2:1 v/v).

INCORPORACION gg 3H-LEUCINA E_N PROTEINAS gg HEPATOCITOS

Incubación Egg [3H]-1eucina
Diez m1 de 1a suspensión de hepatocitos en medio HAMF12, conte

niendo 10 uCi de L-4,5[3H]-1eucina (actividad especifica 60 Ci/mmol), fue

ron incubados a 37°C en un baño Dubnoff con agitación (60

osciiaciones/min). A ios tiempos indicados en cada eXperimento, se tomaron

aiicuotas de 1 m1 de cada uno de los incubados, agregándoseies 0,1 m1 de

cicioheximida 1 mM. Luego fueron centrifugadas a 900xg dUrante 3 min; e]

peiiet ceiuiar resultante fue procesado para 1a determinación de radioacti
vidad intraceluiar.

Determinacióngg la radioactividad incorporada a proteinas
La preparación de ias muestras para ei conteo de radioactividad

fue realizada de acuerdo a Cajone y BerneIIi-Zazzera (411), aunque con a1
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gunas modificaciones. E1 peiiet ce1u1ar fue tratado con 2 mi de TCA10%.

Luego de 10 min, fue centrifugado a SOOOxgdurante 10 min, descartándose e]

sobrenadante. E1 precipitado fue lavado 3 veces con 2 m1, cada vez, de TCA

5%, conteniendo en e] úitimo lavado 10 mg/m] de ieucina. Luego de eiio fue

sometido a un 1avado con 2,5 m1 de una mezcla metanol/éter/cioroformo

(1:1:2 v/v). Una vez seco, e] precipitado fue disueito en 2 m1 de NaOH1 M

caientando a 80°C durante 5 min. Alicuotas de 0,2 m1 de esta solution fue
ron contadas en un contador de centelieo iiquido, utilizando e] iiquido
centeiiante ya descripto. La eficiencia de] conteo fue de] 38%.

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR QE Egg HEPATOCITOS

E1 fraccionamiento subcelular de ios hepatocitos de rata fue efec
tuado de acuerdo al método de Lodola y co].(412) que se esquematiza más a

bajo, excepto que la solución A fue utilizada comomedio de homogeinización
y resuspensión. Todas ias operaciones se realizaron en frio.

SUSPENSION DE HEPATOCITOS

I

| Homogeinizacion 2x15 seg

I Centrifugación 14.000xg 5 min
J

I l

I I

PELLET SOBRENADANTE

| (fracción citosóiica)
| Resuspensión en soi.A (10 m1)

| Homogeinización 3x10 seg

I Centrifugación 14.000xg 3 min

l

I I

I I

PELLET SOBRENADANTE

| (fracción microsomai)
| Resuspensión en soi.A

MITOCONDRIAS
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Las homogenizaciones fueron realizadas en un Potter-Elvehjem con

homogenizadorde teflón y las centrifugaciones en una centrífuga refrigera
da Sorvall RC-SB, rotor SS-34.

INDUCCION QE DIABETES EXPERIMENTAL E! RATAS

La diabetes experimental en ratas fue inducida, en todos los expe
rimentos, por la administración 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

ácido citrico 0,05 M, según recomiendan Junod y col.(413). Los animales
fueron sacrificados a los 5, 15 y 30 dias de la administración de STZpara
el estudio de la evolución del estado diabético; en el resto de los experi

mentos fueron utilizados animales luego de 15 dias de haber sido inyecta
dos.

El criterio usado para establecer la severidad del estado diabéti
co fue una extensión del descripto por Steiner (414) e incluyó la medición
de glucosuria, polidipsia, poliuria y polifagia. Tambiénfueron seguidas la
velocidad y dirección de los cambios en el peso corporal.

DETERMINACIONEQ ACTIVIDAD g SUCCINIL C_ol_\SINTETASA

Los hepatocitos fueron resuspendidos en buffer Tris-HCl 0,1 M (pH

7,4) y se homogeneizaron en un Potter-Elvehjem con homogeinizador de teflón

(3x10 seg). Los homogenatos fueron inmediatamente congelados en un baño de

acetona/hielo seco y guardados a -20°C hasta el dia siguiente. La actividad
de succinil CoAsintetasa fue determinada por el método descripto por Kauf
man y Alivisatos (7). Una unidad de succinil CoAsintetasa fue definida co

mo la cantidad de enzima que cataliza Ia formación de 1 umol de ácido suc
cinilhidroxámico en 30 min a 37°C.

DETERMINACION QE LA ACTIVIDAD QE ALA-D

Los hepatocitos fueron resuspendidos en sacarosa 0,25 Mcontenien

do KCl 0,15 M y se homogeneizaron en un Potter-Elvehjem con homogeinizador
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de teflón (3x10 seg). Los homogenatos fueron inmediatamente congeiados en

un baño de acetona/hieio seco y guardados a -20°C hasta e] día siguiente.
La actividad de ALA-Dfue determinada por e] método de Gibson y col.(415).

Una unidad de ALA-Dfue definida como 1a cantidad de enzima que cataiiza la

formación de 1 nmo] de PBG en 1 hora a 37°C.

DETERMINACION QE LA ACTIVIDAD QE ALA¿É

Los hepatocitos fueron resuspendidos en un medio conteniendo Tris

HC] 0,01 M (pH 7,4), EDTA0,1 mMy fosfato de piridoxa] 0,1 mMen sacarosa

0,25 M y homogeneizados en un Potter-Elvehjem con homogeinizador de tefión

(3x10 seg). Los homogenatos fueron congelados inmediatamente en un baño de

acetona/hieio seco y guardados a -20°C hasta e] dia siguiente. En e] momen
to de ser usados fueron descongeiados y sonicados por 15 seg con un sonica
dor Ultrasonics Cel] Disruptor (150 N/cmz). La actividad de ALA-Sfue de

terminada por un procedimiento colorimétrico. La mezcia de incubación con
tenia, en un volumen fina] de 2 m1, 100 umoles de buffer Tris-HC] (pH 7,4);

200 umoïes de glicina; 10 umoles de ATP (neutralizado); 0,2 umoles de fos

fato de piridoxa]; 10 umoles de MgC12; 10 umoies de EDTA; 5 umoles de suc

cinii CoAy 0,5 m1 de homogenato (aproximadamente 3,5 mg de proteinas). E1

succini] CoAfue sintetizado químicamente, en e] momentode ser usado, se

gún ei método de Simon y Shemin (416), modificado por Zaman y coi.(417).

Las incubaciones fueron Ilevadas a cabo en un baño Dubnoff con agitación

(60 oscilaciones/min) a 37°C durante 30 min. Luego de este tiempo, 1a reac

ción fue detenida por agregado de 0,5 m1 de TCA25%. E1 ácido 5-aminolevu

lïnico formado fue convertido en e] pirro] correspondiente y éste fue de
terminado, y corregido por 1a contaminación con aminocetOna, de acuerdo a1
método de Granick (28).

Una unidad de ALA-S fue definida como 1a cantidad de enzima que
cataiiza 1a formación de 1 nmo] de ALAen 30 min a 37°C.

DETERMINACION QE LA ACTIVIDAD QE FERROQUELATASA

Los hepatocitos fueron resuspendidos en buffer Tris-HCI 0,1 M (pH

8,1) y homogeneizados en un Potter-Eivehjem con homogeinizador de teflón



(3x10 seg). Los homogenatos fueron congelados inmediatamente en un baño de

acetona/hielo seco y guardados hasta el dia siguiente a -20°C. La actividad
de ferroquelatasa fue determinada por el mismo método empleado en mitocon

drias de higado de cerdo, utilizando un volumen de homogenato de 0,5 ml

(aproximadamente 3,5 mg de proteinas) en cada mezcla de incubación.
Una unidad de ferroquelatasa fue definida como la cantidad de en

zima que cataliza la formación de 1 nmol de hemo en 90 min a 37°C.

DETERMINACION EEE CONTENIDO QE CITOCROMO P-450

La determinación 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
pensión de hepatocitos en solución A, conteniendo aproximadamente 0,5x106

células/ml. En la cubeta "muestra" se burbujeó C0 durante 90 seg y luego se

agregaron 10 mg, aproximadamente, de ditionito de sodio a cada una de las

cubetas. Inmediatamente deSpués, se registró el espectro de diferencia en
tre 380 y 500 nm. La variación de absorbancia entre 450 y 490 nm fue consi

derada, utilizando el coeficiente de extinción de 91 mM'1crn'1 propuesto
por Omuray Sato (419), para la cuantificación del contenido de citocromo
P-450.

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

91 x thepatocitos
106

Fueron registrados espectros diferencia en distintas condiciones,
según Estabrook y Herringloer (420), que permitieron la evaluación de la

contaminación por oxihemoglobina y la contribución de citocromo b5.

Generación de gg
El C0 fue obtenido en un generador, por reacción de formiato de

sodio y ácido sulfúrico con calentamiento suave.
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19 PARTE: PURIFICACION DE FERRO- Y COBALTOQUELATASA

SOLUBILIZACION QE LA PROTEINA MITOCONDRIAL

Comouna primera etapa para la purificación de ferro- y cobalto
quelatasa fueron ensayados distintos tratamientos, tendientes a lograr la
solubilización de las actividades enzimáticas en estudio, que se encuentran
en la membranamitocondrial 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 asi también con agentes caotrópicos y sometidas a diferentes
tiempos de sonicación.

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 fracción de mitocondrias congeladas y des
congeladas.

Efecto gg la sonicación
Comoun primer intento para solubilizar las actividades enzimáti

cas, las mitocondrias fueron sonicadas durante diferentes tiempos (figura
1). La actividad de ferroquelatasa sufrió pocas alteraciones luego de la
sonicación de las mitocondrias hasta 120 segundos, pero esta actividad en
zimática fue completamente perdida cuando se sonicó a tiempos más largos.
La actividad de cobaltoquelatasa disminuyó en forma paralela con respecto
al control no sonicado, con cualquiera de los tiempos de sonicación proba

dos. Después de 30 segundos de sonicación, el 95% de la proteína total fue

solubilizada y este valor se mantuvo aproximadamente constante para todos
los tiempos de sonicación ensayados.

Efecto del tratamiento Egg deoxicolato gg sodio
El deoxicolato de sodio, un detergente aniónico, fue utilizado co

mo agente solubilizante a diferentes concentraciones (figura 2). Los trata
mientos realizados fueron de larga duración (el detergente en contacto con
las mitocondrias durante 18 horas) y de corta duración (el detergente en
contacto con las mitocondrias durante 1 hora). La acción del deoxicolato de

sodio disminuyósignificativamente la actividad de ferro- y cobaltoquelata
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sa durante el tratamiento prolongado, pero se observó una ligera activación

luego del tratamiento de 1 hora con concentraciones bajas de detergente.
Las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa tratadas con 2 mg/ml

de deoxicolato de sodio durante 1 ó 18 horas no fueron modificadas por una

posterior sonicación de 30 segundos. 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 sonicación de 30 segundos.

Efecto del tratamiento Egg 13353 gg
El Tween 20 (monolaurato polioxietilensorbitano) fue otro de los

detergentes utilizados para la solubilización de las proteinas mitocondria
les. Las mitocondrias fueron tratadas con este agente surfactante, de ca
racteristicas no iónicas, en concentraciones entre 10 y 50 mg/ml, durante 1
ó 18 horas (figura 3 A). Todos los tratamientos ensayados con este deter

gente inactivaron casi completamente la actividad de ferro- y cobaltoquela
tasa. La sonicación durante 30 segundos, luego del tratamiento con 30 mg/ml
de Tween 20 durante 1 ó 18 horas, no revirtió la pérdida total de ambas ac
tividades enzimáticas.

Luego de 18 horas de los tratamientos, las proteinas mitocondria
les fueron solubilizadas en forma creciente, con concentraciones crecientes
de Tween 20, hasta un 100% de solubilización 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 sonicación por 30 segundos incrementó este valor al 100%.

Efecto del tratamiento con Lubrol El
Los resultados obtenidos luego del tratamiento con Lubrol PX, un

polioxietil éter, sobre las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa, 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 ó 18 ho

ras. Resultados que presentaban sólo ligeras diferencias, fueron obtenidos
para la actividad de cobaltoquelatasa. Las actividades de ferro- y cobalto
quelatasa disminuyeron cerca de un 30% por sonicación durante 30 segundos
luego del tratamiento p0r 1 ó 18 horas con 20 mg/ml de detergente. Las pro
teinas solubilizadas, bajo cualquiera de los tratamientos con Lubrol PX,
con o sin sonicación, fueron cerca del 85%de la proteina total presente.
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Figura l: Efecto gel tiempo gg sonicación
Las mitocondrias fueron sonicadas durante los tiempos indicados y luego
usadas comofuente de proteina enzimática. Los resuitados están expresados
c0moporcentajes respecto del contro] no sonicado. Cada punto representa e]
promedio t E.S. de seis experimentos. Ferroquelatasa «3); Cobaitoquelatasa
GI).
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Figura g: Efecto de] deoxicolato de sodio
Las mitocondrias ïUEron tratadas con diferentes concentraciones de deoxico
lato de sodio. Los resuitados están expresados comoporcentajes respecto de
controies no tratados. Cada punto representa el promedio i E.S. de 4 expe
rimentos. Ferroquelatasa, tratada durante 1 hora «3) y 18 horas U5). Cobai
toqueiatasa, tratada durante 1 hora (O) y 18 horas (A).
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Figura g: Efecto d_edistintos detergentes
Las mítocondrías fueron tratadas con diferentes concentraciones de Tween20
(A), Lubro] PX (B) y Lubro] HX (C). Los resu1tados están expresados como
porcentajes respecto de controles no tratados. Cada punto representa e]
pro-medio t E.S. de 4 experimentos. Ferroquelatasa, tratada durante 1 hora

(i; y 18 horas (A). Cobaïtoquelatasa, tratada durante 1 hora (O) y 18 horas( .
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Efecto del tratamiento con Lubrol El
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 concentración 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 sonicación durante 30 segundos, luego del trata
miento con Lubrol NX (10 mg/ml) durante 1 ó 18 horas, no modificó signifi
cativamente los resultados anteriores.

El 93%de la proteina total fue solubilizada cuando las mitocon

drias fueron tratadas con 20 mg/ml de Lubrol NXdurante 18 horas. Luego de
1 hora de tratamiento, cerca del 80%de la proteina total fue solubilizada
a cualquier concentración de detergente utilizada. La sonicación durante 30
segundos, luego del tratamiento con Lubrol NX 10 mg/ml durante 1 hora, in

crementó sólo ligeramente la proteina solubilizada.

Efecto gel tratamiento con Tritón X-100
El Triton X-100, un detergente no iónico de la serie de los al

quilfenoxipolietoxietanol, fue utilizado, a diferentes concentraciones y en
tratamientos de 1 y 18 horas, c0mo_agente solubilizante de proteinas 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 las actividades de
ferro- y cobaltoquelatasa. La sonicación durante 30 segundos, luego de 1 ó
18 horas de tratamiento con 25 mg/ml de Tritón X-100, disminuyó 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 Tritón X-lOO se

solubilizaron cerca del 85%de las proteinas totales; la sonicación durante
30 segundos, luego de este tratamiento, incrementó 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 localizó en el sobrenadante. Resultados similares
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ies no tratados. Cada punto representa e] promedido t E.S. de 6 experimen
tos. Ferroqueiatasa, tratada durante 1 hora (CDy 18 horas (A); cobaltoque
iatasa, tratada durante 1 hora (O) y 18 horas (A).

Figura 4:
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fueron obtenidos luego 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 Trítón X-100 durante
18 horas, correspondió a valores que representaron casi el triple de las
unidades medidas en la mitocondria congelada y descongelada sin ningún 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 ggl tratamiento Egg agentes caotrópicos
La solubilización de las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa

de la membrana mitocondrial fue también ensayada por la acción de agentes

caotrópicos, iones que favorecen la transferencia de grupos no polares al

agua. En primer lugar se utilizó el KSCN,una sal que no compleja los iones
ferrosos. El tratamiento fue realizado a 0°C durante 20 min con concentra

ciones finales del ión caotrópico 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 caotrópico, el NaCl04, fue
utilizado para la solubilización de ferro- y cobaltoquelatasa, en las mis
mas condiciones experimentales empleadas para el KSCN.En los sobrenadantes

resultantes de los tratamientos con NaClO40,5 y 1 Mfue posible determinar
actividad de ferro y cobaltoquelatasa, pero sólo 30 ó 35%superior a las de
los controles.

PURIFICACION QE LA PROTEINA MITOCONDRIAL SOLUBILIZADA

Las actividades enzimáticas de ferro- y cobaltoquelatasa fueron
solubilizadas tratando las mitocondrias, congeladas y descongeladas, con 25
mg/ml (2,5% p/v) de Triton X-100 durante 18 horas; posteriormente fueron

diluidas con un volumen igual de buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1) y centrifu

gadas a 20.000xg por 30 min. El sobrenadante resultante, que contenía las
proteinas mitocondriales solubilizadas, presentó una actividad especifica
aproximadamente 3 veces superior, con respecto a las mitocondrias congela
das y descongeladas.

Posteriores intentos de purificación condujeron a la utilización
de distintas técnicas, cuyos resultados se detallan a continuación. A menos
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que se indique lo contrario, el término control se refiere a la fracción de

mitocondrias congeladas y descongeladas.

Tratamiento cgg_ggl ge fosfato gg calcio
La fracción solubilizada con Tritón X-100 2,5% fue tratada con gel

de fosfato de calcio en una relación de 2,5 mg de gel p0r miligramo de pro
teina. En la Tabla I se resumen los resultados obtenidos en las distintas

fracciones. Las proteínas no adsorbidas por el gel no presentaron actividad

de ferro- y cobaltoquelatasa. Del mismomodo, no fue detectada actividad de

ferro- y cobaltoquelatasa en las fracciones proteicas eluidas del gel con
concentraciones crecientes de buffer. Sólo un 63%de la proteina total ad
sorbida por el gel de fosfato fue eluida con la concentración may0r de buf

fer utilizada. Sin embargo, debido a que fuerzas iónicas mayOres producían
inhibición de ambas actividades enzimáticas, no fue posible lograr un por
centaje mayor de elución de las proteinas adsorbidas.

Precipitación diferencial por calentamiento a distintas temperaturas
La fracción solubilizada con Tritón X-100 fue sometida a precipi

tación de proteinas por calentamiento a distintas temperaturas durante dis
tintos tiempos. Luego de eliminar las proteinas precipitadas, se determinó
en el sobrenadante la actividad de ferro- y cobaltoquelatasa. El calenta
miento a 60°C causó la pérdida casi total de ambas actividades enzimáticas

aun en los tiempos mas cortos (Tabla I). Luego de 5 minutos a 50°C sólo hu

bo un remantente en el sobrenadante del 56 y 65% de actividad de ferro- y

cobaltoquelatasa, respectivamente, en relación a la actividad de la frac
ción solubilizada. A tiempos más largos, 10 ó 15 minutos, la actividad re
manente fue algo menor en ambos casos (Tabla I).

Precipitación por cambio de EE
Las proteinas mitocondriales solubilizadas fueron llevadas a pH 5

con ácido acético glacial, eliminándose, luego de 10 min, las proteinas
precipitadas por centrifugación a 10.000xg durante 10 min. No fue detectada
actividad de ferro- y cobaltoquelatasa en el sobrenadante (Tabla I).

Diálisis
La enzima solubilizada fue dializada contra agua en una membrana

de celulosa. El dializado presentó 2 fracciones, sobrenadante y.precipitado
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TABLAI: Tratamiento con ggl_ge fosfato, calentamiento 1 BHg
La fracción solubilizada con Tritón X-IOO2,5% (p/v) fue tratada gel fosfa
to de calcio (2,5 mg gel/mg de proteina) a 4°C. Luego de centrifugar 10 min
a 2.500xg, fue medida la actividad en el sobrenadante y en el precipitado
eluido con buffer Tris-HCl en las concentraciones y pH indicados. Otra
fracción 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 enzimática en los sobrenadantes. Otra fracción de la
enzima solubilizada fue llevada a pH 5 a 4°C con ácido acético glacial,
centrifugada a 15.000xg durante 15 minutos y determinada la actividad en el
sobrenadante, previamente llevada a pH 8,1 con NaOH1 M. Los resultados es
tán expresados comoporcentajes respecto de controles y representan el pro
medio t E.S. de 4 experimentos.

% ACTIVIDAD ESPECIFICA
FRACCION

FERROQUELATASA COBALTOQUELATASA

CONTROL 100 100

FRACCION SOLUBILIZADA 287 t 21 293 t 25

SOBRENADANTE GEL DE FOSFATO DE CALCIO 3 t 1 7 t 2

ELUIDO GEL TRIS-HCl 0,15 M (pH 8,1) 9 t 2 7 t 1

ELUIDO GEL TRIS-HCl 0,20 M (pH 8,1) 0 0

CALENTAMIENTOA 50°C 5 min 140 t 9 163 t 12

10 min 110 t 8 135 t 10

15 min 113 t 9 128 t 7

CALENTAMIENTOA 60°C 5 min 16 t 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).

Ambasactividades enzimáticas presentaron en el sobrenadante del
dializado, valores muydisminuidos respecto de los obtenidos en la fracción
solubilizada, mientras que fue despreciable la actividad medida en el pre
cipitado. La actividad de ferro- y cobaltoquelatasa fue nula en el liquido
de contradiálisis.

Ultrafiltración
La fracción soluble fue ultrafiltrada a través de una membranade

celulosa con un poro de 12.000 D de limite, durante 6 horas (Tabla III). No

fue detectada actividad de ferro- o cobaltoquelatasa en la fracción ultra
filtrada, mientras que el residuo conservó ambas actividades pero en nive
les muy inferiores a los de la fracción solubilizada. Cuando se determinó
actividad enzimática en el ultrafiltrado más el residuo en una relación 7:1

(v/v), los valores obtenidos fueron semejantes a los obtenidos con el resi
duo sólo, tanto para ferroquelatasa comopara cobaltoquelatasa.

Fraccionamiento salino

La fracción de proteinas mitocondriales solubilizadas con Tritón
X-100 2,5% (p/v) fue sometida a un fraccionamiento salino por adición de

Sulfato de amoniosólido hasta distintos porcentajes de saturación (figura
5). La fracción precipitada entre el 20 y 50%de saturación con dicha sal
conservó el 71%y el 67%de la actividad total de ferro- y cobaltoquelatasa

respectivamente. Ademásdicha fracción poseyó una actividad especifica en
tre 3 y 4 veces superior a lo observado en la fracción solubilizada, tanto
para ferroquelatasa comopara cobaltoquelatasa.

Filtración molecular 29: Sephadexg¿gg.
La fracción proteica precipitada entre 20 y 50%de saturación con

sulfato de amonio fue resuspendida en buffer Tris-HCl 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 fracción proteica eluida de
esta columna, fue semejante a la observada en el precipitado del fracciona
miento salino entre 20-50%de saturación con sulfato de amonio.
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Tabla II: Diálisis
La enzima solubilizada con Triton X-100 2,5% fue dializada contra agua a
4°C en una membranade celulosa Spectrapor 4, durante 24 horas. El dializa
do fue centrifugado a 20.000xg durante 30 min. Se determinó actividad enzi
mática en el sobrenadante y en el precipitado. Los resultados están expre
sados como porcentajes respecto de controles y representan el promedio t
E.S. de 4 experimentos.

1 ACTIVIDAD ESPECIFICA
FRACCION FERROOUELATASA COBALTOOUELATASA

CONTROL 100 100

FRACCION SOLUBLE 287 t 21 293 t 25

SOBRENADANTEDIALIZADO 170 t 18 185 t 14

PRECIPITADO DIALIZADO 29 t 3 25 t 2

LIQUIDO CONTRADIALISIS O O

Tabla III: Ultrafiltración
La fracción solubilizada con Tritón X-100 2,5% fue ultrafiltrada a 4°C a
través de una membranade celulosa Spectrapor 4, durante 6 horas. Poste
riormente, se midió actividad de ferro- y cobaltoquelatasa en el ultrafil
trado, en el residuo y en el residuo más ultrafiltrado (7:1 v/v). Los re
sultados están expresados en porcentajes respecto de controles y represen
tan el promedio t E.S. de 4 experimentos.

É ACTIVIDAD ESPECIFICA
FRACCION FERROOUELATASA COBALTOOUELATASA

CONTROL 100 100

FRACCION SOLUBLE 287 t 21 293 t 25

ULTRAFILTRADO 0 O

RESIUDO 134 t 13 131 t 14

ULTRAFILT, + RESIDUO 125 t 10 140 t 11
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Figura 5: Fraccionamiento saiino
La fracción soiubiiizada con Tritón X-lOO2,5% fue precipitada con suifato
de amonio a 4°C en distintos porcentajes de saturación. La actividad de fe
rro- y cobaitoqueiatasa fue medida en ios distintos precipitados. Las ba
rras representan e] porcentaje de actividad en ios precipitados con respec
to a 1a actividad tota] de ia fracción solubiiizada.
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Filtración molecular por Sephadex 6-200
Las proteinas precipitadas entre 20 y 50%de saturación con sulfa

to de amonio fueron resuspendidas en un pequeño volumen de Tris-HCl 0,1 M

(pH 8,1) y sembradas en una columna de Sephadex G-200. Cuando la elución de

las proteinas en esta columna fue echa con buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1)

se obtuvieron varios picos, para cada una de las actividades enzimáticas,

correspondientes a distintos volúmenes de elución. Sin embargo, ambas acti
vidades enzimáticas fueron eluidos en una sola fracción, correspondiente al

volumen muerto de la columna, cuando KCl 0,1 Mfue agregado al buffer de e
lución.

En la figura 6 se representan los gráficos de elución de las pro
teinas y de las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa a través de la co

lumna de Sephadex G-200.

Filtración molecular por Sephacrxl 5-300
Debido a la falta de resolución de los picos con actividad de fe

rro- y cobaltoquelatasa en la columna de Sephadex 6-200, se realizó una

filtración molecular a través de Sephacryl 5-300, para lograr un mayor ran

go de fraccionamiento. El precipitado de proteinas obtenido, luego de tra
tar la fracción mitocondrial solubilizada con sulfato de amonioentre 20 y
50% de saturación, fue suspendido y sembrado en una columna de Sephacryl

5-300. La elución se realizó con buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1) conteniendo

Tritón X-100 1% (p/v). Un perfil de elución tipico se muestra en la figura
7 A. En ella se observa que ambas actividades enzimáticas eluyen en una

mismafracción. Dicha fracción presentó 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 calibración representada en la

figura 7 B, este pico correspondería a proteinas de un peSOmolecular apro
ximado de 240.000. La ausencia del detergente en el buffer de elución, si
bien alteró parcialmente el perfil de elución de las proteinas, no modificó
la ubicación del pico con actividad de ferro- y cobaltoquelatasa ni las ac
tividades especificas correspondientes.

Para la caracterización enzimática se utilizó una fracción purifi
cada proveniente de una columna eluida en ausencia de detergente.
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Figura g: Filtración moiecular gg: Sephadex 6-200
Las proteínas precipitadas con sulfato de amonio entre 20 y 50%de satura
ción (aproximadamente 40 mg) fueron sembradas en una columna de Sephadex
G-200 (58 x 1,6 cm), equilibrada previamente y eluida con buffer Tris-HC]
0,1 M (pH 8,1\,y KC] 0,1 M. Con un flujo de 4 mi/cmZ hora fueron recogidas
ias fracciones de 1,5 m1 cada una. La cantidad de proteínas y 1a actividad
de ferro- y cobaitoqueiatasa fueron determinadas en cada una de ias frac
ciones.
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Figura 1: Filtración molecular 29: Sephacryl 5-300
A) Las proteinas precipitadas con sulfato de amonio entre 20 y 50%de satu
ración (aproximadamente 35 mg) fueron sembradas en una columna de SephaCryl
5-300 (62 x 1,6 cm) equilibrada previamente y eluida con buffer Tris-HCl
0,1 M (pH 3,1) y Tritón x-1oo 1%. El flujo de la columna fue de 1o ml/cm2
hora y fueron recogidas fracciones de 1,5 ml cada una. La cantidad de pro
teinas y la actividad de ferro- y cobaltoquelatasa fueron determinadas en
cada una de las fracciones. B) Curva de calibración de la columna de Sep
hacryl 5-300. Vo (volumen de elución del azul dextrano): 41 ml. Volumen de
elución del C0C12¡ 114 m1_
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ESQUEMA QE LA PURIFICACION QE FERRO- 1 COBALTOQUELATASA

El esquema final de la purificación de ferro- y cobaltoquelatasa
se describe en la Tabla IV. Ambasactividades enzimáticas presentaron simi

lares grados de purificación, superior a las 400 veces, y con rendimientos
cercanos al 30%. Dichos parámetros variaron en forma semejante a lo largo
de los distintos pasos de purificación tanto para ferroquelatasa comopara
cobaltoquelatasa.

Pureza 1 estabilidad
La homogeneidad de la preparación enzimática eluida de la columna

de Sephacryl 5-300 fue determinada por una electroforesis en gel de polia
crilamida con SDS. Esta fracción dio una sola banda neta, aunque se obser

varon trazas de una banda, ligeramente teñida, correspondiente a un peso
molecular de 66.000 aproximadamente (figura 8). La pureza de esta prepara

ción fue estimada superior al 90%, de acuerdo a lo observado con la exposi

ción del gel teñido en un densitómetro. La ferro- y cobaltoquelatasa puri
ficada, en concentraciones de 130 ug/ml, fue estable por no más de 12 horas
en buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1), más allá de lo cual la actividad decayó
rápidamente. Por otra parte, la estabilidad de las fracciones mitocondrial
y solubilizada fue de varias semanas cuando fue guardada a -20°C.



Tabia11:Cuadroggpurificaciónggferro-1cobaltoqueïatasagghígadoggcerdo Elprocedimientoexperimenta]sedetaHaenMaterialesyMétodos

PROT.FERROQUELATASACOBALTOQUELATASA

FRACCIONIQIALEEACT.A.ESP.REND.PURIF.ACT.A.ESP.REND.PURIF.

(mg)(U/_tot.)(U/mg)x(U/tot.)(U/mg)z

HOMOGENATO195040952,11001,050372,61001,0 MITOCONDRIAS365372010,2914,9439012,0874,6 FRAC.SOLUBLE110322029,37914,0386435,17713,5 FRAC.SALINO22,12278103,55649,32574117,05145,0 SEPHACRYLS-3001,31270976,931465,214241095,428421,0

103
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29 PARTE: CARACTERIZACION DE FERRO- Y COBALTOQUELATASA

EEÉQ MOLECULAR

Las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa fueron eluidas de una
columna de Sephacryl S-300 con buffer Tris-HCl 0,1 M (pH 8,1) en una misma

fracción, correspondiente a un peso molecular relativo de 240.000. Cuando
la misma columna fue corrida con el mencionado buffer conteniendo Triton

X-100 1%, la fracción con actividad de ferro- y cobaltoquelatasa eluyo, asi

mismo, como una proteina correspondiente a 240.000 de peso molecular, de a

cuerdo a la calibración realizada en las nuevas condiciones (figura 7 A y
B).

La proteina 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 seroalbú
mina bovina, ovoalbúmina y glicero-3-fosfato deshidrogenasa comoproteinas
marcadoras de peso molecular (figura 8).

ESPECTRO QE ABSORCION

El espectro de absorción ultravioleta-visible de la enzimapurifi
cada se muestra en la figura 9. No hubo evidencias de la presencia de co
factores cromofóricos tales como hemo, piridoxal o flavinas en los espec
tros obtenidos de diferentes preparaciones enzimáticas.

90515 QE TIEMPO QE LA REACCION

La curva de tiempo de la reacción catalizada por ferro- y cobalto
quelatasa se representa en la figura 10. Cuandoferro- y cobaltoquelatasa
fueron incubadas bajo atmósfera de nitrógeno, la formación de producto au
mentó linealmente con el tiempo durante 2 h0ras de incubación. Cuando la

actividad de ferroquelatasa fue determinada bajo condiciones aeróbicas, en
presencia de glutation, se obtuvo el 60%de la velocidad de reacción obser

vada bajo atmósfera de nitrógeno.
En la misma figura 10 se observa que, cuando las mitocondrias con

geladas y descongeladas, son utilizadas comopreparación enzimática con ac
tividad de ferroquelatasa, no hubo formación de hemoen los primeros 15 mi

nutos de reacción, luego de lo cual la cantidad de hemo formado se incre
mentó linealmente con el tiempo. Sin embargo, la formación de cobaltomeso

porfirina aumentó en forma lineal desde el comienzo de la incubación.
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Figura g; Electrotoresls gg gel gg Eoliacrilamlda Egg gg;
Muestras de cada una de las etapas del esquema de purlrlcaclón de ferro- y
cobaltoquelatasa fueron corrldas en un gel de poliacrilamlda 10%con SDS.
De derecha a lzquierda: mitocondrias congeladas y descongeladas, 100 ug;
fracción solubillzada, 100 ug; marcadores de peso molecular (seroalbúmína
bov1na, 66.000; ovoalbúmina, 44.000; glïcero 3-fosfato deshidrogenasa,
36.000), 10 ug; fracción precip1tada con sulfato de amonio 20-50%, 50 ug;
fracción eluida de cromatografía en SephaCryl 5-300 (2 calles), 10 ug.
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Figura 9: Espectro de absorc16n gg la enzima Qurificada
Espectro de absorción de la fracc16¡_eluida de Sephacryl 5-300 (100 ug/ml)
en buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 8,1).



107

')

gproreina

productoformado(nmoles/m

Ï I
90 120

tiempo (mi/7.}

o o.) O cn O

Figura ¿9: Curva gg tiempo
Las actividades de ierroquelatasa (simbolos claros) y cobaltoquelatasa
(simbolos oscuros) fueron determinadas a distintos tiempos, bajo atmósfera
de N2 utilizando la tracción purificada (OO) o mitocondrias congeladas y
descongeladas (AA). Los resultados indican el promedio de 3 experimentos.
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EFECTO DE LA CANTIDAD DE PROTEINAS

Los efectos de la variación de la cantidad de proteina purificada
sobre la formación de producto se observan en la figura 11. Gráficos 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_BH SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La curva de actividad enzimática en función del pH (figura 12)

muestra un pico único correspondiente al pH 8,1 para la óptima formación de

ferro- y cobaltomesoporfirina. Cuandola proteina enzimática 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 sufrió alteraciones.

EFECTO DE LA TEMPERATURA 1 ENERGIA DE ACTIVACION

Cuando la actividad enzimática de ferro- y cobaltoquelatasa fue
determinada en la proteina purificada con temperaturas de incubación entre

25 y 63°C, la máxima formación de mesohemoy 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
reacción, en función de la inversa de la temperatura utilizada en cada de
terminación. Para ambas actividades enzimáticas se obtuvieron rectas sin

variación de pendiente. De la pendiente de estas rectas, de acuerdo a la
ecuación de Arrhenius, se calculó la energia de activación para ambas reac
ciones, obteniéndose valores de 15.881 t 1.493 cal/mol y 17.123 t 1.832
cal/mol para las reacciones catalizadas por ferro- y cobaltoquelatasa, res
pectivamente. El factor de temperatura (010), que indica el incremento de
la velocidad de reacción 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 Kmy Vmáximapara mesoporfirina y para hierro(II) y

cobalto(II), fueron calculados de los gráficos de Lineweaver-Burk (figura
15 A y B). Los resultados obtenidos para ferro- y cobaltbquelatasa se indi
can en la Tabla V.

EFECTO DE IONES METALICOS

Se estudiaron los efectos de diferentes iones metálicos sobre la
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Figura ll: Curva de actividad enzimática gg función gg ¿a cantidad gg Egg
teina. Las actiVIdades de terroquelatasa (O) y cobaltoquelatasa (O) fueron
determinadas luego de 90 minutos de incubación con distintas cantidades de
Droteina enZImática purificada. Los resultados representan el promedio t
E.S. de 4 experimentos.
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Figura 1_2:Curva d_eact1v10ad enz1mática Q función Epi
Las act1v1dades de ferroquelatasa (O) y cobaltoquelatasa (O) fueron deter
minadas luego de 90 m1nutos de incubaCIÓn a distintos pH. Los resultados
1nd1can el promed1o t E.S. de 4 experImentos.
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Figura lg: Curva gg actiVidad enzimática gn función gg lg temperatura
Las actividades de ferroquelatasa (O) y cobaltoquelatasa (o) fueron deter
minadas luego de 90 minutos de incuDaCión a distintas temperaturas. Los re
sultados indican el promedio de 3 experimentos.
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Los resultados representan el promedio t t.5. de 4 experimentos.



113

A

__ 2,0
'É

É

É

Éo

3
8 1,0-' . o
O.

E

S O

7/ I Ï
0,100 0,200

r/Fez'ó(fra/v";

3,0 -'
B

“é

É 2.o - o

É"

E
é
'5’ o

É 1,0 
t o
%

E

/ I Ï
0,100 0,200

1/ HESOPORF/R/NA ¿uM' 'I

Fiflra g: Gráficos E Lineweaver-Burk
Las actividades de ferroquelatasa (o) y cobaltoquelatasa (O) fueron deter
minadas con diferentes concentraciones de mesoporririna (A) y con direren
tes concentraciones del catión metálico correspondiente (B), manteniendo,
en amboscasos, Ia concentracion del otro sustrato constante. Los resulta
dos representan el promedio de 3 experimentos.



114

Tabla 1: Valores aparentes de Km1 Vmaxpara ferro- X cobaitoqueiatasa.
Los resuitados fueron obtenidos-de los gráficos de Lineweaver-Burk corres
pondientes.

Km VELOCIDAD MAXIMA

u (nmoles prod. min' mg prot'l)
SUSTRATO VARIABLE FERROQ. COBALTOQ. FERROQ. COBALTOQ.

Fe(II) 23,3 9,8

Co(II) 27,0 9,3

Mesoporfirina 30,3 45,5 8,9 9,1

Tabia El: Efecto gg cationes divalentes.
Diferentes cationes divalentes fueron agregados a la mezcla de incubación
en las concentraciones finales indicadas. Los resuitados están expresados
comoporcentajes de actividades respecto de 1a fracción purificada en incu
baciones sin ningún 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 t 5 55 t 6
250 20 t 3 39 t 2

Zn(II) 50 40 t 4 31 t 2
250 4 t 1 18 i 2

Cu(II) 50 88 t 6 100 t 9
250 48 t 5 50 t 2

Hg(II) 50 20 t 2 28 t 2
250 3 t 1 0

Mg(II) 50 96 t 8 100 t 9
250 99 i'9 107 t 7

Mn(II) 50 109 t 7 120 t 8
250 136 t 8 134 t 10
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actividad de ferro- y cobaltoquelatasa, presentándose los resultados obte
nidos en la Tabla VI. En esta tabla puede observarse que Pb(II), Zn(II) y
Cu(II) inhibieron parcialmente ambas actividades enzimáticas. La presencia
de Hg(II) 250 uM, inhibió totalmente la actividad de ferro- y cobaltoquela
tasa. El 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 incubación, produjo una ligera activación de ambas activi
dades enzimáticas.

EFECTO QE REACTIVOS QE GRUPOS 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 cisteina 1 mMaumentó las ac
tividades de ferro- y cobaltoquelatasa. Dichas actividades fueron inhibidas
por la presencia de PCMB1 mM,bloqueante de grupos tioles, siendo reverti
da totalmente esta inhibición, por la adición conjunta de cisteina 5 mM.
Cistina 1 mMdisminuyó a 84 y 62%las actividades de ferro- y cobaltoquela

tasa, respectivamente. Iodoacetamida, otro bloqueante de grupos sulfhidri
los, inhibió, en gran proporción, ambasactividades enzimáticas. El arseni
to de sodio 1 mMprodujo una fuerte inhibición, asi como también el sulfito

de sodio 1 mM.Este último, disminuyó drásticamente las actividades de fe
rro y cobaltoquelatasa.

PROTECCION Egg SUSTRATOS QE LA INACTIVACION Egg gg REACTIVO SULFHIDRILICO

Si los grupos sulfhidrilos están 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 protección de estos grupos de

la inactivación 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 inhibición causada por
iodoacetamida 1 mM, por la preincubación simultánea con Fe(II) o Co(II)

respectivamente, en una concentración final de 100 uM. En la misma figura
se observa que la mesoporfirina no ejerció efecto protector alguno.
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Tabla 111: Efecto gg reactivos gg grupos sulfhidrilos sobre las actividades
gg ferro- 1 cobaltoquelatasa

Diferentes sustancias fueron agregadas a las nezclas de incubación en las
concentraciones finales indicadas. Los resultados están expresados como
porcentajes de actividades respecto de la fracción purificada sin ningún
agregado. Los resultados representan el promedio t E.S. de 4 experimentos.

FEÑFÜÜÜÉLATASA COBALTOQUELATASAREACTIVOSW W
100 100

Cisteina 1 mM 152 t 12 124 t 10

Cisteina 0,1 mM 110 t 8 105 t 7

PCMB 1 mM 26 t 2 9 t 1

Cisteina 1 mM + PCMB 1 mM 84 t 6 71 t 4

Cisteina 5 mM + PCMB 1 mM 110 t 7 104 t 6

Cistina 1 mM 84 t 5 62 t 5

Iodoacetamida 1 mM 26 t 3 38 t 3

Arsenito de sodio 1 mM 21 t 2 29 t 2

Sulfito de sodio 1 mM 21 t 2 15 t 1

Tabla VIII: Efecto protector gg sustratos contra la inactivación 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 concentración usada en la mezcla de incubación para la determina
ción de actividad. Luego de la preincubación, fue determinada la actividad
de ferro- y cobaltoquelatasa. Los resultados están expresados como porcen
tajes respecto de la fracción purificada sin precalentamiento y represen
tan el promedio t E.S. de 4 experimentos.

ADICION TIEMPO FERROQUELATASA COBALTOOUELATASA
PRECALENTAMIENTO (min) % actividad % actividad

48°C 60°C 48°C 60°C

100 100 100 100

5 20 t 2 0 32 t 2
15 2 t 1 0 5 t 1 0

Metal 5 106 t 10 0 92 t 7 0
15 121 t 9 0 101 t 7 0

Mesoporfirina 5 23 t 2 0 42 t 3 0
15 7 t 1 0 11 t 2 0
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Figura lg: Efecto protector gg sustratos contra la inactivación por iodoa
cetamida. La enzima puriricada fue preincubada con iodoacetamida 1 mMdu
rante los tiempos indicados, con las siguientes adiciones: ninguna (OO);
cloruro de hierro(II), 100 uM(A); cloruro de cobalto(ll), 100 uMggmesopor
firina, 50 uM(a); mesoporfirina, 100 uM(I). Se agregó, luego, glutation 5
mM.Se determinaron las actiVidades de terroquelatasa (A) y coDaItoqueIata
sa (B). Los resultados estan expresados como percentajes respecto de la
tracc10n purificada, sin preincubación, y representan el promedio t E.S. de
4 experimentos. Las concentraciones son finales en Ia mezcla de incubac16n.
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EFECTO PROTECTOR QE Lg; SUSTRATOS CONTRA LA INACTIVACION 393 CALOR

El precalentamiento de la enzima purificada durante 5 minutos a

48°C destruyó parcialmente las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa,
siendo completa cuando el precalentamiento se efectuó durante 15 minutos.

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

Cuando uno de los sustratos fue agregado durante el precalenta
miento a 48°C, se observaron diferentes efectos. La presencia de Fe(II) o

Co(II) durante el precalentamiento de 5 ó 15 minutos, protegió las activi
dades de ferroquelatasa o cobaltoquelatasa, respectivamente, de la inacti
vación por calor. La mesoporfirina no tuvo efecto protect0r alguno sobre
ambas actividades enzimáticas (Tabla VIII). Con precalentamientos a 60°C no
hubo protección contra la inactivación de ferro- y cobaltoquelatasa con
ninguno de los sustratos.

EFECTO QE ACIDOS GRASOS, FOSFOLIPIDOS 1 COLESTEROL

Se determinaron los efectos de la presencia de ácidos grasos, fos
folipidos y colesterol sobre las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa.
Los resultados de estos experimentos se indican en Ia Tabla IX. En primer

lugar fueron probados varios ácidos grasos con distintos grados de insatu
ración. Puede observarse que el ácido oleico aumentó, ligeramente, la acti
vidad de ferroquelatasa, mientras que los ácidos linoleico y linolénico es
timularon significativamente ambasactividades enzimáticas.

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 incubación no tuvo efecto
sobre ambas actividades enzimáticas. Sin embargo, la presencia de coleste
rol junto con el ácido linoleico o fosfatidiletanolamina, anuló el efecto
activador de los dos últimos sobre las actividades de ferro- y cobaltoque
latasa.
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Tabla 1X: Efecto gg ácidos grasos, fosfolipidos x colesterol.
Diferentes ácidos grasos, fosfolipidos y colesterol, en las concentracio

nes finales indicadas, fueron agregados a las mezclas de incubación, deter
minándose las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa. Los resultados es
tán expresados comoporcentajes de actividades respecto de la fracción pu
rificada sin ninguna adición y representan el promedio t E.S. de 4 experi
mentos.

FERROOUELATASA COBALTOQUELATASA
ADICION % actiVidádf % actividad

100 100

Acido esteárico 10 mM 117 t 9 105 t 5

Acido oleico 10 mM 125 t 10 109 t 7

Acido linoleico 10 mM 185 t 15 172 t 12

Acido linolénico 10 mM 222 t 19 190 t 20

Dipalmitoilfosfatidilcolina 2 mM 185 t 18 169 t 15

Dipalmitoilfosfatidiletanolamina 2 mM 193 t 15 177 t 14

Dipalmitoilfosfatidilserina 2 mM 164 t 16 178 t 15

Colesterol 10 mg/ml 95 t 7 106 t 9

Colesterol 10 mg/ml t
Acido linoleico 10 mM 84 t 8 87 t 5

Colesterol 10 mg/ml +
Dipalmitoilfosfatidiletanolamina 2 mM 105 t 5 100 t 6
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VIABILIDAD É INTEGRIDAD METABOLICA DÉ_LQÉ HEPATOCITOS

Observación microscópica

Los hepatocitos, obtenidos según se detalla en Materiales y méto
dos, se observaron bajo el microscopio óptico, encontrándose como unidades

aisladas en su gran mayoria, aunque ocasionalmente estaban formando agrupa

ciones de 2 a 4 células. Los hepatocitos presentaron forma redondeada, de
contornos bien definidos, color mnarillento y apariencia refráctil. Las
suspensiones obtenidas mostraron una fracción poco significativa de células
no parenquimales y una pequeña contaminación con eritrocitos y otros tipos
de células.

Rendimiento1 viabilidad celular
El método de aislamiento de células utilizado produjo un rendi

miento de 18,3 t 3,8 x 106 hepatocitos/gramo de higado (promedio t E.S. de
16 preparaciones diferentes).

La viabilidad de las suspensiones de hepatocitos fue determinada
por medición de la permeabilidad de las células al azul tripan y la libera

ción de la enzima láctico deshidrogenasa (LDH)(figura 17). La viabilidad
inicial, considerada como el porcentaje de células que excluyen el azul

tripan, fue del 82 t 5% ; luego de 6 horas de incubación a 37°C, el indice

de viabilidad alcanzó el 71 t 6%, observándose un descenso aproximado menor

al 2%de células viables por hora. La liberación de LDHal medio de suspen

sión fue del 17 t 2% al comienzo de la incubación y del 26 t 3%, luego de 6

horas. Los porcentajes representan el promedio t E.S. de 16 preparaciones
diferentes.

Integridad metabólica celular
La integridad metabólica de las Suspensiones de células fue eva

luada midiendo la capacidad glucogenolitica y de sintesis proteica de los
hepatocitos. En la Tabla X, donde se resumen los resultados obtenidos, se
observa que ambas funciones son mantenidas durante las 5 horas de incuba
ción, dentro de los indices de viabilidad anteriormente indicados. Se ob
serva también que la glucongenolisis, medida como liberación de glucosa al
medio de incubación fue incrementada, aproximadamente un 100%, con el agre

gado, al medio de suspensión, de glucagon 10'7 M.
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Figura ll: Ueterm1nac10ngg la viabïlldad celular
A: Porcentaje de hepatoc1tos que excluyen el azul tripan al comienzo y

luego de 6 horas de incubación. B: Porcentaje de Iiberaclón de la enzima
LDHal medio de Incubaclón, al comienzo y luego de b horas de incubación.
Los valores indicados por las barras representan el promedio de 12 deter
mlnac10nes de d1ferentes preparac10nes de hepatocltos. Las lineas vertlca
les representan el error standard.
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Tabla L: Determinaciónge la integridad metabólica celular
Los valores indicados representan el promedio t E.S. de 6 determinaciones

con diferentes preparaciones de hepatocitos.

TIEMPO DE INCUBACION GLUCÜGENOLISIS SINTESIS DE PROÏEINAS

(Horas) umoles glucosa/h/107heg. pm0¡es ¡eu/h/mg prot.Control Glucagon 10' M

0 2,1 Í 0,4 4,0 Í 0,7 8,8 Í 2,0

3 2,0 Í 0,5 4,1 Í 0,5 8,1 Í 1,4

5 1,7 Ï 0,3 3,5 Í 0,5 7,8 Í 1,5

Tabla EL: Porcentaje gg viabilidad de las suspensiones gg hepatocitos
frente a diferentes sustanc1as
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 oi fi AGREGADO oi fi

AIA 1,2 mM 88 76 Fenobarbital 0,6 mM 84 78

Dibutiril 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

MIX 20 uM 82 71 Dibutiril GMPC200 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

Imidazol 100 uM 80 71 Aloxano 100 uM 82 73
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Efecto sobre la viabilidad de diversas sustancias agregadas al mediogg ln
cubación

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 comola 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 incubación.

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ENZIMAS DE LA BIOSINTESIS DEE HEMO 1 CONTENIDO DE

CITOCROMO 9-450 EN HEPATOCITOS DE RATAS NORMALES

Los niveles de actividad específica de las enzimas succinil COA

Sintetasa, ALA-S, ALA-Dy 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 incubación

(tiempo cero) se indican en la Tabla XII. Se indican también resultados ob

tenidos en higado entero por otros autores.

13913 ill: Actividades enzimáticas 1 contenido gg citocromo 3:559 en ggpg
tocitos e higado gg ratas normales
Las actividades enzimáticas especificas y el contenido de citocromo P-450

fueron determinados en hepatocitos de ratas normales suspendidos en medio

HAMF12 sin glucosa, según se indica en Materiales y métodos. Las unidades
están definidas en la misma sección. Los resultados representan el prome

dio t E.S. de (*),ocho experimentos y (**), seis experimentos.

MEDICION HEPATOCIÏOS HIGADO ENTERO

Succinil COAsintetasa (U/mgprot.) 51 t 5** --

ALA-S (U/mg prot.) 0,54 i 0,06* 0,28 (421)

ALA-D (U/mg prot.) 4,33 t O,44** 4,78 (422)

Ferroquelatasa (U/mgprot.) 1,44 t 0,11* 1,73 (422)
Citocromo P-450 (nmoles/lO6 hep.) 0,25 t 0,02* 0,23 (407)
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Luego de 6 horas de incubación en condiciones basaies, las activi

dades especificas de las enzimas se mantuvieron aproximadamente constantes,
sin variaciones significativas. Por otra parte, e] contenido de citocromo
P-450 fue disminuyendo a 10 largo de la incubación en condiciones basales,

observándose una perdida dei 65% de 1a hemoproteina, iuego de 6 horas

(figura 18 A y B).

EXPERIMENTOS g INDUCCION gm DROGAS PORFIRINOGENICAS

Efecto gg AIilisopropiIacetamida ¿fllfll
Suspensiones de hepatocitos de rata fueron incubadas con distintas

concentraciones de AIA. Las actividades de succinil CoAsintetasa, ALA-S,
ALA-Dy 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 ias actividades de ALA-Sy ferroquelata

sa que fue dependiente de 1a concentración de dicha droga agregada al medio

de suspensión, obteniéndose el máximo incremento con una concentración fi

nal de 1,2 mM(figura 18 A). Las curvas de actividad enzimática en función

de] tiempo, representadas en 1a figura 18 B, indican que este incremento
fue observado 2 horas después de la adición de AIA 1,2 mMy llegó a dupli

car ios valores controles, para ambas actividades enzimáticas, luego de 5
horas de incubación.

Las actividades de succinil CoAsintetasa y ALA-Dno fueron modi

ficadas por la presencia de AIAdurante 6 horas de incubación con cualquie
ra de ias concentraciones utilizadas.

E1 efecto de AIA sobre el contenido de citocromo P-450 fue estu

diado en ias mismas condiciones. En 1a figura 18 A puede observarse que,

concentraciones de AIA tan bajas como 0,8 mM, causaron una disminución del

contenido de citocromo P-450 iuego de 2 h0ras de incubación. En la curva de

tiempo (figura 18 B) se observa que el descenso en el contenido de citocro

mo P-450, producido por e] agregado de AIA 1,2 mMa1 medio de suspensión,

fue muy marcado en las primeras 2 horas de incubación; posteriormente, 1a

Curva adopta 1a misma pendiente de 1a curva correspondiente a la de ios
controles sin AIA.
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Figura 1_8: Efecto d_eM sobre lg actividades d_eALA-Sx ferroquelatasa 1
g contenido d_ecitocromo P-450
A) Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas con distintas concentra

ciones de AIA. l-ueron determinadas las activ1dades de ALA-S (O) y ferro
quelatasa (A), luego de b horas de incubación, y el contenido de citocromo
P-450 (l), luego de 2 horas de incubación. B) Suspenswnes de hepatocitos
fueron incubados con (simbolos oscuros) y sin (simbolos claros) agregado de
AIA 1,2 mM.Las actividades de ALA-S(oo) y ferroquelatasa (A4) y el con
tenido de citocromo P-450 (I n) fueron determinados a distintos tiempos. En
todos los casos los resultados están expresados como porcentajes respecto
de controles no tratados a tiempo cero. Cada punto representa el prome dio
t E.S. de 5 experimentos.
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Efecto del Fenobarbita]
Los efectos del fenobarbita], en concentraciones entre 0,2 y 0,8

mM,sobre las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa fueron estudiados a di

ferentes tiempos. Luego de 4 horas del agregado de fenobarbital, ias acti
vidades de ambas enzimas fueron significativamente aumentadas, obteniéndose
incrementos máximos de ALA-Sy ferroquelatasa con concentraciones de feno

barbita] de 0,6 y 0,8 mMy entre 0,4 y 0,8 mM,respectivamente (figura 19

A). Las curvas de tiempo de las inducciones de ambas enzimas con 0,6 mMde

fenobarbital están representadas en 1a figura 19 B. Luego de 4 horas de in

cubación, las actividades enzimáticas llegaron a un máximoque representa
un incremento de aproximadamente 2,2 veces para ALA-Sy 2,5 veces para fe
rroqueiatasa.

Las actividades de succinil CoAsintetasa y ALA-Den hepatocitos

fueron determinadas en ias mismas condiciones que las anteriores. Ninguna
de las concentraciones de fenobarbital utilizadas modificó significativa
mente 1as actividades de estas enzimas entre 0 y 6 horas de incubación.

E1 contenido de citocromo P-450 fue medido simultáneamente 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 fenobarbita], en un efecto dosis-dependiente,
siendo las concentraciones óptimas de fenobarbital, en este caso, de 0,4 y
0,6 mM.La curva de tiempo correspondiente a la acción de fenobarbital 0,6

mMsobre e] contenido de citocromo P-450 (figura 19 C), permite observar

que la presencia de dicha droga no sólo impidió 1a disminución de] conteni
do basa] de 1a hemoproteina, durante las primeras 4 horas de incubación,

sino que produjo un aumento de alrededOr de un 30% iuego de 2 horas de la

adición del barbitúrico a 1a suspensión de hepatocitos.

Efecto del E1999
En la figura 20 se representan las curvas de actividad de ALA-Sy

ferroqueiatasa y e] contenido de citocromo P-450 en respuesta al agregado
de distintas concentraciones de acetato de plomo(II) y en función del tiem
po. La actividad de ALA-Sfue incrementada con concentraciones crecientes
de acetato de plomo, mientras que 1a actividad de ferroquelatasa disminuyó

en e] mismo rango de concentraciones (figura 20 A). La actividad de ALA-S

aumentó rápidamente entre las 2 y 4 horas de incubación por la adición, a

la suspensión de hepatocitos, de acetato de plomo 60 uM, obteniéndose un
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¿dura 1_9: Efecto d_e fenobarbital sobre MLSactividades d_eALA-SX ferro
guelatasa 1 g contenido d_ec1tocromo P-450
A) Suspensiones de hepatoc1tos fueron incubadas con distintas concentracio
nes de fenobarbital. Fueron determinadas las actividades de ALA-S(O) y fe
rroquelatasa (A). luego de 4 horas de incubacwn, y el contenido de cito
cromo P-450 (I), luego de 2 horas de incubac10n. B) Suspensiones de hepato
citos fueron incubados con (simbolos oscuros) y sin (simbolos claros) agre
gado de fenobarbital 0,6 uN. Las actividades de ALA-S(OO) y ferroquelata
sa (LA) fueron determinadas a distintos tiempos. C) Suspensiones de hepa
tocitos fueron incubadas con (0) y sin (o) agregado de fenobarbital 0,6 HM.
El contenido de citocromo P-450 asi fue determinado a distintos tiempos. En
todos los casos los resultados estan expresados comoporcentajes 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 gg: tfecto M 910m0sobre fi actividades g; ALA-S1 ferroguelatasa
x e_| contenido ¿e c1tocromo P-450
A) Suspensiones de hepatoc1tos fueron incubadas con distintas concentracio
nes de acetato de plomo. Fueron determinadas las actividades de ALA-S(O) y
ferroquelatasa (A). luego de 4 horas de incubación y el contenido de cito
Cromo P-450 (l), luego de 2 horas de incubación. B) SuspenSiones de hepato
citos fueron incubados con (simbolos oscuros) y sin (simbolos claros) ace
tato de plomo 60 uM. Las actividades de ALA-S(0°), ferroquelatasa (AA) y
el contenido de c1tocromo P-450 (In) fueron determinados a distintos tiem
pos. tn todos los casos los resultados están 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 incubación (figura 20 B). Por el contra
rio, la actividad de ferroquelatasa, en suspensiones de células conteniendo
acetato de plomo 60 uM, disminuyó un 40% después de 3 horas de incubación,

manteniéndose luego constante hasta las 6 horas (figura 20 B).
El 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 adición de
acetato de plomo(II) 60 uM(figura 20 B).

Efecto gg la actinomicina Q sobre la inducción gg ALA-S,ferroquelatasa 1
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(II) en presencia y ausencia de acti
nomicina D. La presencia de este inhibidor de la transcripción en el medio
de incubación, en una concentración de 1 uM, disminuyó drásticamente la in

ducción de ALA-Sy ferroquelatasa por acción ya sea de AIA 1,2 mMo 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 los
de los controles no tratados.

Actinomicina D 1 uM en el medio de incubación también previene la

inducción de ALA-S por acetato de plomo 60 uM, tal como se observa en la
Tabla XIII.

Efecto gg cicloheximida sobre la inducción ge ALA-S,ferroquelatasa x cito
92mm

Comose observa en la Tabla XIII, el agregado de cicloheximida 10

uMjunto con AIA 1,2 mMfue suficiente para prevenir la inducción de ALA-S

y ferroquelatasa, dando valores de actividad enzimática, similares a los
controles no tratados. La presencia simultánea de cicloheximida 10 uMsu

primió totalmente la inducción de ALA-Sy citOCromo P-450 causada por feno

barbital 0,6 mM. Sin embargo, si bien fue observada una disminución en la
actividad de ferroquelatasa, los valores obtenidos fueron aun superiores a
los niveles de los controles no tratados. La acción inductora del acetato

de plomo sobre la actividad de ALA-Sfue suprimida por acción de ciclohexi
mida 10 uM.
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tivamente, de las adiciones mencionadas.

sentan el promedio t E.S. de 4 experimentos.

Efecto gg actinomicina 2,1 Cicloheximida sobre las inducciones
de ALA-S,ferroquelatasa 1 citocromo P-450
Las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa y el

P-450 fueron determinados luego de 5 horas y 2 horas de incubación, respec
Los resultados están expresados

como porcentajes respecto de controles no tratados a tiempo cero y repre

contenido de citocromo

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

Control 110 t 5 108 t 6 75 t 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 t 11 134 t 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 t 11 93 t 6

Fenobarbital + 600
Cicloheximida 10 89 t 5 151 t 13 84 t 3

Ac. de Plomo(Il) 60 174 t 7

Ac. de Plomo(ll) + 60
Actinomicina D 1 114 t 5

Ac. de Plomo(ll) + 60
Cicloheximida 10 120 t 10
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EFECTO GLUCOSA SOBRE LA; INDUCCIONES QE ALA-S, FERROOUELATASA 1 CITOCROMO
P-450

Efecto gg la glucosa
En presencia de glucosa 30 mM, las inducciones de ALA-Sy ferro

quelatasa mediadas por AIA, fueron parcialmente bloqueadas. Este efecto in
hibitorio de la glucosa sobre ambas actividades enzimáticas inducidas fue

dependiente del tiempo de incubación (figura 21 A y B). La disminución de

ambas actividades fue observada a las 3 horas del agregado simultáneo del
inductor y de la glucosa, observándose un descenso de, aproximadamente, un
80% luego de 5 horas de incubación.

En la figura 21 C, puede observarse que el efecto inhibitorio de
la glucosa sobre la inducción mediada por AIA fue dependiente de la dosis.

Las actividades inducidas de ALA-Sy ferroquelatasa disminuyeron alrededor

de un 50% con una concentración de glucosa 15 mM.

Las inducciones de ALA-Sy 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 disminución

significativa de las actividades de ALA-Sy 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 concentración utilizada, obteniéndose el máximoefecto bloqueante de la

inducción con 80 mMdel 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 simultáneo de

glucosa, en concentraciones entre 20 y 160 mM, luego de dos horas (figura

22 D), ni por glucosa 80 mMdurante 6 horas de incubación (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 adición de AIA o fenobarbital, no modificó los niveles basales de ALA-S
y ferroquelatasa ni el contenido de citocromo P-450 (figuras 21 A y B y 22

A, B y C).
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Figura gl: Efecto gg la glucosa sobre la inducc10n mediada por ¿LAgg ALA-S
1 ferroquelatasa
Suspensiones de hepatocitos fueron incubados con las adic10nes indicadas.
Las actividades de ALA-S (A) y ferroquelatasa (B) fueron determinadas a
distintos tiempos. Las adiCiones fueron: ninguna «3); AIA 1,2 mM(O); glu
cosa 3U mM (A); AIA 1,2 mM+ glucosa 30 mM(A). C) Suspensiones de hepato
citos fueron incubados con AIA 1,2 mMy distintas concentraciones de gluco
sa. Las actividades de ALA-S(O) y ferroquelatasa (O) fueron determinadas
luego de 5 horas de incubación. En todos los casos los resultados están ex
presados comoporcentajes respecto de controles no tratados a tiempo cero.
Cada punto representa el promedio t E.S. de 4 experimentos.
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Figura gg: Efecto gg la glucosa sobre las inducción mediada pg: fenobarbi
¿al gg ALA-S,ferroquelatasa x 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 fueron:
fenobarbital 0,6 mM(O); glucosa 80 mM(no; fenobarbital 0,6 mM+ glucosa
80 mM(A). D) Suspensiones de hepatoc1tos fueron incubados con renobabital
0,6 mMy distintas concentraciones de glucosa. Las actividades de ALA-S(o)
y ferroquelatasa (A) y el contenido de citOCromo P-450 (I) fueron determi
nados luego de 4 y 2 horas de incubactdn, respectivamente. En todos los ca
sos los resultados están expresados comoporcentajes respecto de controles
no tratados a tiempo cero. Cada punto representa el promedio t E.S. de 4
experimentos.
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Efecto gg fructosa, galactosa, manosaiglicerol, piruvato, lactato 1 2:92;
oxiglucosa

Suspensiones de hepatocitos de rata, incubados con AIA 1,2 mMo

fenobarbital, fueron tratadas con varios monosacáridos y metabolitos del
camino glucolftico.

En la Tabla XIV se observa que las actividades de ALA-Sy ferro

quelatasa inducidas por AIAfueron disminuidas por Ia adición simultánea de
2-deoxiglucosa. Este efecto inhibitorio fue dependiente de la dosis, para
ambas actividades enzimáticas.

Resultados similares fueron obtenidos con 2-deoxiglucosa en pre
sencia de fenobarbital como inductor. Las actividades de ALA-Sy ferroque
latasa fueron 60 y 80%menores, respectivamente, que en ausencia del análo

go de la glucosa (Tabla XV).

La fructosa fue el otro compuesto de los ensayados que presentó un

efecto similar al de la glucosa. Las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa,
inducidas por AIA (Tabla XIV) o por fenobarbital (Tabla XV), fueron dismi

nuidas por la adición simultánea 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-So ferroquelatasa.

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

Por otra parte, el efecto inductor del fenobarbital sobre el con
tenido de citocromo P-450, no fue modificado p0r el agregado, junto con el

barbitúrico, de fructosa, galactosa, manosa, glicerol, piruvato, lactato o
2-deoxiglucosa, en las concentraciones utilizadas en el experimento.



136

Tabla ¿11: Efecto gg varios metabolitos sobre las inducciones mediadas gg:
¿LA de ALA-SX ferroqueiatasa
Suspensiones de hepatocitos fueron incubados con AIA 1,2 mMy diferentes

concentraciones de los compuestos indicados. Las actividades de ALA-Sy
ferroquelatasa fueron determinadas luego de 5 horas de incubación. Los re
sultados están expresados comoporcentajes 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 ¿1: Efecto ge varios metabolitos sobre la inducción mediada por fe
nobarbital gg ALA-Sx ferroquelatasa ——_I._—
Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas con fenobarbital 0,6 mMy di

ferentes concentraciones de los compuestos indicados. Las actividades de
ALA-Sy ferroquelatasa fueron determinadas luego de 4 horas de incubación.
Los resultados están expresados como porcentajes respecto de controles no
tratados a tiempo cero.

AGREGADOS CONCENTRACION ALA-S FERROQUELATASA
mM Z 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 40 214-207 224-230
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 QEL AMPC SOBRE LAE INDUCCIONES QE ALA-S, FERROQUELATASA l CITOCROMO

P-450

Efecto del dibutiril AMPc
En los siguientes experimentos fue estudiado el efecto de la adi

ción de dibutiril AMPcal medio de suspensión de los hepatocitos sobre las

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

La adición de dibutiril AMPc50 uM al medio de incubación, junto

con AIA 1,2 mM, produjo un incremento del efecto inductor de AIA sobre las

actividades de ALA-Sy ferroquelatasa (figura 23 A y B), mientras que el
agregado del nucleótido cíclico sólo, en la mismaconcentración, no modifi
có los valores basales de ambas actividades enzimáticas. En la curva do

sis-respuesta (figura 23 C) puede observarse que, concentraciones entre 50
y 200 uM de dibutiril AMPC,potencian significativamente la inducción de

ALA-S y ferroquelatasa mediada por AIA, luego de 5 horas de incubación.

Ninguna de las concentraciones de dibutiril AMPcutilizadas altera dichas
actividades enzimáticas en ausencia del inductor AIA.

Las actividades de succinil CoAsintetasa y de ALA-Dno fueron mo

dificadas por la presencia, en la suspensión de hepatocitos, de AIAmás di
butiril AMPco del nucleótido cíclico sólo, bajo las mismas condiciones ex
perimentales usadas para ALA-Sy ferroquelatasa.

El efecto del dibutiril AMPCfue también determinado en suspensio

nes de hepatocitos incubados con fenobarbital. Una significativa potencia
ción de la inducción de ALA-Sy ferroquelatasa fue observada luego de la

incubación con fenobarbital 0,6 mMmás dibutiril AMPc100 uM (figura 24 A y

B). Este efecto fue mayor a medida que se aumentó la concentración de dibu

tiril AMPC(figura 24 D). Por otra parte, las actividades de succinil CoA
sintetasa y ALA-Dno fueron modificadas por la presencia, en las incubacio
nes, de fenobarbital más dibutiril AMPc,bajo las mismas condiciones usadas
para ALA-Sy ferroquelatasa.

El contenido de citOCromo P-450 fue ligeramente inCrementado cuan
do los hepatocitos fueron incubados con dibutiril AMPC100 uM. La adición

simultánea de dicha concentración de nucleótido y fenobarbital 0,6 mMpro
dujo un efecto sinergistico de potenciación sobre el contenido de citocromo
P-450, con un máximo a las 2 heras (figura 24 C). El efecto máximo fue ob

servado con una concentración de dibutiril AMPc100 uM (figura 24 D).
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Figura gg: Efecto gel dibutiril AMPcsobre lg inducción ge ALA-S1 ferro
guelatasa mediada gg: ALA
Suspensiones de hepatoc1tos fueron incubadas con las adiciones indicadas.
Las actividades de ALA-S (A) y ferroquelatasa (B) fueron determinadas a
distintos tiempos. Las adiciones fueron: ninguna (o); AIA 1,2 mM(o); di
butiril AMPc 50 uM (A); AIA 1,2 mM+ dibutiril AMPc 50 uM (t). C) Suspen
siones de hepatoc1tos tueron incubadas con (simbolos oscuros) y sin
(simbolos claros) AIA 1,2 mMy con distintas concentraciones de dibutiril
AMPc.Las activMades de ALA-S(OO) y ferroquelatasa (AA) fueron determi
nadas luego de 5 horas de incubación. En todos los casos los resultaods es
tán expresados comoporcentajes respecto de controles no tratados a tiempo
cero. Cada punto representa el promedio t E.S. de 5 (A y B) y 4 (C) experi
mentos.
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Figura gg: Efecto del dibutiril AMPcsobre la inducción ge ALA-S,ferroque
latasa 1 citocromo P-450 mediada EQ: fenobarbital
Suspensiones de hepatoc1tos fueron incubadas con las adiciones indicadas.
Las actividades de ALA-S(A) y ferroquelatasa (B) y el contenido de cito
cromo P-450 (C) fueron determinados a distintos tiempos. Las adiciones tue
ron: ninguna (o); fenobarbital 0,6 mM(O); dibutiril AMPc100 uM (A); feno
barbital 0,6 mM+ dibutiril AMPc100 uM (A). D) Suspensiones de hepatocitos
fueron incubados con (símbolos oscuros) y sin (simbolos claros) fenobarbi
tal 0,6 mMy con distintas concentraciones de dibutiril AMPc.Las activida
des de ALA-S(o) y ferroquelatasa (¡o y el contenido de citOCromo P-450 (aiD
fueron determinados luego de 4 y 2 horas de incubación, respectivamente. En
todos los casos los resultados están expresados como p0rcentajes respecto
de controles no tratados a tiempo cero. Cada punto representa el promedio t
E.S. de 5 (A, B y C) y 4 (D) experimentos.
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Efecto gg actinomicina Q 1 cicloheximida sobre la potenciación causada por
el dibutiril AMPc

En la Tabla XVI se observa que la inducción de las actividades in

ducidas de ALA-Sy ferroquelatasa causadas por dibutiril AMPcmás AIA o fe

nobarbital, fueron total o casi totalmente suprimidas por el agregado si
multáneo de actinomicina D 1 uM o cicloheximida 10 uM. Del mismo modo, la

inducción del contenido de citocromo P-450, mediado por fenobarbital 0,6 mM
más dibutiril AMPc100 uM, fue reprimido por la adición de actinomicina D o
de cicloheximida.

Especificidad del requerimiento gg AMPc
En experimentos anteriores fue demostrado el efecto potenciador

del dibutiril AMPcsobre las inducciones de ALA-S,ferroquelatasa y cito
cromo P-450. Para comprobar la especificidad del requerimiento de AMPcfue

ron ensayados diversos c0mpuestos, análogos y derivados del mencionado nu
cleótido. Dichos compuestos fueron examinados en su capacidad de potenciar

la inducción, 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 AMPcen su estructura fueron capaces de incrementar, significati
vamente, la inducción de ALA-S, ferroquelatasa y citocromo P-450 producida

por fenobarbital. Entre ellos, el análogo metabolizable, 8-bromo-AMPcfue
el más efectivo, mientras que el AMPclo fue en menor grado. Todos los de

más compuestos ensayados no fueron efectivos en la estimulación de la in
ducción por fenobarbital.

Supresión del efecto glucosa
Los resultados representados en la figura 21 indican que el agre

gado de glucosa 30 mMa la suspensión de hepatocitos de ratas normales, im

pidió la inducción de ALA-S y ferroquelatasa mediada por AIA 1,2 mM. Asi

mismo, en la figura 22, se observa que, una concentración 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 Ia pre

sencia de dibutiril AMPc100 uM, junto con glucosa y AIA o fenobarbital,

Suprime el denominado "efecto glucosa", permitiendo la inducción de las ac
tividades de ambas enzimas, del mismo modo que si la glucosa estuviera au
sente.
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Tabla ¿liz Efecto de actinomicina 2.1 cicloheximida sobre la potenciación
pg: dibutiril AMPc

Las actividades de ALA-Sy 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
tán expresados comoporcentajes respecto de controles no tratados a tiem-po
cero y representan el promedio t E.S. de 4 experimentos.

AGREGADOS CONC. ALA-S FERROOUELAIASA CITOCROMU P-450
uM % actividad Z actividad X contenido

110 t 5 108 t 6 75 t 3

Actinomicina D 1 86 t 6 77 t 7 71 t 4

Cicioheximida 10 100 t 6 97 t 6 68 t 3

AIA + 1200
Dibutiril AMPC 100 285 t 13 250 t 12

AIA + 1200
Dibutiril AMPc+ 100
Actinomicina D 1 129 t 9 141 t 10

AIA + 1200
Dibutiril AMPC+ 100
Cicloheximida 10 109 t 4 117 t 5

Fenobarbital + 600
Dibutiril AMPc 100 301 t 14 312 t 15 330 t 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 t 5
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Espec1iic1dad del requerimiento gg AMPc
Suspensiones de hepatocitos fueron incubados con o sin fenobarbital 0,6 mM

y uno de los compuestos indicados. Las actividades de ALA-Sy ferroquelata
sa y el contenido de citocromo P-450 fueron determinados luego de 4 horas y
2 horas de las adiciones, respectivamente. Los resultados están expresados
como porcentajes respecto de controles no tratados a tiempo cero y repre
sentan el promedio t E.S. de 4 experimentos. FB: Fenobarbital.

EQEQL ALA-S FERROQUELATASA CITOCROMO P-450
AGREGADO uM % actividad Z actividad % actividad

-FB +FB -FB +FB -FB +FB

1101 8 2051 9 1081 4 223112 751 3 1271 8

Dibutiril AMPc100 1041 6 301114 1071 5 312115 1521 8 330110

AMPc 200 1051 5 249112 1061 7 272112 1381 7 300119

8-bromo AMPc 100 971 6 368117 1031 6 353116 1531 4 417119

Dibutiril GMPc200 1101 5 215112 1111 8 232118 761 4 1241 8

Dibutiril.UMPc 200 1081 7 203112 971 8 208114 801 5 130+ 6

AMP 200 110110 195111 961 6 220115 771 3 1321 8

GMP 200 1151 5 214112 1001 4 215116 841 5 1141 7

UMP 200 1011 4 2081 6 1021 5 224113 721 4 1261 9

Butirato de Na 200 951 4 222112 1041 4 2101 8 751 4 131110
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Figura gg: Reversión del efecto glucosa por dibutiril AMPc
Suspensiones de hepatocitos de ratas normales fueron incubadas con las adi
ciones indicadas y concentraciones crecientes de dibutiril AMPc.Se deter
minaron las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa despues de 4 horas de in
cubación. Las adiciones fueron: A) AIA 1,2'nfl para ALA-.S(o) y ferroquela
tasa (A); AIA 1,2 mM+ glucosa 30 mMpara ALA-S (o) y ferroquelatasa (A).
B) Fenobarbital 0,6 mMpara ALA-S (O) y ferroquelatasa (A); fenobarbital
0,6 mM+ glucosa 80 mMpara ALA-S (0) y ferroquelatasa (A). Los resultados
están expresados comoporcentajes 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 AMPc50

uMa suspensiones de hepatocitos de ratas normales, conteniendo AIA 1,2 mM,

revirtió la inhibición de la actividad de ferroquelatasa producida por glu
cosa 30 mM,llevándola a valores similares a aquellos obtenidos en suspen

siones celulares en ausencia de glucosa; dibutiril AMPc100 uMfue necesa
rio para causar el mismo efecto sobre Ia actividad de ALA-S.

Por otra parte, en la figura 25 B, se observa que concentraciones
crecientes de dibutiril AMPcrevirtieron el efecto inhibitorio de glucosa
80 mMsobre la inducción de ALA-Sy ferroquelatasa mediada por fenobarbital

0,6 mM, dando valores máximos con una concentración de dibutiril AMPc100

uMy similares a los obtenidos incubando fenobarbital y el nucleótido ci
clico exclusivamente.

La supresión del efecto glucosa fue logrado también, reemplazando
el dibutiril AMPcpor metil isobutil xantina (MIX)o adrenalina. El agrega
do de una de estas sustancias, a las suspensiones de hepatocitos de ratas

normales, junto con glucosa y AIA o fenobarbital, resultó en la inducción
de ALA-Sy ferroquelatasa, similar en magnitud a la inducción producida en
presencia de dibutiril AMPc(Tabla XVIII).

Tabla XVIII: Reversión del efecto glucosa gg: adrenalina 1 fill
Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas con AIA 1,2 mMo fenobarbital

0,6 mMy dibutiril AMPc100 uM y/o glucosa 80 uM y/o adrenalina 20 uM y/o

MIX 20 uM. Las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa fueron determinadas

después de 5 horas de incubación. Los resultados están expresados como por
centajes respecto de controles no tratados a tiempo cero. Cada valor repre
senta el promedio t E.S. de 5 experimentos.

Ag5¿g FERROQUELATASA

AGREGADOS Z actividad % actividad

AIA Fenobarbital AIA Fenobarbital

---- -- 229 t 18 205 t 9 206 t 16 223 t 12

Dibutiril AMPc 280 t 12 301 t 14 250 t 12 312 t 15

Glucosa 122 t 11 128 t 7 129 i 8 160 t 16

Dibutiril AMPc+ Glucosa 265 t 10 263 t 13 231 t 11 289 t 13

Adrenalina + Glucosa 279 t 13 278 t 15 244 t 15 290 t 16

MIX + Glucosa 262 t 17 270 t 14 238 t 10 280 t 21
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DESARROLLO DEL ESTADO DIABETICO EN RATAS Y CONSECUENCIAS SOBRE EL METABO

LISMO DE_L HEMO E_N HEPAlOCIlOS

Evaluación del desarrollo gg la diabetes experimental gn los animales
Fueron considerados diabéticos aquellos animales que, luego de 72

horas de la administración de estreptozotocina (SlZ), poseyeron niveles de
glucosa en suero superiores a 250 mg/dl. Estos animales presentaron, además
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 concentración de glucosa en suero y en hepatocitos, en distintos
intervalos de tiempo luego de la inducción de la diabetes.

Tabla IX: Peso corporal X concentración gg glucosa en suero x gn hepato
citos en ratas normales1 diabéticas
Los resultados están expresados como promedios t E.S. de 16 animales y

preparaciones de hepatocitos diferentes.

DIAS LUEGO DE PESO CORPORAL GLUCOSA SUERO GLUCOSA HEPAÏOCIÏOS

INYECCIONSTZ (g) (mg/dl) (mg/106 hepatocitos)

No Inyec. Inxec. No Inxec. Inxec. No Inxec. Inxec.

5 218! 8 199t10 128i 8 378120 O,23t0,03 O,75t0,08

15 2301 7 1811 9 123i 4 405117 O,2610,02 0,8510,03

30 252t12 176i 6 132t11 454t21 0,29Í0,05 0,9110,06

El peso corporal de las ratas luego de 5 y 15 dias de inducida la diabetes

presentó un descenso del 9 y del 21%, respectivamente, con respecto a los

correspondientes animales controles. A los 30 dias de la inducción, 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 Ia inducción de la
diabetes. El contenido de proteinas de los hepatocitos no fue modificado
luego de 15 dias de la administración de STZ, siendo de 1,56 t 0,21 para

los hepatocitos de ratas normales y de 1,69 t 0,17 para aquellos provenien
tes de ratas diabéticas expresados comomg 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 comoel porcentaje de células que excluyen el a
zul tripan, fue similar al de las preparaciones provenientes de ratas nor
males. Del mismo modo, el decaimiento de la viabilidad con el tiempo de in

cubación 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 dias, del 12% a los 15 dias y cercano al 20% a

los 30 dias de su administración.

Actividades gg 5L5¿g x ferroquelatasa 1 contenidos de citocromo 3:450 x
¿masen hepatocitos gg gatas normales l diabéticas

Los efectos del estado diabético causado por Ia administración de

STZ, sobre enzimas involucradas en Ia biosintesis del hemo fueron estudia
das en hepatocitos de rata. Luego de 15 dias de la administración de STZ,

las actividades basales de ALA-Sy 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. El nivel de esta hemoproteina, en los hepatocitos de ratas
diabéticas, fue 32%más alto que en los hepatoc1tos provenientes de ratas
normales (Tabla XX). En la misma Tabla XX, puede observarse que el conteni

do de AMPcfue incrementado cuatro veces en aquellos hepatocitos preparados
a partir de animales tratados con SlZ.

Tabla ¿1: Actividad gg ALA-S1 ferroquelatasa x contenidos de citocromo
P-450 en hepatocitos gg ratas normales x diabéticas
Las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa y los contenidos de citocromo

P450 y AMPcfueron determinados a tiempo cero de incubación. Los resulta

dos están expresados comopromedios t E.S. de 6 preparaciones diferentes.

HEPAÍOCIÏOS RAIAS HEPAÏOCIÏOS RATAS

NORMALES DIABEÏICAS

ALA-S(Unidades/mg proteina) 0,54 t 0,06 ‘ 0,63 t 0,03

Ferroquelatasa (Unidades/mgproteina) 1,44 t 0,11 1,49 t 0,08
Citocromo P-450 (nmoIeS/IO6 hepat.) 0,25 t 0,02 0,33 t 0,02
AMPc(pmoles/mg proteina) 6,2 t 0,5 24,1 t 1,5
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INDUCCIONQE LA BIOSINIESIS EEE figgg g! HEPATOCITOSgg BALA; DIABETICAS

Una vez desarrollado el estado diabético en los animales de expe

rimentación, se estudió la inducción de enzimas de la biosintesis del 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 AMPcde los hepatocitos, tanto en ratas normales como diabéti
cas, y su relación con el desarrollo y grado de inducción del mencionado
camino metabólico. Para ello, fue utilizado el fenobarbital como inductor
de Ia biosintesis del hemo. Se estudió también la acción del dibutiril AMPc

sobre Ia inducción por fenobarbital y el efecto de la glucosa sobre dichas
inducciones. Se presentan los resultados obtenidos en hepatocitos de ratas
diabéticas y posteriormente se resumen los resultados mas importantes com

parándolos con los obtenidos en hepatocitos de animales normales.

Inducc1óngg 5L5¿áx ferroquelatasa en hepatocitos gg ratas diabéticas
En la figura 26 se representan las curvas de tiempo correspondien

tes a la inducción de las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa con teno

barbital y con fenobarbital más dibutiril AMPcen hepatocitos de ratas dia
béticas.

De Ia observación de la figura 26 y de su comparación con Ia figu

ra 24 A y B, surge que las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa son incre
mentadas más rápidamente por la adición de fenobarbital en los hepatocitos

de ratas diabéticas que en los de ratas normales. También la magnitud de la

inducción es superior en aquellos, no observándose efecto potenciador algu
no por el agregado de dibutiril AMPc100 uMjunto con el fenobarbital. Al

igual que en hepatocitos de ratas normales, el agregado de dibutiril AMPc

100 uM, sólo, a la suspensión de hepatocitos diabéticos, no tuvo ningún e
fecto sobre la actividad de ALA-Sy ferroquelatasa durante 5 horas de incu
bación.

Inducción del contenido gg citocromo P-450 gg hepatoc1tos gg ratas diabéti
cas

Ya fue 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 inducción por
fenobarbital también presentó caracteristicas disimiles entre hepatocitos



149

350 A B "35°

v 300 3
300- É

¿É250- 4502
g ¿g
N C

5 200d 'ZOOÏ
‘s 2

-1505
g 150“ i:
>° g

‘7’ 1oo-L E1005< . i E
a. 0‘ I l I ' 1 ' ' ¡ oo1232éó12345

tiempo (horas)

Figura gg: Efecto gel fenobarbital x dibutiril AMPcsobre ¿gg actividades
gg ALA-S1 ferroquelatasa gg hepatocitos gg ratas diabéticas
Suspensiones de hepatoc1tos de ratas diabéticas fueron incubadas con las
adiciones indicadas. Las act1v1dades de ALA-S(A) y ferroquelatasa (B) fue
ron determinadas a distintos tiempos. Las adïcïones fueron: ninguna (O);
fenobarbital 0,6 mM(A); fenobarbital 0,6 mM+ dibutiril AMPc100 uM (l).
Los re5ultados están expresados como porcentajes respecto de controles no
tratados a tiempo cero. Cada punto es el promedio t E.S. de 6 experimentos.
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normales y diabéticos.

En Ia figura 27 puede observarse que si bien hay una disminución

del contenido de citocromo P-450 en hepatocitos de ratas diabéticas, este
es de sólo un 30% luego de 6 horas de incubación, mientras que Ia disminu

ción es de un 65% en los hepatoc1tos de ratas normales (ver figura 24 C).

El agregado de fenobarbital a la suspensión de hepatocitos produjo un au
mento en el contenido de citOCromo P-450 que es maximo a las 2 horas, pero

de una magnitud mucho mayor que la observada en hepatocitos de ratas norma

les (ver figura 24 C).

En la misma rigura 27, se observa que el agregado de dibutiril

AMPc100 uMjunto con el fenobarbital a Ia suspensión de hepatocitos de a

nimales diabéticos, no causó ningún efecto potenciador sobre el contenido
de citocromo P-450 por sobre el ya logrado con el fenobarbital sólo, poten
ciación que si es observada en hepatocitos de ratas normales (ver figura 24
C).

Efecto gg la glucosa sobre la inducc1óngg ALA-S,ferroquelatasa 1 citocro
mo3:529 en hepatoc1tos gg ratas diabéticas

Los resultados de los experimentos dirigidos a examinar el efecto
de la glucosa sobre Ia inducción de la actividades de ALA-Sy ferroquelata
sa y del contenido de citocromo P-450 mediado por fenobarbital en hepatoci

tos de ratas diabéticas, se representan en la figura 28.
En esta figura se muestra que, a diferencia de lo observado en he

patocitos de ratas normales (ver figura 22 D), la presencia de glucosa, en
concentrac10nes entre 10 y 160 mM, no modificó la inducción de ALA-Sy fe

rroquelatasa causadas por fenobarbital 0,6 mMo por fenobarbital más dibu
tiriI AMPc 100 uM.

En Ia misma tigura 28 se observa que el contenido de citocromo

P-450, inducido por fenobarbital o fenobarbital mas dibutiril AMPc,tampoco

fue alterado por la presencia de glucosa en cualquiera de las concentracio
nes ensayadas. Este resultado coinCide con Io observado en hepatocitos de

ratas normales (ver figura 22 D).
Los valores basales de las actividades de ALA-Sy terroquelatasa y

del contenido de citocromo P-450 no son alterados por la presencia de glu
cosa, sóla, en concentraciones entre 10 y 160 mMen el medio de suspensión
de Ios hepatocitos de ratas diabéticas.
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Figura ¿1: Efecto gel fenoDarb1taI l dibutiril AMPcsobre el contenido gg
citocromo P-450gg hepatocitos gg ratas diabéticas
Suspensiones de hepatoc1tos de ratas diabéticas rueron Incubadas con las
ad1c10nes 1n01cadas. El contenido de c1tocromo P-450 fue determInado a dis
tintos tiempos. Las ad1ciones fueron: n1nguna (o); fenobarbital 0,6 mM(O);
dibutï'ril AMPc100 uM (A); fenobarbital 0,6 mM+ dibutiril AMPc100 uM (A).
Los resultados estan expresados como porcentajes respecto de controles no
tratados a tiempo cero. Cada punto representa el promedio t E.S. de 5 expe
rimentos.
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Figura gg: Efecto gg ¿g glucosa sobre 1g inducción gg ALA-5,ferroquelatasa
1 citocromo P-450 gg hegatoc1tos gg ratas diabéticas
SuspenSIOnes de hepatoc1tos de ratas diabéticas fueron incubadas con feno
barbital 0,6 mM(CM o con fenobarbital O, 6 mM+ dibutiril AMPc100 uM (O)
y distintas concentraciones de glucosa. Las actividades de ALA-S(A) y fe
rroquelatasa (B) fueron determinadas a las 4 horas. El contenido de cito
cromo P-450 (C) fue determinado a las 2 horas. Los resultados están expre
sados comoporcentajes respecto de controles no tratados a tiempo cero. Ca
da punto representa el promedio t E.S. de 4 experimentos.
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ACTIVIDADES QE ALA-S l FERROOUELAÏASA.1 CONTENIDOQE CIÏOCROMO P-450. EFEC

IQ QE FENOBARBIÍAL, GLUCOSA l DIBUllRlL AMPC. COMPARACION ENTRE HEPATOCITOS

QE RATAS NORMALESl DIABEÏICAS

En la figura 29 se comparan los resultados obtenidos en hepatoci

tos de ratas normales y diabéticas sobre Ia inducción de ALA-S,ferroquela
tasa y citocromo P-450. Se puede observar, que las inducciones de las acti
vidades de ALA-Sy ferroquelatasa y del contenido de citocromo P-450, me

diados por fenobarbital, fueron de mayor magnitud en los hepatocitos de

animales diabéticos, alcanzando valores que sólo se lograron, en hepatoci
tos normales, con el tratamiento conjunto del barbitúrico con dibutiril
AMPc.Este nucleótido ciclico, que en hepatocitos normales potencia la ac
cion inductora del fenobarbital sobre ALA-S, ferroquelatasa y citocromo
P-4bU, no tuvo ningún efecto en los hepatocitos de ratas diabéticas.

El efecto inhibitorio de la glucosa ejercido sobre las activida
des, indUCidas por fenobarbital, de ALA-Sy ferroquelatasa en hepatocitos
normales, no se manifiesta en los diabéticos, manteniéndose invariable la

inducción causada por el barbitúrico, aun por el agregado conjunto de dibu
tiril AMPC.Obviamente, al no haber "efecto glucosa" en los hepatocitos de
animales diabéticos, no se encuentra el efecto de reversión del dibutiril
AMPc,que si se manifiesta en los hepatocitos de ratas normales.

EFEClU QE AGENTES MODULADORESQE NIVELES INÏRACELULARES QE ¿NES EN HEPATO

ELLQS QE 5515; NORMALES1 DIABEllCAS

Para examinar con mayor profundidad el papel del AMPcen la regu

lación de Ia biosintesis del hemo, fueron determinados los efectos causados
por la variaCión de los niveles intracelulares de AMPc,en hepatocitos de
ratas normales y diabéticas, sobre las actiVidades de ALA-Sy 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

máximo o minimo, respectivamente, luego de 1 ó 2 horas de incubación.

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

tos de ratas normales conteniendo fenobarbital 0,6 mM, produjo un efecto
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Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas con las adiciones indicadas.
Las actividades de ALA-S(A) y ferroquelatasa (B) fueron determinadas luego
de 4 horas de incubación. El contenido de citOCromo P-450 fue determinado
luego de 2 horas de incubac16n. Los resultados estan expresados como por
centajes respecto de controles no tratados a tiempo cero. Las barras repre
sentan el promedio de 4 experimentos y las lineas verticales el E.S. co
rrespondiente. Hepatoc1tos de ratas normales ([3 ) y diabéticas (II ).
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similar al del agregado del dibutiril AMPc,causando la estimulación de las

actividades de ALA-Sy ferroquelatasa y del contenido de citOCromo P-450
inducidos por tenobarbital (Tabla XXI). Los efectos estimulatorios sobre

las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa fueron suprimidos totalmente por
la presenCia de cicloheximida 10 uM, mientras que Ia inducción sobre el
contenido de c1tocromo P-450 se mantuvo en alrededor de un 20% cuando esta

ba presente el inhibidor de sinteSIS proteica.
Por otra parte, el agregado de adrenalina o forskolina, junto con

fenobarbital, a suspenSiones de hepatocitos de ratas diabéticas, no modifi
có el nivel de inducción de dichas enzimas y de Ia hem0proteina, causada
por el barbitúrico (labla XXI).

La presencia de adrenalina o torskolina en las suspensiones de he
patoc1tos, Sin fenobarbital, no modificaron los niveles basales de las ac

tividades de ALA-Sy ferroquelatasa y del contenido de citOCromo P-450.

En la misma [abla 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 gg inhibidores ge fosfodiesterasa
AI igual que en el caso anterior, Ia adición de MIXo papaverina a

suspensiones de hepatocitos de ratas normales, simultáneamente con fenobar
bital 0,6 mM,produjo un efecto semejante al del dibutiril AMPc,sobre las

inducciones de ALA-S,ferroquelatasa y citocromo P-450 mediadas por el bar
bitúrico (Tabla XXII). Del mismo modo, las inducciones de ALA-Sy ferroque

latasa por tenobarbital y MIXo papaverina, fueron suprimidas totalmente
por cicloheximida 10 uM, mientras que el contenido de citocromo P-450 dis

minuyó en un 80% respecto del inducido con fenobarbital y MIXo papaverina.

No hubo cambios en las inducciones de ALA-S, ferroquelatasa y ci

tocromo P-450, mediadas por tenobarbital, cuando MIXo papaverina tueron a

gregados a suspensiones de hepatocitos de ratas diabéticas (Tabla XXII).
La presencia de MIXo papaverina en las suspensiones de hepatoci

tos, sin fenobarbital, no modificaron los niveles basales de las activida
des de ALA-Sy ferroquelatasa y del contenido de citocromo P-450.

Se observa que los niveles de AMPcen hepatocitos de ratas norma

les y diabéticas fueron elevados significativamente por los inhibidores de
fosfodiesterasa utilizados (Tabla XXII).
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Tabla lll: Efecto gg activadores gg adenilato ciclasa
Supen510nes de hepatocitos de ratas normales y diabéticas fueron incubados

con los agregados indicados. Se determinaron las actividades de ALA-Sy fe
rroquelatasa luego de 4 horas de incubación y los contenidos de citocromo
P-450 y AMPcluego de 2 horas de incubación. 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; DBT:Hepatocitos ratas diabéticas; FB: Fenobarbital; dibu
tAMPc: dibutiril AMPc.

ALA-S Fe-QUELATASA CIT.P-450 AMPc
AGREGADOS CONC. Z actiVidad % actividad Z contenido pmoles/mg protmamupflumum

--- 110t5 103t8 108t6 101t7 75t3 94t5 6,2 24,1

FB 600 205t9 315t17 223i12 340121 127t8 320124 9,2 43,7

FB + 600
dibutAMPc 100 301t14 325118 312115 335119 330110 350t25

Adrenalina 20 10616 98t4 102t7 101t6 16315 175t9 33,6 51,9

FB + 600
Adrenalina 20 313t20 320117 305114 330121 355118 350t19 38,2 37,9

Forskolina 10 124t10 10/t9 9716 10917 172t5 170t6 37,0 53,0

FB + 600
Forskolina 10 308t19 311t18 324t16 318t19 337t15 348t23 34,0 55,0



Tabla ¿[Liz Efecto gg inhibidores de fosfodiesterasa
Suspensiones de hepatocitos de ratas normales y diabéticas fueron incuba

dos con los agregados indicados. Se determinaron las actividades de ALA-S
y ferroquelatasa luego de 4 horas de incubación y los contenidos de cito
cromo P-450 y AMPcluego de 2 horas de incubación. 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. Z actiVidad Z actividad % contenido pmoles/mg protuMumnmuMum
--- 110t5 103t8 10816 10117 75t3 9415 6,2 24,1

FB 600 205i9 315t17 223t12 340121 127t8 320t24 9,2 43,7

FB + 600
dibutAMPc 100 301t14 325t18 312t15 335t19 330t10 350125

MIX 20 108t5 111t7 107t6 98:6 150t10 164t11 17,9 48,8

FB + 600
MIX 20 295t18 319i20 292t15 329t17 300115 338t21 19,4 39,3

Papaverina 15 96:4 10416 106t6 112t5 165t8 168111 33,6 50,6

FB + 600

Papaverina 15 30/t21 323t22 341t25 340118 335113 346122 35,0 53,1
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Efecto gg un inhibidor gg adenilato ciclasa x un activador gg fosfodieste
rasa

En la Tabla XXIII estan expuestos los resultados obtenidos con

sustancias que disminuyen los niveles intracelulares de AMPc,ya sea por
inhibición de adenilato ciclasa (aloxano) o bien a través de la activación
de Ia fosfodiesterasa (imidazol).

En hepatocitos de ratas normales, se observa que dichas sustancias
disminuyeron, significativamente, el grado de inducción de ALA-Sy ferro
quelatasa y sólo ligeramente el de citOCromo P-450, mediado por fenobarbi

tal 0,6 mM,en forma paralela a la disminución producida en los niveles in

tracelulares de AMPc.En ausencia de fenobarbital, tanto el aloxano comoel
imidazol o ambos, no modificaron las actividades basales de las enzimas,
mientras que, con respecto al citocromo P-450, el descenso de los niveles

de AMPcprovocó una pérdida acentuada de esta hemoproteina, en presencia o
ausencia de tenobarbital.

En experimentos con hepatocitos provenientes de ratas diabéticas,
sólo el agregado del aloxano e imidazol simultáneamente con el barbitúrico,
causaron una disminución parcial de la inducción de ALA-S,ferroquelatasa y
citocromo P-450 (Tabla XXIII). En ausencia de fenobarbital, aloxano e imi

dazol sólos o agregados simultáneamente, no produjeron modificaciones apre
ciables en los niveles basales de ALA-S,ferroquelatasa y citocromo P-450
en hepatocitos de animales diabéticos.

EFECTO g LA ADENOSINASOBREfi lNUUCCIONESD_EALA-s, FERRUQUELAIASA1Q

TOCROMOP-450, MEDIADOS m FENOBARBITAL 1 DIBUTIRIL AMPc, E_N HEPATOCIIOS

g RAlAS NORMALtS1 DIABEHCAS

La adenOSina presentó un efecto inhibitorio sobre las inducciones
de ALA-S,ferroquelatasa y citocromo P-450 en hepatocitos de ratas normales
y diabéticas.

tn la Tabla XXIVpuede observarse que, si bien la adenosina sola
en el medio de incubación no tiene efecto sobre los niveles basales de ALA

S, ferroquelatasa y citocromo P-450, es capaz, en presencia de fenobarbital
o fenobarbital más dibutiril AMPc,de suprimir, en gran parte, el efecto
inductor y potenciador de estas sustancias, ya sea en hepatocitos de ratas
normales comodiabéticas.
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Tabla XXIII: Efecto gg aloxano e imidazol
Suspensiones de hepatocitos de ratas normales y diabéticas fueron incuba

dos con los agregados indicados. Se determinaron las actividades de ALA-S
y ferroquelatasa luego de 4 horas de incubación y los contenidos de cito
cromo P-450 y AMPcluego de 2 horas de incubación. Los porcentajes se ex
presan respecto de controles no tratados a tiempo cero y representan el
promedio 1 E.S. de 4 experimentos.
Fe-Quelatasa: Ferroquelatasa; Cit.P-450: Citocromo P-450; N: Hepatocitos

ratas normales; DBT:Hepatoc1tos ratas diabéticas; FB: Fenobarbital.

ALA-S Fe-QUELAIASA CIT.P-450 AMPc

AGRtGADOSCONC. Z actividad Z actividad Z contenido pmoles/mg protumamumumuw
--- 11015 10318 10816 10117 7513 9415 6,2 24,1

FB 600 20519 315117 223112 340121 12/18 320124 9,2 43,7

Aloxano 100 11314 11413 9515 11016 6613 9916 3,8 10,4

FB + 600

Aloxano 100 14617 329120 16118 322121 114+7 308118 3,9 8,7

Imidazol 100 10818 9515 9916 9816 7015 10116 3,1 7,9

FB + 600
Imidazol 100 13218 331119 14219 337122 11216 313120 3,3 8,4

Aloxano + 100
Imidazol 100 8814 8516 98+9 90+7 65+4 8416 2,8 5,0

FB + 600
Aloxano 100
Imidazol 100 11217 244118 115113 317120 10815 213113 2,9 5,1
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Tabla XXIV:Efecto gg la adenosina sobre las actividades de ALA-S1 ferro
guelatasa 1 el contenido gg citocromo P-450 gg hepatocitos de ratas norma

les x diabéticas
Suspensiones de hepatocitos fueron incubadas con las adiciones indicadas.

Se determinaron las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa, después de 4
horas y el contenido de citocromo P-450, después de 2 horas de incubación.
Los resultados estan expresados en porcentajes respecto de controles no
tratados a tiempo cero y representan el promedio 1 E.S. de 4 experimentos.
N: Hepatocitos de ratas normales; DBT:Hepatocitos de ratas diabéticas.

ALA-S FERROQUELATASA CITOCROMO P-450
AGREGADOS CONC. x activ1dad X actividad X contenido

uM u m u M u 281

11015 10318 10816 10117 7513 9415

Fenobarbital 600 20519 315117 223112 340121 12718 320124

Adenosina 500 8717 119110 9316 9115 6914 8514

Fenobarbital + 600
Adenosina 500 137+10 156112 11419 162113 9516 19/19

Fenobarbital + 600
Dibutiril AMPc 100 301114 325118 312115 335119 330110 350125

Fenobarbital + 600
Adenosina + 500
Dibutiril AMPc 100 150111 161110 14817 169114 11017 210118
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CONTENIDO QE AMPC É! HEPAÏOCIÍOS QE RAÏAS NORMALESl DIABEÏICAS. EFECIO QE

FENOBARBITAL Y GLUCOSA

En la figura 30 se exponen los resultados de los experimentos ten

dientes a examinar Ia influenCia del fenobarbital y de la glucosa sobre el
contenido de AMPcen los hepatoc1tos normales y diabéticos.

La presencia de fenobarbital 0,6 mMen el medio de incubación cau
só un inCremento del contenido de AMPC,superior al 50%, en hepatocitos de

ratas normales, obteniéndose un máximoentre las 2 y 3 h0ras de incubación

(figura 30 A). En experimentos anteriores fue demostrado que el contenido

de AMPCen los hepatocitos de ratas diabéticas, es 4 veces más alto que en

los de ratas normales (labla XX). La adic16n de fenobarbital 0,6 mMincre

mentó el contenido del nucleótido cíclico, en hepatocitos de ratas diabéti
cas, a valores cercanos al doble de los controles no tratados, luego de 3
horas de incubación, para luego ir descendiendo hasta niveles similares a
los controles a las b horas (figura 30 B).

La adición simultánea de glucosa 80 mMy fenobarbital 0,6 mMsu

primió totalmente el ascenso en eI 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 sólo un 35%cuando dichos hepatoc1tos fueron incubados con glu

cosa 80 mMjunto con el barbitúrico (figura 30 B).

INCORPORACIOND_ELEUClNA-LH3] ¿Egg PROTEINAS D_EHEPAIOCITOS pg RAIAS NOR

MALES 1 DIABEHCAS

En la siguiente serie de experimentos fueron estudiados los efec
tos del fenobarbital, dibutiril AMPC,glucosa y el de las sustancias que
varian los niveles endógenos de AMPc,sobre la sinteSis de proteinas en he

patocitos de ratas normales y diabéticas. La bioslntesis de proteinas fue

determinada como la incorporación del aminoácido [4-5 H3J-Ieuc1na en las
proteinas totales de los hepatocitos en incubaciones hasta 5 horas.

En la Tabla XXVse observa que ninguna de las sustancias conside

radas modificó la incorporación de la leucina-[H3] en las proteinas de los
hepatocitos ya sea que provinieran estos de ratas normales comodiabéticas.
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Figura ¿Q2 Contenido d_eAMPcg hegatocltos gg ratas normales x dlabétlcas.
Suspensiones de hepatocitos de ratas normales (A) y dlabéticas (B) fueron
incubadas con las adiciones indicadas. El contenido de AMPcfue determinado
a distintos tiempos. Las adiciones fueron: ninguna (00); fenobarbital 0,6
mM(AI); fenobarbital 0,6 nN + glucosa 80 ¡1M(DA). Cada punto representa
el promedio t E.S. de 4 experimentos.
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Tabla XXV: Incorporación gg [H3J-leucina gg grotelnas gg hepatoc1tos gg
ratas normales dlabéticas _ i
Suspensiones dí hepatocltos de ratas normales (N) y dIaDétïcgs (DBl) fue

ron incubados con los agregados indicados y 10 uC1 de [4,5-H ]-leuc1na. A
los tiempos indicados, se determinó la radloact1v1dad 1ncorpora0a a las
proteínas en allcuotas de 1 ml de suspensión de hepatOCItOS, segun se 1n
dica en Materiales y métodos. Los resultados se expresan como pmoles de
leuclna tritiada incorporada/106 hepatoc1tos y representan el promed10de
3 experimentos.

AGREGADOS CONC. TltMPO DE INCUBACION (HORAS)
_________ .7]í__

1 2 3 4 5

N 4,49 9,54 12,58 16,97 20,86
981 4,15 10,34 12,01 16,55 20,00

Fenobarbital 600 fl 4,79 10,10 13,70 17,34 22,14
281 4,28 10,15 13,14 17,15 21,55

Dibutiril AMPc 100 .fi 4,14 9,60 14,00 18,05 20,18
081 5,08 10,74 13,80 17,85 20,75

Fenobarbital + 600 fl 4,16 11,31 13,40 17,15 20,43
Dibut1r1l AMPc 100 981 4,93 11,18 13,45 16,90 20,84

Glucosa 80 mM .fl 4,54 9,38 12,95 16,74 20,57
981 4,38 10,40 12,50 17,10 20,45

FenobarDItal + 600 N 3,97 9,90 12,90 16,95 20,80
Glucosa 80 mM DÉT 4,71 9,15 14,00 17,80 21,44

Adrenalina 20 N 4,43 10,04 12,73 18,10 21,54
081 4,54 9,35 12,70 15,54 21,92

Fenobarbïtal + 600 g 4,07 10,72 13,40 17,50 20,30
Adrenalina 20 gg; 4,19 10,19 13,10 17,85 20,95

MIX 20 g 4,09 10,94 13,70 17,53 21,48
081 4 15 10,70 13,00 17,83 21,78

Fenobarbital + 500 y 4,20 10,00 13,75 17,14 21,92
MIX 20 081 4,53 9,80 13,80 18,15 22,40

Aloxano + 100 g 4,93 9,73 12,79 17,20 22,10
lmidazol 100 DBT 4,54 9 70 13,40 17,90 22,00

Fenobarbital + 600
Aloxano + 100 i! 4,19 11,00 12,96 16,85 21,50
Imidazol 100 10,59 12,55 17,15 21,95G W — D a w N



164

CURVAS OE TltMPO OE ¿gs EFEClOS Ogg FENOBARBITAL SOBRE LA; ACTIVIDADES OE

ALA-S 1 FERROOUELATASA, LOS CONTENIDOS OE CITOCROMO P-450 1 AMPc 1 LA SIN

TESIS OE PROTEINAS EN HEPAÏOCIÏOS OE RATAS NORMALES1 OIABETICAS

En la figura 31 se representan, en función del tiempo, los efectos
del fenobarbital sobre las activ1dades de ALA-Sy ferroquelatasa, los con
tenidos de citocromo P-450 y AMPcy la incorporación de Ieucina tritiada a
proteinas. Se observa que tanto en hepatocitos de ratas normales comodia

béticas, el aumento en el contenido de AMPcy citocromo P-450, precedió

siempre a las inducciones en las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa.
La velocidad de inc0rporaCTón de leucina tritiada a las proteinas,

no fue alterada por el fenobarbital hasta, por Io menos, las 5 h de incuba
ción.

DISTRIBUCION SUBCtLULAR gg ALA-S EN HEPAIOCIÍOS OE RATAS NORMALES1 DIABE

TICAS

EI agregado de fenobarbital 0,6 mMa la suspensión de hepatocitos

provenientes de ratas normales, produjo un incremento en la actividad espe
cifica de ALA-Sen el homogenato y en ambas fracciones: mitocondrial y ci

tosólica. Sin embargo, en esta última el incremento fue más elevado (Tabla
XXVIA). Cuando las incubaciones fueron realizadas con dibutiril AMPc100

uMjunto con la droga porfirinogénica, la actividad de ALA-Sfue aumentada

a valores aun más elevados en homogenato y tracción mitocondrial con un

descenso paralelo de Ia actividad en Ia fraCCTón citosólica (Tabla XXVIA).

La presencia de glucosa 80 mMen la suspensión de celulas, junto con feno
barbital, disminuyó la actividad especifica de ALA-Sa valores similares a
los del control, en homogenato y en ambas fracciones subcelulares. La adi
ción, en este caso, de dibutiril AMPcrevirtió el efecto inhibitorio de la
glucosa, dando valores semejantes a los observados sin la adición del mono
sacárido (Tabla XXVIA). La presenCTa de glucosa 80 mMo dibutiril AMPc100

uM solos en el medio de incubación, no modificaron los niveles basales de
actividad especifica de ALA-S.Los resultados obtenidos en hepatocitos de
ratas diabéticas se resumen en la Tabla XXVIB. La presencia de fenobarbi

tal 0,6 mMprodujo un aumento mayor de Ia actividad de ALA-Sque el obteni

do en hepatocitos normales, observándose una mayor acumulación en la frac
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Figura fl: CurvaQ tiempogglo_s efectos fi 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 renobarbital 0,6 rrM.Las actividades de ALA-S(.0) y ferroquelata
sa (AA) y el contenido de citocromo P-450 (ID) fueron determinados a dis
tintos tiempos (A y B). Los contenidos de AMPc‘Íclico (OO) y la incorpora
ción de Ieucina-H3 a las proteinas (gráfico de barras) fueron determinadas
a distintos tiempos (C y D). Los resultados correspondientes a ALA-S, fe
rroquelatasa y citocmmo P-450 están expresados como porcentajes respecto
de controles no tratados a tiempo cero y cada punto representa el promedio
t E.S. de 5 experimentos. Los resultados referidos al contenido de AMPcre
presentan el promedio t E.S. de 4 experimentos y los referidos a la incor
poración de Ieucina el promedio de 3 experimentos.
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Tabla XXVI:Distribución subcelular gg ALA-Sgg hegatocitos gg ratas nor
males 1 diabéticas __—
Suspensiones de hepatocitos de ratas normales (A) y diabéticas (B), fueron

incubadas con los agregados mencionados. Luego de 4 horas de incubación fue
determinada la actividad de ALA-Sen un homogenato de los hepatocitos y en
la fracción mitocondrial y citosólica de los mismos, según 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 HOMOGENAIO MITOCONDRIAS CIlOSOL

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 t 0,07 2,16 t 0,19 0,57 t 0,05

Glucosa 80 mM 0,47 t 0,05 0,63 t 0,03 0,28 t 0,02

Fenobarbital + 600
Glucosa 80 mM 0,52 t 0,04 0,76 t 0,06 0,33 t 0,02

Fenobarbital + 600
Dibutiril AMPC+ 100
Glucosa 80 mM 1,25 t 0,25 2,05 t 0,09 0,74 t 0,03

Tabla XXVI B:

AGREGADOS CONC. ALA S (nmoles ALA/mg proteina/30 minutos)
uM HÜMOGENAIO MIIOCONDRIAS CITOSOL

0,47 t 0,04 0,80 t 0,08 0,21 t 0,02

Fenobarbital 600 1,38 t 0,12 2,35 t 0,09 0,53 t 0,04

Dibutiril AMPc 100 0,51 t 0,07 0,83 t 0,07 0,22 t 0,03

Fenobarbital + 600
Dibutiril AMPc 100 1,34 t 0,11 2,60 t 0,19 0,40 t 0,03

Glucosa 80 mM 0,45 t 0,05 0,90 t 0,08 0,18 t 0,02

Fenobarbital + 600
Glucosa 80 mM 1,39 t 0,11 2,15 t 0,15 0,32 t 0,04

Fenobarbital + 600
Dibutiril AMPc+ 100
Glucosa 80 mM 1,32 t 0,14 2,18 t 0,17 0,56 t 0,05
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ción mitocondrial, contra lo observado en los hepatocitos normales. La adi
ción de glucosa y/o dibutiril AMPc,junto con el fenobarbital, no varió es
tos resultados.
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La ferroquelatasa, la última enzima del camino biosintetico del
hemo, cataliza la inserción del ión ferroso en protoporfirina IX para for
mar protohemo. Diversos estudios demostraron que la incorporación de cobal
to en porfirinas es enzimática y que estaria catalizada por la cobaltoque
latasa (156, 158, 423). Algunos autores han sugerido la posibilidad que
sean dos diferentes enzimas las que catalizan la inserción de estos metales
divalentes, aunque otros postularon la existencia de una sola proteina en
zimática con afinidad para ambos iones metálicos.

Desde su descubrimiento la ferroquelatasa ha sido estudiada en una
gran variedad de organismos y tejidos, y en los últimos años 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
zimáticas de ferro- y cobaltoquelatasa de higado 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 proteinas enzimáticas diferentes están
involucradas en la incorporación de los iones hierro(II) y cobalto(II) en
mesoporfirina.

La enzima ferroquelatasa es una proteina unida a la membrana in
terna mitocondrial (168). Debido a esto, el primer paso para la purifica
ción de la ferro- y cobaltoquelatasa, luego de producida la ruptura de las
mitocondrias, consistió en encarar la solubilización de la proteina enzimá
tica. Por aplicación de radiación ultrasónica (figura 1) no se produce un
aumento significativo de actividad de ferro- y cobaltoquelatasa, si bien
luego de 30 seg de su aplicación, se solubilizan más del 90%de las protei
nas; tiempos más largos de sonicación causan la disminución de ambas acti
vidades enzimáticas. Esta inactivación puede ser debida a la acción de ra
dicales libres que se forman durante la irradiación ultrasónica en sistemas
acuosos, como postularon Swansony col.(424). Por otra parte, este método
de dispersión produce una disociación inespecifica y general de las estruc
turas lipoproteicas que puede ser causa de inactivación en enzimas estre
chamente unidas a lípidos, comoseria el caso de la ferroquelatasa.

Dailey (157), solubilizó ferroquelatasa de Spirillum intersonii
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utilizando agentes caotrópicos. Estos compuestos producen la desestabiliza
ción de la membrana debido a que provocan un desordenamiento de las molécu

las de agua, debilitando las interacciones hidrofóbicas, y también por dis
minución de la barrera entrópica para la transferencia de componentes apo
lares de la membranaa la fase acuosa (425). Sin embargo, nuestros resulta
dos no muestran un aumento significativo en la solubilización de ferro- y
cobaltoquelatasa con los agentes caotrópicos utilizados. Estos resultados
indicarian que la proteina enzimática se encuentra estrechamente ligada a
la fase apolar de la membranaa través de una porción de la cadena polipep

tidica que formaria un "dominio" hidrofóbico. Esto es, utilizando la clasi
ficación de Singer y Nicolson (426), la ferro- y cobaltoquelatasa seria una
proteina de membranacon caracteristicas más cercanas a las intrínsecas o

integradas que a las periféricas o extrinsecas, ya que éstas son, general
mente, liberadas por bajas concentraciones de moléculas caotrópicas, mien
tras que aquellas sólo son solubilizadas por acción de detergentes.

En base a esta hipótesis, se utilizaron distintos detergentes para
solubilizar la ferro- y cobaltoquelatasa. Unosolo de los ensayados, Tritón
X-100 (figura 4), produce un aumento importante de las actividades recupe
radas en la fracción soluble. Los otros detergentes utilizados, tanto los
no iónicos Tween 20, Lubrol HXy Lubrol PX (figura 3) y el iónico, deoxico

lato de sodio (figura 2), son inefectivos o bien provocan una disminución
de ambas actividades enzimáticas.

Esta especificidad por un determinado detergente es significativa
y adquiere importancia para la caracterización de ferro- y cobaltoquelatasa
en sus estados nativos. Un detergente es un compuesto anfifilico con la
propiedad de desestabilizar la estructura de las membranasbiológicas por
solubilización de los lípidos (427). Hay una gran cantidad de detergentes
de diferentes estructuras que producen la solubilización diferencial de li
poproteinas. Los factores determinantes de esa solubilidad diferencial son,
entre otros, las cargas que posea la molécula de detergente, el largo de la
cadena hidrofóbica, la rigidez o flexibilidad de ésta, etc.(428, 429).

Por otra parte, la compleja estructura de la proteina dentro de la
membrana, está organizada en una forma opuesta a la de las proteinas solu
bles: la superficie exterior de la proteina está cubierta con grupos hidro
fóbicos mientras que las uniones no covalentes entre porciones diferentes
de la cadena polipeptidica involucra principalmente aminoácidos hidrofili
cos (430). Tal estructura sólo puede permanecer termodinámicamente estable



mientras el ambiente hidrofóbico sea el c0rrecto, por lo tanto cualquier
reactivo usado para desestabilizar la bicapa lipidica y solubilizar la pro
teina, puede llevar a su desnaturalización.

Es por ello que, el hecho que la ferro- y cobaltoquelatasa hayan

sido solubilizadas, sin pérdida de actividad, sólo por uno de los detergen
tes y con un tratamiento prolongado, es coherente con la hipótesis de que
estas actividades enzimáticas se encuentran en una proteina estrechamente
ligada a lípidos de membranay que su actividad depende de la conservación

de un entorno hidrofóbico detrminado, con una composición lipidica caracte
ristica.

La mayor parte de los métodos publicados de purificación de ferro
quelatasa de higado de vertebrados, coinciden en la utilización de un de
tergente especifico frente al fracaso de otros (164, 170, 173).

El éxito en la solubilización de ferro- y cobaltoquelatasa, resi
diria en la correcta elección de un detergente que no modifique el entorno
lipidico de esta proteina o que, por su estructura, pueda suplir, al menos
parcialmente, el núcleo hidrofóbico necesario para el mantenimiento de la
actividad enzimática o ambas cosas.

Esta hipótesis estaria abonada por los resultados indicados en las
Tablas II y III. Las fracciones solubilizadas con Tritón X-lOO2,5% y some
tidas a diálisis o ultrafiltración presentan actividades de ferro- y cobal
toquelatasa drásticamente disminuidas. Roodyn (431) ha demostrado que el
tratamiento de diálisis debilita las interacciones proteina-lipido y prote
ina-detergente, produciéndose de este modola desnaturalización de ciertas
proteinas de membranasmitocondriales.

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 ningún agregado. Sin embargo la fracción precipitada con sulfa
to de amonio y, más aún, el eluido de Sephacryl 5-300 es mucho menos esta

ble. Luego de 24 horas, la actividad de ferro- y cobaltoquelatasa de la
fracción purificada es indetectable. Esto estaria ligado al menorcontenido
lipidico de estas fracciones con respecto a las primeras y por ende a su
progresiva, pero rápida, desnaturalización.

Las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa se recuperan en un
solo pico, luego de una corrida por una columna de Sephacryl 5-300 (figura
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7), que coincide con una proteina de peso molecular 240.000. En una croma

tografía similar, pero en Sephadex G-200, se observan varios picos con ac

tividad de ferro- y cobaltoquelatasa en el Vo y en fracciones c0rrespon
dientes a pesos moleculares menores. Sin embargo, cuando se realiza la mis
ma corrida agregando al buffer de elución KCl 0,1M, se obtiene sólo el pico

correspondiente al Vo con actividad de ferro- y cobaltoquelatasa (figura
6). Esto se deberia a la desaparición de interacciones entre proteinas car
gadas y la matriz del gel por aumento de la fuerza iónica.

La pureza de la fracción 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 proteina sem

brada. La presencia de una banda menor, que en sucesivas electroforesis co

rrespondió 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
podrian deberse a artificios porducidos por columnas utilizadas reiterada
mente; sin embargo no puede descartarse la posibilidad de porciones de pro
teina enzimática, proteoliticamente cortadas, que sólo son separables en
condiciones desnaturalizantes comoson las empleadas en electroforesis con
SDS (158).

La cromatografía en Sephacryl 5-300 con el buffer de elución con

teniendo Tritón X-100 1%indica que ferro- y cobaltoquelatasa de higado de
cerdo son oligómeros de peso molecular 240.000 y no simples agregados de
proteinas, 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 higado de rata.

En la figura 10 se representan las curvas de actividad de ferro- y
cobaltoquelatasa en función del tiempo. Cuando la actividad de ferroquela
tasa se determina en extractos crudos de mitocondrias en incubaciones bajo

atmósfera de nitrógeno y conteniendo glutation, se obtiene un lag de 15 mi
nutos, más corto que el publicado por Llambias (154), utilizando la misma

fuente enzimática, pero en condiciones anaeróbicas y sin agregado de gluta
tion. Sin embargo, para la formación de cobaltomesoporfirina, se observa un
aumento lineal hasta, al menos, 2 horas. Las incubaciones con ferro- y co
baltoquelatasa purificada, bajo atmósfera de nitrógeno, dan incrementos li
neales, en la formación de los productos, hasta las 2 horas.
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Estos resultados, posiblemente, indican la existencia de una relación 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
mósfera de aire, mientras que no se detecta formación 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 sintesis de cobaltomesoporfirina.

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

El pH óptimo 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 higado de cerdo (433). El hecho observado que,

luego de exponer la enzima a los pH indicados y determinar la actividad de
ferro- y cobaltoquelatasa, después de reajustar al pHóptimo, no se produz
ca disminución alguna de actividad, sugiere que las variaciones observadas
en la figura 11 se deben a una disminución de la afinidad de la enzima por

los sustratos y no por una destrucción irreversible de la enzima. Esto in
dicaria la presencia de grupos ionizables en el sitio activo de la enzima
(434).

La temperatura óptima, para ambas actividades purificadas, es de
42°C (figura 13). Las energias de activación para ferro- y cobaltoquelatasa
también son similares y con valores cercanos a los publicados previamente

(figura 14)(435, 436). Debido a que la energia de activación es caracteris
tica de la enzima más que del sustrato, y que una enzima que actúa sobre

varios sustratos tendrá la misma energia de activación para todos ellos
(434), nuestros resultados sugieren la existencia de una sóla proteina en
zimática con actividad de ferro- y cobaltoquelatasa.

Los valores de Kmson similares para hierro(II) y cobalto(II),
siendo un poco más bajo para el primero de ellos (Tabla V). Los valores de

Kmpara hierro son parecidos a los obtenidos para mitocondrias de higado de

rata (170), cloroplastos de espinaca (161) y R. spheroides (158). El valor
de Kmpara mesoporfirina es un 50%más alto cuando el cobalto, el sustrato
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no fisiológico, es quelado (Tabla V). El valor de Kmpara mesoporfirina con

hierro es ligeramente superior al encontrado para ferroquelatasa de otras
fuentes (160, 178). Dadoque estos investigadores han usado métodos distin
tos para la determinación de ferroquelatasa, las diferencias en los valores
de Kmpodrian ser atribuidas 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 enzimáticas. Dos de ellos, plomo y mercurio, causan una
fuerte inhibición. Resultados similares fueron encontrados por Hanson y
Dailey (164), Taketani y Tokunaga (170) y Dailey (158), estudiando ferro
quelatasa de eritrocitos de pollo, de higado de rata y de la bacteria R.
spheroides, respectivamente. Debido a que estos iones metálicos tienen la

propiedad de unirse fuertemente a grupos SH, la inhibición resultante de su
presencia se deberia a su habilidad para combinarse con grupos SH libres,
necesarios para la actividad enzimática.

El zinc es el otro catión divalente que inhibe fuertemente ambas
actividades enzimáticas, sobre todo en la concentracion más elevada. Take

tani y Tokunaga (155) y Camadro y col.(167) han demostrado que, la ferro

quelatasa de higado bovino y humano, respectivamente, utilizan el zinc(II)
como sustrato. Más aun, el Kmcorrespondiente seria, en ambos casos, menor

que el del hierro.
De los restantes metales ensayados, el Mg2+no tiene efecto y el

Cu2+, en su concentración más elevada, inhibe un 50% ambas actividades, en

coincidencia con lo informado por otros investigadores (164, 170). El efec
to inhibitorio del Cu(II) no está de acuerdo con los resultados publicados
por Tephly y col.(330) y Dailey (157) sobre la acción de metales sobre fe
rroquelatasa de higado de rata y de la bacteria S.intersonii. Estos autores
encontraron un efecto activador del Cu2+ 50 uM, siendo los únicos sistemas

biológicos en los cuales se ha detectado.
Sorpresivamente el Mn2+causa una ligera activación, tanto de fe

rroquelatasa comode cobaltoquelatasa. Dada la gran dispersión de datos pu
blicados con respecto a la acción del Mn(II) sobre la ferroquelatasa (158,
164, 170), es dificil la interpretación de nuestros resultados. Sin embar
go, hay referencias del efecto activador de este catión 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 disminuyensignificativa
mente las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa. Asi es que el ácido p
cloromercuriobenzoato (PCMB)inhibe ambas actividades enzimáticas. Esta in

hibición es revertida por la adición de cisteina 1 y 5 mM. Boyer (438) y

Riordan y Vallée (439), han demostrado que la inhibición por PCMBes espe

cifica para residuos de cisteina y que es rápidamente revertida por el
agregado de una sustancia tiólica de bajo peso molecular.

Del mismo modo, la presencia de iodoacetamida 1 mMinhibe, aproxi

madamenteun 70%, las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa. Estos re

sultados están de acuerdo con lo observado por Taketani y Tokunaga (170) en

estudios realizados sobre ferroquelatasa de higado de rata.
Por otra parte, el sulfito de sodio 1 mMdisminuye drásticamente

las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa. Este reactivo ha sido indica
do comoespecifico para la identificación de residuos cisteina y cistina
(440).

Los resultados obtenidos sugieren que los grupos SH desempeñarian
un importante papel durante la catálisis de la formación de hemopor la fe
rroquelatasa.

Dos son los posibles papeles que cumplirian los grupos SH en la

actividad de ferroquelatasa y cobaltoquelatasa. Unode ellos podria ser la
unión de la protoporfirina a través de los grupos vinilos, comoha sido su
gerido para la protoporfirinógeno oxidasa (144), y el otro seria la unión
del ión metálico. La primera posibilidad es la menos probable dado que
otras porfirinas, como la mesoporfirina y la deuteroporfirina, han sido
utilizadas comosustratos (155, 158), las cuales no contienen grupos vini
los. La segunda posibilidad es más 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,
seria de esperar que uno o ambos sustratos, protegieran a la enzima de la
inhibición 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 metá

licos hierro(II) y cobalto(II), y no la p0rfirina, son capaces de proteger
la actividad de ferro- y cobaltoquelatasa, respectivamente, de la inactiva
ción por iodoacetamida 1 mM. Si bien la protección causada por los iones

metálicos no es absoluta, alcanza valores altamente significativos. Estos
resultados coinciden con los observados por Dailey sobre ferrroquelatasa de
higado bovino y utilizando N-etilmaleimida como reactivo de grupos SH
(181).

Sin embargo, los resultados presentados al respecto, no excluyen

la posibilidad de la existencia de un grupo SH, no relacionado directamente
con la unión del metal, pero que resulte protegido por un cambio conforma
cional asociado con la unión del hierro o del cobalto.

Webb (441) ha demostrado que el arsenito de sodio actúa sobre va

rias proteinas, formando un puente entre ambos grupos SH vecinales. En la

Tabla VII se observa que el arsenito de sodio 1 mMfue capaz de inhibir

significativamente las actividades de ferro- y cobaltoquelatasa. Este últi
mo resultado es compatible con la sugerencia de que los iones Fe2+ y C02+

se unirian a la proteina enzimática a través de grupos SHvecinales.
Estos resultados y los obtenidos en la Tabla VIII, que indican que

los iones metálicos son efectivos en la protección de la actividad de
ferro- y cobaltoquelatasa frente a la inactivación por cal0r, mientras que
la mesoporfirina tiene escaso o nulo efecto protector, conducen a la si
guiente conclusión. Los grupos SHserian esenciales para las actividades de
ferro- y cobaltoquelatasa y, el evento inicial de la catálisis seria la
unión del ión metálico a la proteina enzimática a través de grupos SHveci
nales. Los resultados obtenidos coinciden con lo observado por Dailey y

Fleming (173), en ferroquelatasa de higado bovino.

Se investigó el efecto de los lípidos sobre las actividades de
ferro- y cobaltoquelatasa purificadas. Nuestros resultados, representados
en la Tabla IX, indican que los fosfolipidos incrementan significativamente
ambas actividades enzimáticas, independientemente de la naturaleza de la
porción polar de la molécula. Los fosfolipidos, que desempeñan un papel im

p0rtante sobre un gran número de enzimas, particularmente en aquellas uni
das a membranasmitocondriales, microsomales o lisosomales (442), pueden



178

actuar de dos maneras: facilitando la unión de los sustratos a la enzima o

modificando la estructura'proteica y por lo tanto su función.
En el caso de la ferroquelatasa, Yoneyamay col.(443) sugirieron

un mecanismo de acción del primer tipo, en el cual los fosfolipidos acidi

cos con una carga negativa, otorgada por el anión fosfórico, atraen al ión
ferroso, siendo éste luego transferido a la región hidrofóbica de los lipi
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
enzimáticas del mismomodoque los acidicos fosfatidiletanolamina y fosfa
tidilserina (Tabla IX). Sin descartar la hipótesis anterior, nuestros re
sultados indicarian que la estimulación de ferro- y cobaltoquelatasa por
fosfolibidos, seria consecuencia de su habilidad para alterar la estructura
de la proteina enzimática y modificar su ámbito en la membrana interna de

la mitocondria. En este caso cobraria importancia la composición en ácidos

grasos del fosfolipido. En conexión con esto, en la misma Tabla IX se ob

serva que los ácidos grasos aumentan las actividades de ferro- y cobalto
quelatasa en relación directa con su grado de insaturación y que, el coles
terol, anula la activación producida por fosfolipidos y ácidos grasos insa
turados. Es sabido que las insaturaciones de las cadenas carbonadas inter
fieren con las interacciones hidrofóbicas, dando lugar a un núcleo hidro
carbonado más fluido (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 hidrofóbica
fluida. La fluidez de la fase hidrofóbica podria facilitar la obtención de
una conformación de la proteina enzimática más fav0rable a los sustratos
y/o permitir una mayor movilidad de la enzima dentro de la membrana.

Nuestros resultados indicarian que la ferro- y cobaltoquelatasa en
su estado nativo, está estrechamente asociada con lipidos, más precisamen
te, se encontraría como una lipoproteina unida a la membranamitocondrial.
La remoción parcial o total de su contenido lipidico seria una de las prin
cipales causas de su inestabilidad durante los diversos procedimientos de
aislamiento y purificación.
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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
gráficos de elución de las columnas de Sephacryl 5-300 son muy similares
para ambas actividades, además de presentar un comportamiento similar en
electroforesis con SDS.

El idéntico pH óptimo y los valores de energia de activación simi
lares también sugieren que una sóla enzima está involucrada en la catali
sis. Esta conclusión es confirmada por los efectos similares observados so
bre anbas actividades de cationes divalentes, reactivos sulfhidrilicos,
ácidos grasos, fosfolipidos y colesterol.

En vista, entonces, de los resultados presentados, obtenidos con
preparaciones purificadas de mitocondrias de higado de cerdo, sugerimos que
una sóla enzima es la responsable de la inserción de Fe2+ y Co2+ en meso
porfirina.
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La utilización de su5pensiones de hepatocitos de rata comomodelo

para el estudio del metabolismo hepático de sustancias endógenas o xenobió

ticos, ha sido ya ampliamente aceptado debido a las considerables ventajas
que presenta frente a los estudios sobre "slices" de higado o en el hígado
perfundido (445, 446). Entre estas ventajas pueden mencionarse: a) no hay
ruptura de membranas; b) puede ser aislada una población relativamente ho

mogénea de células; c) el medio de cultivo está directamente en contacto
con las células sin una barrera intesticial o vascular; d) Pueden ser lle

vados a cabo una gran cantidad de experimentos simultáneamente (447, 448).
La preservación de las membranasy las estructuras subcelulares y

las interrelaciones entre las diferentes organelas, que sustentan una acti
vidad metabólica 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 bioquímicos y fisiológicos en los
cuales esté involucrado el higado, particularmente aquellos concernientes
al metabolismo. Por estas razones hemos utilizado este sistema en nuestros

estudios sobre la biosintesis del hemoy su regulación.
Las suspensiones de hepatocitos obtenidas en diferentes prepara

ciones constituyen poblaciones suficientemente puras de células parenquima
les, a juzgar por la observación microscópica, comopara 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 otorgó a la medición de distintos pa

rámetros que fueron seleccionados comocriterios para determinar la viabi
lidad de los hepatocitos. Esto fue asi, debido a que durante el proceso de
aislamiento, las células hepáticas pueden ser dañadas por remoción del
Ca2+, por la acción de enzimas liticas o por ruptura mecánica. En primer
término, fue determinado el porcentaje de viabilidad celular, basado en el
hecho que las células que conservan intacta su membranaplasmática son ca
paces de excluir colorantes tales comoel azul tripán, mientras que las cé
lulas dañadas se tiñen, con particular intensidad, en el núcleo (405). Ade
más, la aparición en el medio de incubación de las células, de enzimas so
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lubles tales como la lactato deshidrogenasa (LDH), es también una expresión
de daño 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%, sólo ligeramente inferior al publicado
en el método original. Confirmando estos resultados, en la misma figura se
observa que la liberación de LDHal medio de incubación, está inversamente

relacionada con el porcentaje de células que excluyen el azul tripán.
Sin embargo, la tinción por azul tripán y la liberación de LDHin

dican, solamente, lesiones celulares severas. Las células pueden tener le
siones metabólicas internas que no son reveladas por las pruebas anteriores
de viabilidad, pero que pueden conducir a la muerte celular. Baur y
col.(451) han seleccionado un cierto número de parámetros cuya medición da

idea de la viabilidad e integridad metabólica de la célula hepática.
Nosotros hemos determinado algunos de esos parámetros en distintas

preparaciones de hepatocitos cuyos resultados se describen en la Tabla X.
Estos parámetros son: la glucogenolisis endógena y su estimulación por glu
cagon, lo que implica, ademas, la presencia de sitios receptores para hor
monas intactos, y Ia sintesis de proteinas. Los resultados obtenidos sobre
ambas funciones indican una óptima funcionalidad metabólica de las prepara

ciones de hepatocitos obtenidas, comparables, a su vez, con otras ya publi
cadas (402, 405).

Tambiénfue planteada la posibilidad que cualquiera de las sustan
cias empleadas en los distintos experimentos realizados produjera un daño
en las células, que modificara la viabilidad de las suspensiones. Esta po
sibilidad debe ser descartada a Ia luz de los resultados expuestos en la

Tabla XI, en la cual se ve que ninguna de las sustancis ensayadas varia

significativamente el porcentaje de viabilidad de los hepatocitos, medida
como la exclusión del azul tripán.

Una vez establecida la viabilidad e integridad metabólica de las
suspensiones de hepatocitos de rata, se procedió a determinar, en los mis
mos, las actividades basales de las enzimas succinil CoAsintetasa, ALA-S,
ALA-Dy ferroquelatasa y el contenido de citocromo P-450. Los valores de

actividades enzimáticas y el contenido de la hemoproteina se c0rresponden,
en forma ajustada, con aquellos 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-Sy ferroquelatasa (figura 18)
y de succinil CoAsintetasa y ALA-D,se mantienen sin variaciones signifi
cativas durante las 6 horas de incubación de los hepatocitos en medio HAM

F12, tiempo máximodurante el cual se realizaron los experimentos posterio
res.

Sin embargo, el contenido de citOCromo P-450 decae sustancialmente

a lo largo de la incubación, hasta llegar a una pérdida de casi el 60%,
luego de 6 horas (figura 18 B). Esta rápida declinación 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 comonicotinamida y ácido ascórbico, hormonas
como insulina y dexametasona y otros factores extrahepáticos (454-456). Las
proteinas del citOCromoP-450 hepático y del sistema de transporte electró
nico, reSponsable del metabolismo de muchas drogas y xenobióticos, se en
cuentran unidos a membranas. La disposición espacial y asociación de sus

componentes deben estar estrictamente reguladas in vivo para asegurar que

los niveles de estas hemoproteinas se mantengan constantes. El proceso de
aislamiento de los hepatocitos debe producir una alteración en la regula
ción del citocromo P-450 que causaría la disminución de su contenido. Esta

espontánea declinación del citocromo P-450, podria ser el resultado de la

pérdida de un cofactor esencial o de Ia ausencia de un sustrato endógeno
que conduciria a Ia autooxidación o a una destrucción autocatalizada del
complejo enzimático (457).

Nosotros encontramos que la adición del dibutiril AMPcal medio de

suspensión, eleva en un 50%el contenido de citocromo P-450 a las 2 horas,

manteniéndolo luego constante hasta las 6 horas de incubación (figura 24
C). Este hecho, que será discutido con mayor profundidad, concuerda con ob

servaciones preliminares realizadas por Vickers y Brendel (457) y con los
informes sobre retención del contenido de citocromo P-450 en cultivos de

hepatocitos por efecto del agregado de hormonas (458), que podrian actuar
independientemente o via AMPc.

La biosintesis del hemo, en condiciones normales, está regulada
para formar una cantidad precisa del hemorequerido para la síntesis de va
rias hemoproteinas. La acumulación de ALAy PBGes insignificante comparada

con la cantidad de hemobiosintetizado, debido a la presencia de un sistema
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de regulación basado, principalmente, en el efecto represor del hemoregu
latorio sobre la primera enzima del camino metabólico, la ALA-S.

El nivel del pool de hemoregulatorio en los hepatocitos, refleja
el equilibrio dinámico de la sintesis, utilización y degradación del hemo
formado en estas células, el cual, en su mayor parte, constituye el grupo
prostático del citocromo P-450. En condiciones patológicas, una sintesis
incrementada o una destrucción acelerada de esta hemoproteina, inducida por
ciertas drogas, medicamentos, hormonas, etc., afecta los mecanismos de re
gulación del camino biosintético del hemo.

Estos eventos netabólicos pueden ser simulados experimentalmente
in vivo o in vitro, usando suspensiones o cultivos de hepatocitos, ofre
ciendo asi, 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 suspensión de hepatocitos utilizado respondia a la
acción de ciertas sustancias, de caracteristicas porfirinogénicas, comoel
AIA, fenobarbital, acetato de plomo, de un modo comparable a lo observado

in vivo o en cultivos primarios. De ser asi, este sistema in vitro nos per
mitiria estudiar mecanismosregulatorios de la biosintesis del hemo, inde
pendientemente de la posible influencia de factores extrahepáticos.

Nuestros resultados indican que el AIA ejerce un efecto inductor
sobre las actividades de ALA-Sy 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 higado de
rata y por Strand y co|.(260), en cultivos de hepatocitos de embriones de
pollo. Por otro lado, Edwards y Elliot (297) encontraron que la inducción

de ALA-Smediada por AIA, en suspensiones de hepatocitos de rata, era de

pendiente de la presencia de dibutiril AMPcen el medio de suspensión, sin

cuya presencia, el AIA no presentaba ningún efecto. Sin embargo, esta apa
rente discrepancia con nuestros resultados, puede deberse al alto contenido
de glucosa del medio de suspensión utilizado por estos autores, complemen
tado además, con 10%de suero fetal bovino. Comose discutirá más adelante,

nosotros observamos que concentraciones de glucosa, como las utilizadas por
Edwards y Elliot en el medio de suspensión, suprimen el efecto inductor del

AIA sobre la actividad de ALA-S(figura 21).

Tambiénobservamos, en el sistema in vitro utilizado, la inducción

de ALA-Sy ferroquelatasa por fenobarbital (figura 19) y la inducción de
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ALA-Spor plomo (figura 20). El efecto de este último sobre la actividad de

ALA-Ses comparable con el encontrado por Strand y col.(260) y por Maxwell

y Meyer (276).
El 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 última enzima de la

biosintesis del hemo, la ferroquelatasa, es inducible, c0mo fue sugerido
por Tephly y col.(343), en trabajos con higado de rata in vivo. Este hecho,
sugeriria que dicha enzima puede desempeñar 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 CoAsintetasa 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 Ia suspensión de hepatocitos, incre

menta la degradación de esta hemoproteina (figura 18), coincidentemente con
lo observado en higado de rata por Nada y col.(459) y por Ortiz de Monte
llano 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 suspensión

de hepatocitos (figura 19), indicando una formación de novo de citocromo
P-450 inducido por fenobarbital y/o una disminución en la degradación de la

hemoproteina, probablemente debida a la constitución 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 Ia hipótesis que expresa que la inducción

de la enzima ALA-S, la primera y limitante de la velocidad en la biosinte

sis del hemo, responde a una disminución del pool de hemo regulatorio, in

dependientemente del mecanismo responsable de la disminución: bloqueo par
cial de la formación de hemo por inhibición de la ferroquelatasa (efecto
del plomo); utilización aumentada de hemo debido a una mayor sintesis de

citocromo P-450 requerida para propósitos de detoxificación (efecto del
fenobarbital); o aumento de la degradación del hemo como grupo prostático
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 acción de una concentración
de cicloheximida suficiente como para inhibir más del 95%de la sintesis
proteica en los hepatocitos. Más precisamente, el efecto represor del hemo
del pool regulatorio debe actuar a nivel de la transcripción, como lo su

gieren los resultados presentados en la misma Tabla XIII, donde se observa
la desaparición de los efectos inductores de AIA, fenobarbital y acetato de
plomo, por acción de actinomicina D. Esta última conclusión coincide con lo

ObSErVado D0r Whiting (38) en higado de embriones de pollo y por Yamamoto y

col.(266) en higado de rata.
De los resultados expuestos se concluye que, el sistema de hepato

citos aislados utilizado, conserva la inducibilidad de ALA-Sy citocromo
P-450 en presencia de distintas sustancias porfirinogénicas, en forma com
parable a lo observado in vivo. Ademásse demuestra la inducibilidad de la

enzima ferroquelatasa mediada p0r las mencionadas sustancias. Estos hechos
permiten afirmar que el sistema empleado constituye un modelo eficiente pa

ra realizar estudios in vitro de los mecanismosregulatorios relacionados
con la biosintesis del hemo.

.

Ya fue mencionado en el capitulo IV de la Introducción que la ad

ministración de glucosa causa un mejoramiento del cuadro clinico y una dis

minución de la excreción de precursores del hemo, en pacientes con algún
tipo de porfiria hepática. Este efecto terapéutico está relacionado con las
observaciones realizadas en higado de ratas (295) y anbriones de pollo
(302), en los cuales la glucosa inhibe o suprime la inducción de ALA-Sme

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 limitación importante para Ia investigación del efecto glucosa
ha sido la dificultad de demostrar dicho efecto, sobre la biosintesis del
hemo, in vitro. Sólo 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 inducción de ALA-Spor fenobarbi
tal y AIA, respectivamente.

En el presente trabajo, nosotros demostramosel efecto inhibitorio
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de la glucosa sobre las inducciones de ALA-Sy 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). El "efecto glucosa" es dosis dependiente (figuras 21 C y 22 C).
Por otra parte, la presencia de glucosa, sin alguno de los inductores, no
modifica las actividades basales de ALA-Sy ferroquelatasa en la suspensión

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 enzimáticas.
Estos resultados, junto con la demostración que la inducción de ALA-Sy fe

rroquelatasa es debida al aumento de la sintesis de novo de las proteinas

enzimáticas (Tabla XIII), sugieren que la glucosa actúa, probablemente, in
hibiendo la estimulación de la sintesis de ALA-Sy ferroquelatasa.

Diversos investigadores no han podido observar este "efecto gluco
sa" en hepatocitos de rata (297, 461). Esta aparente contradicción, 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 extrahepáticos y con un medio de suspensión sin glucosa.

Posteriormente fue estudiado si cualquier metabolito derivado o
relacionado con la glucosa podia imitar su efecto inhibitorio. Para ello se
probaron varios azúcares e intermediarios glicoliticos (Tabla XIVy XV).
Sólo la fructosa y la 2-deoxiglucosa presentan efectos semejantes al de la
glucosa, aunque en menor magnitud. La 2-deoxiglucosa es un análogo de la
glucosa, con la que compite por la entrada al hepatocito, y no es metaboli
zada más allá de 2-deoxiglucosa-6-fosfato ya que, este último, inhibe la
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" estaria mediado por la misma glucosa o por la

glucosa-6-fosfato o por algún metabolito no glicolitico derivado de ellos.
Basado en esto, es dificil 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-Sy 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 más eficientemente convertida en glucosa hepática que
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el piruvato o el lactato (462). Al respecto, nuestros resultados son coin
cidentes con lo informado por Bonkowskyy col.(295) en experimentos en hi

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 contraposición con lo observado respecto de ALA-Sy ferroquela
tasa. Este resulado es importante en relación con la hipótesis sustentada
sobre el mecanismo de inducción. A pesar de la presencia de glucosa en la

suspensión de hepatocitos, el fenobarbital induce el contenido de citocromo

P-450, produciendo necesariamente una disminución del pool de hemo regula

dor, pero que no se traduce en la inducción de ALA-Sy ferroquelatasa. En

otras palabras, la glucosa no interfiere la acción del fenobarbital sobre
el citocromo P-450, que es el punto primario de la acción del barbitúrico,
sino que interferiria en algún punto de la secuencia de eventos que trans
curren entre la "orden" de desrepresión, causada por la disminución del he
mo, y la sintesis de novo de las proteinas enzimáticas activas. Similares
conclusiones fueron obtenidas, a partir de distintos experimentos, por Gi
ger y Meyer en cultivos de hepatocitos de embriones de pollo (299).

Unode los puntos importantes de nuestro trabajo fue determinar si

el AMPcinterviene en la regulación de la biosintesis del hemo hepático.
Los reSUltados presentados en la literatura al respecto son bastante diver
gentes y han sido comentados en el capitulo III de la Introducción. En su

gran mayoria estos trabajos fueron realizados utilizando animales intactos,
por lo que se puede considerar la posibilidad de que los datos experimenta
les informados, sean el re5ultado indirecto de la acción del AMPcen otros

tejidos. Esta consideración no es aplicable a nuestros trabajos, en los
cuales estudiamos el efecto directo del AMPcsobre células de origen hepá
tico. Por otra parte, a pesar de que el AMPces el compuesto intracelular
de interés fisiológico, su limitada entrada a la célula lo hace de relativa
eficacia en estudios realizados en suspensiones de animales. Por esta ra
zón, en casi todos los experimentos ha sido utilizado un análogo del tipo
del dibutiril AMPc.

Nuestros resultados indican claramente que el dibutiril AMPcpo
tencia las inducciones de ALA-Sy ferroquelatasa mediadas por AIA (figura

23) y fenobarbital (figura 24). Sin embargo, el agregado del derivado di
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butirilico del nucleótido cíclico, en ausencia de AIA o fenobarbital, no
modifica los niveles basales de ambasactividades enzimáticas.

Observaciones realizadas en ratas in vivo no son coincidentes con

nuestros resultados. Bonkowskyy col.(295) no han encontrado efecto induc

tor alguno, sobre la actividad de ALA-S, del AMPco dibutiril AMPcen pre

sencia de AIA; Kim y Kikuchi (42) por el contrario, observaron un efecto
inhibitorio del AMPcsobre la inducción de ALA-Smediada por AIA. Estas

discrepancias pueden deberse, en el primer caso, a que probablemente el
AMPcinyectado a las ratas no fue suficiente para lograr una concentración

apropiada en el hepatocito comopara producir un incremento en la actividad

enzimática inducida, debido a la amplia distribución y rápida metaboliza
ción de este nucleótido 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 administración del nucleótido ciclico y la del inductor y entre
éste y el de medición de la actividad enzimática (293), lo que podria hacer
variar la magnitud y dirección de los efectos observados in vivo.

El contenido de citocromo P-450 inducido por fenobarbital es, tam

bién, significativamente potenciado por el agregado de dibutiril AMPcal
medio de suspensión. Ya fue mencionado el hecho que el dibutiril AMPcsólo,

en ausencia de fenobarbital, produce un aumento en el contenido de citocro

mo P-450 (figura 24). En este punto surge como consideración el hecho de
porqué si, tanto el fenobarbital comoel dibutiril AMPcelevan los niveles
de citocromo P-450, este último no produce variación de las actividades de
ALA-Sy ferroquelatasa. Este diferente comportamiento podria deberse a que
el fenobarbital induciria la sintesis de novo de apocitocromo, produciendo
asi, una disminución del pool de hemoregulatorio, mientras que el dibuti
ril AMPcestimularia, via fosforilación o por algún otro mecanismo, la ac
tivación 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 inducción del citocromo P-450 p0r fenobarbital más dibu

tiril AMPcno es totalmente suprimida por actinomicina D o cicloheximida, y
si lo es la producida por fenobarbital sólo (Tabla XIII). Esto, probable
mente, se deba a la activación del citocromo P-450, no dependiente de la

sintesis de proteinas, comouno de los componentes de la acción del dibuti

ril AMPc.El otro componente seria que, en presencia de fenobarbital, el
dibutiril AMPcpotencie la sintesis de apocitocromo P-450 inducida por el
barbitúrico.
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Hasta aqui, el efecto potenciador del dibutiril AMPcsobre las ac

tividades inducidas de ALA-Sy ferroquelatasa operaria, aparentemente, a
través de mejorar el efecto inductor del fenobarbital sobre el citocromo
P-450 y de este modo disminuiria aun más el nivel de hemo regulatorio. Pero
debemos considerar también que el dibutiril AMPccausa la potenciación de

ALA-Sy ferroquelatasa cuando el inductor es AIA, a pesar de que su meca

nismo de acción, disminución del hemoregulatorio por incremento de su des
trucción, es distinto al del fenobarbital. Este hecho implicaría que el di
butiril AMPctambién actuaria sobre alguno de los sucesos que ocurren entre

la disminución del hemo regulatorio y el aumento de la sintesis de ALA-Sy
ferroquelatasa activas. En resumen, nuestros resultados sugieren que el di
butiril AMPcactuaria estimulando la sintesis de citocromo P-450, ALA-Sy

ferroquelatasa y estabilizando el citOCromoP-450 preexistente.
El dibutiril AMPces metabolizado en la célula hepática en otros

compuestos (464). Estos metabolitos, particularmente el butirato, pueden
afectar un número de procesos celulares incluyendo la inducción de ciertas
enzimas (465). Además, otros nucleótidos monofosfatos podrian tener efectos
similares al del dibutiril AMPc.Por esta razón se estudió la especificidad
del efecto del dibutiril AMPcsobre las inducciones de ALA-S,ferroquelata

sa y citocromo P-450 mediadas por el fenobarbital. Comose observa en la

Tabla XVII, sólo los tres compuestos conteniendo AMPcson capaces de inCre

mentar, significativamente, las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa y el
contenido de citocromo P-450 inducidos por fenobarbital. Refuerza este con
cepto, el hecho que el análogo no metabolizable 8-Bromo-AMPces el más

efectivo. De este modo, los incrementos observados son causados, especifi
camente, por los compuestos conteniendo AMPc.

Otra observacion importante la constituye el hecho que el agregado
de dibutiril AMPces capaz de suprimir el efecto inhibitorio de la glucosa
sobre las actividades de ALA-Sy 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 algún derivado de ella en forma directa, sino
mediado por la variación de los niveles intracelulares de AMPchepático.
Resultados similares fueron obtenidos por Giger y Meyer (299) y por Scott y
Edwards (324).
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En este punto de la discusión es oportuno considerar los resulta
dos obtenidos en los estudios realizados en hepatocitos provenientes de ra
tas diabéticas. Ya fue mencionado en el capitulo 4 de la Introducción, la
relativa frecuencia de asociación entre diabetes mellitus y porfiria hepá
tica y se planteó la posibilidad de que este hecho sea el resultado de la
presencia, en pacientes diabéticos, de ciertos factores que, o bien actúen
directamente sobre el metabolismo del hemoo faciliten la expresión de de

fectos genéticos preexistentes. Los estudios realizados en este trabajo
fueron diseñados 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 inyección de STZ,

siguiéndose, aun con mayorrigurosidad, los criterios descriptos para esta
blecer la severidad del estado diabético (Tabla XIX). Es importante señalar
que el estado diabético no afecta la cantidad de proteinas, ni su sintesis
en los hepatocitos (Tabla XXV),ni la viabilidad de los mismos.

En primer lugar, nuestros resultados muestran que los contenidos
de citocromo P-450 y AMPcestán aumentados en los hepatocitos de ratas con

diabetes experimental, comparados con los de ratas normales (Tabla XX). Con

respecto al mayor nivel de AMPcendógeno, es consistente con lo encontrado

por otros autores en higado de ratas in vivo, tratadas con aloxano y STZ

como agentes diabetogénicos (466, 467). El 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 Neiner (468, 469). Se observa también, que la disminución 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 observación confirmaria el efecto estabilizador del AMPcsobre

el citocromo P-450 preexistente, debido al mayor contenido del nucleótido
ciclico en los hepatocitos de animales diabéticos, y justificaria también
el mayor contenido de esta hemoproteina.

Por otra parte, los resultados presentados muestran que las acti
vidades de ALA-Sy ferroquelatasa en hepatocitos de ratas tratadas con STZ,
son similares a los encontrados en células de ratas normales (Tabla XX). Al

reSpecto, Bitar y Neiner (469), han observado valores disminuidos de acti
vidad de ALA-Shepática, luego de 44 dias de la inyección de STZ, en ratas

hembras. Es importante remarcar que los resultados de Bitar y Heiner 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 número de dias desde la administración del agente diabetogénico y
el efecto de factores extrahepáticos.

Las inducciones de ALA-Sy 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 hipótesis, ex
puesta anteriormente, que el AMPcestimula la sintesis de novo de ALA-Sy

ferroquelatasa cuando hay una disminución del pool de hemoregulatorio, co

mo ocurre en el caso del agregado de fenobarbital, es lógico esperar que el
alto contenido de AMPcde la célula hepática de ratas diabéticas, fav0rezca
una mayor inducción de ambas actividades enzimáticas. Coincidentemente con
estos resultados, se observa también, una may0r inducción del citocromo
P-450 mediada por fenobarbital en los hepatocitos de ratas diabéticas
(figuras 27 y 29). Si el AMPcpotencia la sintesis de apocitocromo P-450
inducida por el fenobarbital, este efecto se verá acentuado en el hepatoci
to diabético con alto contenido del nucleótido cíclico, lo que conducirá a

un marcado descenso del nivel de hemoregulatorio y una rápida desrepresión

de la sintesis de ALA-Sy ferroquelatasa, favorecida, nuevamente, por el

elevado nivel de AMPcendógeno. De este modo puede sugerirse que, la célula
hepática de animales diabéticos, es más susceptible a Ia acción del feno
barbital debido, al menos en parte, al alto contenido de AMPc.

En favor de esta hipótesis 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 AMPcen 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 endógenos de AMPcpreexistentes en los
hepatocitos de ratas diabéticas, se puede especular con que la máxima in
ducción que es posible obtener en nuestro sistema experimental, ya es lo
grada por efecto del nucleótido ciclico endógeno.

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-Sy ferroquelatasa, media
das por fenobarbital, en hepatocitos de ratas diabéticas. Tampoco,al igual
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que en hepatocitos de ratas normales, hay efecto inhibitorio de la glucosa
sobre la inducción por fenobarbital del contenido de citOCromo P-450. Te

niendo en cuenta que el agregado de dibutiril AMPcsuprime la manifestación

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 nucleótido cíclico es 4 ó 5 veces mayor que en las células de
ratas normales.

De la observación de estos resultados y de estudios realizados so

bre el efecto represor de la glucosa sobre enzimas no relacionadas con la

biosintesis del hemo, en microcrganismos (470) y en higado de mamíferos

(471), se puede sugerir que el efecto inhibitorio de la glucosa sobre las
actividades inducidas de ALA-Sy fenroquelatasa observada en nuestros expe
rimentos, reflejaria una disminución en los niveles intracelulares de AMPc
debido a la glucosa o a un metabolito derivado de ella, conduciendo a una
menor sintesis de las proteinas enzimáticas mencionadas.

Para confrontar esta hipótesis, se estudió la variación de los ni
veles endógenos de AMPcpor acción 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 amboshepatocitos, ele
va los niveles de AMPc;mientras que la adición simultánea de glucosa junto
con el barbitúrico, bloquea dicho incremento tanto en hepatocitos de ratas
normales como diabéticas. La diferencia entre ambos hepatocitos es que, en

los normales la glucosa bloquea totalmente el pico de AMPc,mientras que en
los diabéticos hay sólo una disminución parcial. Estas observaciones indi
can una estrecha asociación entre la manifestación del "efecto glucosa" y
los niveles de AMPc.Asumiendo que la glucosa operaria a través de un meta

bolito derivado de ella que disminuiria el contenido de AMPc,la incapaci
dad de la glucosa de inhibir totalmente el aumento de la concentración del

nucleótido, provocada por el fenobarbital, seria el resultado de una menor
formación de dicho metabolito como consecuencia del metaboliSmo an0rmal que
opera en el estado diabético.

La medición de los niveles endógenos de AMPcen diferentes condi

ciones (figura 30) nos permite concluir que, si el nivel de AMPcaumenta,

puede manifestarse la inducción de ALA-Sy ferroquelatasa por fenobarbital,
mientras que si ésta disminuye (agregado simultáneo de glucosa en hepatoci
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tos de ratas normales) la inducción de estas actividades enzimáticas se en

cuentra bloqueada. Esto es asi a pesar de producirse, como ya se dijo, una

disminución en el nivel del hemo regulatorio, por inducción del citocromo

P-450, ya que la misma no es bloqueada por glucosa. Estas observaciones

apoyan la hipótesis de que el AMPcdesempeñaria un importante papel en la
inducción de ambas actividades enzimáticas. En otras palabras, la inducción
de ALA-Sy ferroquelatasa necesitaria de dos hechos cuyas secuencias se
rian: disminución del hemo regulatorio y un nivel apropiado de AMPc.

Para examinar con mayor profundidad el papel del AMPcen la induc
ción de ALA-S, ferroquelatasa y citocromo P-450 mediada por fenobarbital,

se estudiaron los efectos causados por la modulación de los niveles intra
celulares de AMPc.Los agentes elegidos para modificar los niveles de AMPc
fueron Sustancias previamente empleadas para determinar el papel del AMPc

en otros procesos biológicos, activadores e inhibidores de adenilato cicla
sa y fosfodiesterasa (472).

Adrenalina y forskolina fueron utilizados comosustancias que au
mentan los niveles intracelulares de AMPca través de la activación de ade

nilato ciclasa, por mecanismosdiferentes, dependiente e independiente de
receptores, respectivamente (473). El aumento comprobado de AMPcintracelu

lar, por agregado de adrenalina y forskolina, tiene el mismoefecto sobre
las actividades de ALA-Sy ferroquelatasa y el contenido de citocromo
P-450, que el agregado de dibutiril AMPcal medio de incubación, en hepato
citos de ratas normales (Tabla XXI).

También fueron utilizadas sustancias que elevan el contenido de
AMPcen los hepatocitos, a través de la inhibición de la enzima fosfodies

terasa (Tabla XXII). El agregado de MIXal medio de incubación de hepato
citos de ratas normales, resulta en la potenciación de las actividades in
ducidas de ALA-Sy ferroquelatasa y del contenido de citOCromo P-450 media

do por fenobarbital. Algunos autores no han encontrado este efecto utili
zando inhibidores comoteofilina, aminofilina y cafeína, 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 MIXpueda estar relaciona
do con alguna de sus otras propiedades farmacológicas. La papaverina es un
inhibidor de fosfodiesterasa que es, según ha sido publicado, de 10-1000
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veces más 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 este relacionado con su acción
sobre la fosfodiesterasa, el hecho que este compuesto y MIX, sustancias no
relacionadas químicamente, ejerzan efectos similares al agregado de dibuti
ril AMPc,aumenta la probabilidad de que estas sustancias actúen a través
de la inhibición de la fosfodiesterasa.

La ausencia de efecto de los activadores de adenilato ciclasa y de
los inhibidores de fosfodiesterasa sobre la inducción de las actividades de

ALA-Sy 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 AMPcen dichos hepatocitos y, comoya se dijo, reflejaria el
alto contenido de AMPcde las células de animales diabéticos, que hace re

dundante cualquier aumentoadicional del nucleótido cíclico.
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 acción hor
monal, mediada por AMPcy descripta por Sutherland, con la inducción de la

biosintesis de hemopor fenobarbital, si 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
ción de ALA-Sy ferroquelatasa está mediada por AMPc.Los criterios utili
zados, coincidiendo con aquellos expuestos por Sutherland son: a) hay un

aumento en el nivel de AMPcque precede a la manifestación del efecto

(inducción de ALA-Sy ferroquelatasa)(f1'gur‘a 31); b) se potencia el efecto
por agregado de inhibidores de fosfodiesterasa (Tabla 23); c) el efecto
puede manifestarse por agregado de AMPcexógeno (figura 24).

Los resultados discutidos hasta el momentopresentan fuertes evi
dencias sobre la participación del AMPcen los mecanismos de regulación de
la biosintesis del hemo. Debemosconsiderar, sin embargo, si la presencia
del AMPces necesaria para que se produzca la inducción o bien si sólo la

complementa, haciendo que dicha inducción sea de mayor magnitud. Para ello,
se realizaron los experimentos cuyos resultados están representados en Ia
Tabla XXIII, utilizando sustancias que disminuyen los niveles endógenos de
AMPc.Ferendelli y col.(477) han demostrado que el aloxano inhibe la adeni
lato ciclasa en higado, mientras que Harris y col.(478) observaron que el
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de los resultados indicados en la Tabla XXIII, surge que el aloxano y/o el

imidazol agregados a la suspensión de hepatocitos de ratas n0rmales junto
con el fenobarbital, producen una disminución del 60 al 70%del contenido

de AMPcrespecto del incubado conteniendo fenobarbital sólo, 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 disminución de la inducción del contenido
de citocromo P-450. Por otra parte, en los hepatocitos de ratas diabéticas,

sólo el agregado conjunto de aloxano e imidazol produce una disminución del

contenido de AMPc,significativamente por debajo del nivel de los hepatoci
tos normales y es éste el único caso en el cual se observa una ligera, pero

significativa, disminución de las inducciones de ALA-Sy citOCromo P-450.
Estos resultados indican que la inducción de las actividades de

ALA-Sy ferroquelatasa es dependiente de la presencia de AMPc,debiendo la

célula hepática contener un nivel umbral como para que dicha inducción se

manifieste. Por el contrario, con respecto al citocromo P-450, el AMPccom

plementa la inducción producida por el fenobarbital, potenciandolo a valo
res mayores.

Diversos autores han observado que la adenosina inhibe las pro

teinquinasas de una gran variedad de tejidos, entre ellos en higado de ra
tas y embriones de pollo (479). En la Tabla XXIVse 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 incubación, en hepatocitos de

ratas normales y diabéticas. Estos resultados sugieren que el AMPcactuaria
a través de fosforilaciones mediadas por proteinquinasas dependientes de
dicho nucleótido.

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla XXV,debe des

cartarse un efecto inespecifico del dibutiril AMPco de las sustancias que
modifican los niveles intracelulares del nucleótido, sobre la sintesis de
proteinas. Por lo tanto, el papel del AMPcen la regulación de la biosinte
sis del hemo, parecería ser relativamente especifico, dado que concentra
ciones óptimas de dibutiril AMPcy de otras sustancias, no tienen efecto

significativo sobre la sintesis general de proteinas, tanto en suspensiones
de hepatocitos de ratas normales comodiabéticas.
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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-Sy ferroquelatasa y los contenidos de citocromo P-450 y AMPcy la in
corporación de 1eucina-H3, en función del tiempo. Se puede ver de este mo
do, que la sucesión de eventos, a partir del agregado de fenobarbital, es
coincidente con la hipótesis 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 inducción de ALA-Sy ferroquelatasa, preceden al in
cremento de las actividades de ambas enzimas.

Por último, hemos estudiado también, el efecto del dibutiril AMPc

y glucosa sobre la translocación, de citoplasma a mitocondria, de la enzima
ALA-Sinducida 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. El dibutiril AMPcafecta la distribución de la enzima inducida

favoreciendo, aparentemente, el transporte de la proteina a la mitocondria,
mientras que la glucosa inhibe la inducción de ALA-Sen ambas fracciones.

El efecto del AMPcactivando la traslocación de ALA-Sse ve con

firmado observando los resultados obtenidos en células de animales diabé

ticos. En éstas, el fenobarbital no produce una acumulación de ALA-Sen ci

toplasma tan marcada comoen los hepatocitos de ratas normales, sugiriendo
se la posibilidad que el elevado nivel de AMPcexistente en el hepatocito
de los animales diabéticos, favorezca el transporte a mitocondrias, sin ne
cesidad de agregado exógeno del nucleótido.

De acuerdo a estos resultados el AMPcfavoreceria la conversión de

ALA-Scitosólica a mitocondrial, estimulando su transporte o procesamiento
o ambos. Ha sido descripta la participación del AMPcestimulando el trans

porte de proteinas a través de membranasinterviniendo, en general, a tra
vés de fosforilaciones mediadas por proteinquinasas dependientes de nucleó
tidos ciclicos (480).



198

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo indican claramente que el
AMPcdesempeña un papel importante en la regulación de la biosintesis del

hemoen hepatocitos de rata. En primer lugar, el AMPcestabilizaria el con
tenido de citocromo P-450 y potenciaria la sintesis de apocitocromo P-450
inducido por fenobarbital. De este modo, el AMPcal aumentar la sintesis de
la hemoproteina colaboraria para profundizar la disminución del pool de he
mo regulatorio. Sin embargo, este efecto tendria influencia sobre la bio

sintesis del hemo, dependiendo del inductor que se utilice, es decir, con
sustancias que induzcan la sintesis de citocromo P-450. Si bien este efecto

es importante, no actúa, sino indirectamente, sobre el mecanismo general de
inducción del camino metabólico, o sea, sobre la desrepresión de la sinte

sis de ALA-Spor disminución del nivel de hemo regulatorio, mecanismo ya

ampliamente aceptado (28, 253-256). Pero además de este efecto sobre el ci

tocromo P-450, hemos demostrado que el AMPces necesario para producir la

inducción de la sintesis de ALA-Sy ferroquelatasa, actuando en algún punto
entre la disminución del hemoregulatorio y la sintesis proteica de las en
zimas activas. De acuerdo a nuestros resultados, el AMPcactuaria, presumi

blemente, debido a su capacidad para promover la fosforilación de diversos
componentes celulares por proteinquinasas dependientes de dicho nucleótido

cíclico, como ha sido sugerido por Nicks (290). La demostración de la nece
sidad de la presencia de AMPcpara que se produzca la inducción de ALA-Sy

ferroquelatasa, sugiere que, el mecanismoregulatorio de la biosintesis del
hemo, requiere de dos elementos indispensables: un cierto nivel de hemo in

tracelular (pool de hemoregulatorio) y un determinado contenido de AMPc.
La hipótesis de que el AMPcinduce la sintesis de proteinas espe

cificas por aumento de la traducción 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 traducción no seria el sitio
primario de acción del AMPc.Sin embargo, como la actividad traduccional in
vitro de un mRNApuede ser, teóricamente, modificada por alteración de la

velocidad de transcripción, procesamiento ("splicing" de los exones), modi
ficaciones (poliadenilación, metilación, "capping"), degradación o activa
ción de un pool preexistente de mRNAinactivo, son varios los posibles si
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tios de acción del nucleótido ciclico. Si bien nuestros resultados no per
miten identificar el mecanismoy el sitio preciso de acción del AMPc,favo
recen la hipótesis de un efecto pretraduccional.

De acuerdo a esto se deberia contemplar la posibilidad que el AMPc

tuviera un sitio de acción en el núcleo, en las células eucariontes, como
ha sido sugerido para los mRNAde fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (481) y
prolactina (482). Podria considerarse también, la posibilidad, de acuerdo a
la hipótesis de Kuo y Greengard (483), gue el AMPcactúe a través de una

proteinquinasa que fosforile una proteina 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 proteína regulatoria que interactúa con la cromatina, produ
ciendo el aumento de mRNAespecifico. También se debe considerar Ia posibi
lidad de que el transporte de mRNAespecifico a citoplasma, sea incrementa

do por el AMPc, como ha sido sugerido para enzimas no relacionadas con la
biosintesis del hemo (484). La dilucidación de el o los mecanismos involu

Crados requerirá mediciones directas de cada una de las etapas en la gene
ración de los mRNAde ALA-Sy ferroquelatasa.

Comoel último de los efectos del AMPcdemostrados en el presente

trabajo, pero no por ello el menos importante, se encuentra la estimulación
del transporte de la enzima ALA-Sde citosol a mitocondria. Por ser este

último, el sitio fisiológico de acción de esta enzima, ya que alli se en
cuentra el sustrato succinil CoA, la acumulación de ALA-Sen mitocondrias

provocará la inducción de la biosintesis del hemoen los hepatocitos. Tam

bién en este caso, la sugerencia sobre el papel desempeñado por el AMPc,
brinda una explicación racional a las diferencias observadas en cuanto a la
distribución 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 intervención direc
ta del AMPc.

Se ha analizado además el denominado “efecto glucosa", que suprime
la inducción de ALA-Sy ferroquelatasa mediada por AIA o fenobarbital. Al

respecto, es importante señalar que el mencionado efecto ha sido observado
en ausencia de factores extrahepáticos, contraponiéndose a la hipótesis que
sostiene que la glucosa no actuaria directamente sobre la célula hepática,
sino modulando el cociente insulina/glucagon en plasma y modificando, de
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este modo, los niveles de AMPchepático (306). Nuestro resultados, por el

contrario, demuestran una acción directa de Ia glucosa sobre los hepatoci
tos, sugiriendose que, dicho efecto, operaria a través de la disminución de

los niveles endógenos de AMPc,mediado por la misma glucosa o, probablemen

te, por un derivado de ella. Esta hipótesis ofreceria una explicación a los
efectos contrapuestos observados del AMPcy la glucosa.

Los datos experimentales presentados en este trabajo demuestran
que las células hepáticas 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 estimulación por fenobarbital de citocromo P-450,
ALA-Sy ferroquelatasa y la ausencia de "efecto glucosa“, sugieren que el
camino metabólico del hemo, en hepatocitos de ratas diabéticas, es marcada
mente susceptible a la acción de factores porfirinogénicos. Nuestros resul
tados indican que el alto contenido de AMPcde la célula hepática seria uno

de los factores, con toda seguridad no el único, que determinaria esa mayor
sensibilidad a la acción del fenobarbital, por ejemplo. De este modo, el
estado diabético presentaría 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 algún factor porfirinogénico endógeno o

exógeno. Una explicación similar podria ser sugerida para otras enfermeda
des, como los sindromes idiopáticos autoinmunes, asociadas con la porfiria
(485, 486).

Otra importante observación realizada en el presente trabajo es la
inducibilidad de la enzima ferroquelatasa. Si bien ya habia sido sugerido
en trabajos realizados in vivo (343), no hay publicados resultados simila
res en sistemas in vitro. Es de destacar que Ia actividad de ferroquelatasa
es modificada, en general, en forma paralela a las variaciones sufridas por
la ALA-S. Los efectos del dibutiril AMPcy la glucosa son similares para

ambas actividades enzimáticas, asi comosu comportamiento en hepatocitos de

ratas normales y diabéticas.
Estos resultados sugeririan que la ferroquelatasa podria estar in

volucrada en los mecanismos regulatorios de la biosintesis del hemo, cons
tituyéndose en un punto secundario de control. La inducción de ferroquela
tasa tendria sentido si se considera que actuaria para elevar el nivel de
hemo regulatorio, disminuido por el aumento de la sintesis de citocromo
P-450 (en el caso del fenobarbital) y asi restablecer el control "feedback"
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negativo sobre ALA-S. Esta hipótesis se hace más atrayente, considerando
ios estudios realizados sobre 1a locaiización submitocondrial de 1a primera
y úitima enzimas de] camino biosintético. La ALA-S, 1a enzima limitante de
1a velocidad de sintesis, se encuentra en Ia matriz (33), mientras que la
ferroqueiatasa se halla en la membranainterna, orientada hacia 1a matriz

(184). Kappas y col.(185) han sugerido que 1a iocalización de 1a ferroque
iatasa, en estrecha proximidad con ALA-S, podria permitir un contro] muy
fino de 1a actividad de esta enzima por e] hemo.
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