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ABREVIATURAS.

ENZIMAÉ.

ALA-S:aminulevulinato sintetasa.

ALA-D:aminolevulinato dehidrasa.

PBG-D:porfobilinógeno deaminasa.

PCL:porFirinógeno carboxi-líasa.

Coprogenasa: cuproporFirinógeno oxidasa.

SUSTRATDS.

Gli: glicina.
CoA: coenzima A.

ALA:ácido delta aminolevúlico.

PBG: purFobilinógenn.

a) Porfirinógenns.
Uro'gen: uroporfirinógneu.

Firia'gen: Firiaporfirinógenn.
Hexa'gen: hexapurfirínógeno.

Penta'gen: pentaporfirinógeno.

Copra'gen: coproporfirinógeno.
Prato'gen: protupurfírinógeno.

V
b Porfirinas.

Uro: uroporfirína.

Firia: Fíríaporfirína.
Hexa: hexapnrfirína.

Penta: pentapnrfirína.

Cupra: coproporfirina.
Proto: protnpurfirina.



DROGAS.

AIA:alilisuprnpilacetamida.
DDC:3,5-dietoxicarbonil-1,h-dihidroculidina.
DMSÜ:dimetilsulfóxido.
HCB:hexaclorobenceno.

PCB: pentaclorobenceno.

TCB:tetraclurobenceno.

PDF: pentaclurofenol.

TCH:tetracloruhiquuinuna.
TrBF: tricloroFenol.

TCF:tetraclorofenol.

PBTF:pentaclurotiofenul.

PCTA:pentaclurutioanisol.
TCTA:tetraclorotioanisul.

PCTA-Ü:1-metil-(2,3,h,5,6-pentaclorofenil)-su1Fóxido.

PUTA-02:1-metil(2,3,h,5,S-pentaclurofenil)-su1Fona.
FB: Fenabarbítal.

DF: desferrioxamina.

DEPC:dietilpírncarbnnato.

GSH:glutation.

EDTA:etilendiamino tetraacético.

TCA:tricloroacéticn.

Tris: trihidroximetílaminometana.

AcÜNa:acetato de sodio.

AcH: ácido acético.

SDS: sodio dodecil Sulfato.

Ütros.

PCT:porfiria cutánea tarda.
PAGE:electroforesis en gel de poliacrilamida.





HEMÜ.

El hemo es un pigmento rojo Formado por cuatro sub

unidades llamdas pirroles que se ensamblan para Formar el

anillo de porfirina y en el centro del mismoesta quelado

el átomo de hierro. En los sistemas Fisiolúgiccs el hemo

esta unido a ciertas proteinas y estas hemoproteinas estan

ligadas a Funciones de vital importancia para la vida. Asi

la hemoglobina y la mioglobina estan ligadas a la unión y

transferencia de oxigeno, los citocromos P-QSÜ, 85 a oxidg
ción y biotransformación de drogas, esteroides,ácidos gra

sos, vitamina D y leucotrienos, los citocromos, A, B y C

a la transferencia de electrones y respiración celular,

las peroxidasas (citocromo c peroxidasa, lactoperoxidasa,

peroxidasatiroidea, mieloperoxidasa)a oxidación de H202,

catahsaa inactivación de H202 y triptofano pinolasa a1
metabolismo del triptoFano y a la regulación de1"pooÏ\de
hemo.

En contraste con la gran importancia biológica del

hemono se ha encontrado rol fisiológico para las porfiri
nas .

BIUSINTESIS DEL HEMD.

La biosintesis del hemo (Fig. 1) comienza en las

mitocondrias por condensación de gücina (gli) y succinil

coenzima A (Succ BOA)para dar el ácido 5-aminolevúlico

(ALA)catalizado por la enzima ALA-sintetasa (ALD-S), sien

do esta primer enzima de Fundamental importancia para la
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regulación de la biosintesis del hemo. El ALAsale de mito

condrias y en el citoplasma por acción de la enzima ALA-de

hidrasa (ALA-D)dos moléculas de ALAForman el pirrol por

Fobilinógeno (PBG). La condensación quimica de cuatro molÉ

culas de PBGda origen a cuatro isómeros posibles del tetrg

pirrol uroporFirinógeno (Uro'gen) (Fig. 2) pero por acción

de dos enzimas la hidroximetilbilano sintetasa y la Uro'gen

III sintetasa se Formael isómero III. Cabe aclarar que

los porfirinógenos que son los intermediarios del camino,

son los estados reducidos (6 átomos de H extra) de las por

firinas donde los puentes metilénicos estan oxidados. Estas

últimas tienen color y emiten la caracteristica Fluorescen

cia roja por enitación con luz ultravioleta (Fíg. 3)). El

Uro'gen III por decarboxilación de sus grupos acetilos ca

talizado por la porfirinógeno carboxi-liasa (PCL)da origen

al coproporFirinógeno III (Copro'gen III). Este último en

mitocondrias por acción de la coproporfirinógeno oxídasa

(Coprogenasa) Forma el protoporFírinógeno IX (Proto'gen IX)

y la protoporFirinógeno oxidasa lo oxída a protoporFirina

IX (Proto). Finalmente la Ferroquelatasa cataliza la inser

ción de un átomo de Fe dando orígen a1 hemo. La degradación

del hemo ocurre a través de dos enzimas la hemoxigenasa y

la bilirubina reductssa.

Bajo condiciones normales la cantidad de porfirínas

y precursores que se acumula o es excretada es muy pequeña,

esto indicaria que el camino biosintético está muyeficien

temente regulado, manteniendo la concentración de hemo en



Fig.2 ISOMEROS DEL UHOPORFIRINOGENO

\

P P/\\
A \ , ,

ha P AÉNLJM)“

Fí9-3 .ESTADOS DE OXIDO‘REDUCCION DE LAS PORFIRINAS

/NH

PKR“)! 5 ¿W 5
R7 R6 7 6

q(34 R1<R\WR

PORFIRlNA PORFIRINOGENO



un estado estacionario. En las enfermedades conocidas como

porFirias se producen disturbios del camino metabólico tal

que el mecanismo de control se quiebra y se sintetizan más

porfirinas y precursores que los que llegan a convertirse

en hemo por lo tanto se acumulan y excretan en grandes

cantidades (1).

1- S-Aminolevúlico sintetasa .

La enzima ALA-sintetasa (ALA-S) (EB.2.3.1.37) Fué

descripta en todos los sistemas vivientes que sintetizan

tetrapirroles,Los primeros trabajos se realizaron en eri

trocitos de pollo (2) y en Rhodopseudomonasspheroides (3).

Respecto al mecanismo de acción (Fig. h) se sabe que

la enzima necesita fosfato de piridoxal (PPV) que se uniría

a ella a través de un -SH o una lisina del sitio activo,

luego Forma una base de SchiFF con gli, se remueve un pro

tón de configuración R del C metileno de la gli, y succinil

CoAse condensa con el carbanion para Formar el ácido Lx

NH2,B cetoadípica ., luego se decarboxíla y se libera el
ALA (3, h, 5, 6).

Esta enzima se ha localizado en la matriz mitocondrial

debilmente unido a la membrana interna (7).

La ALP-S es la enzima de velocidad limitante y regu

latoria de este camino biosíntético, siendo regulada por

el producto Final hemo (8, 9, 1D). En condiciones Fisiolo

gicas normales se encuentran bajas cantidades de enzimas

en mitocondrias hepáticas, pero aumenta considerablemente
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por acción de drogas porfirinogénicas (9, 11). El ALA-Sse

sintetiza en poliribosomas citoplasmáticos comoun precur

sor de largo peso molecular que luego se incorpora y pro

cesa en la matriz mitocondrial (12, 13, 1h, 15). En condi

ciones Fisiológicas normales no se detecta actividad en cl
toplasma pero bajo la acción de agentes porFirinógenicos

aumenta la actividad citoplasmática en ratas y pollos adul

tos, pero no en embrión de pollo (16, 17). Ades y Stevens(17)

suponen que en animales adultos dado el limitado nivel de

crecimiento hepático, se debe de minimizar la actividad

del mecanismo responsable de translocar las proteinas re

cientemente sintetizadas permitiendo asi su acumulación.

En la última decada varios grupos de trabajo purifi

caron la enzima a homogeneidad de varias especies, tanto

mitocondrial comocitoplaSmática,F1 rango de pesos molecu

lares (PM) inFormados es amplio dado que la enzima Forma

agregados de alto peso molecular y también sufre degrada

ción proteolitica (18, 19). Watanabey col. (20) presentaron

datos de PMpara enzima de pollo aislada y sintetizada "in

vitro" de 75.000 y 65.000 para la citoplasmática de hígado

y de 65.000 y 53.000 para la de eritrocitos.

También informan las determinaciones de PMpor SOS/PAGEe

inmuno precipitación para ALA-Sde hígado de pollo, siendo

los valores obtenidos para la mitocondrial de 65.000 coin

cidiendo ambas técnicas y para la citoplasmática de 71.000

y 73.000. Cuandoutilizan gradiente de sacarosa el valor
hallado Fué de 1hÜ.ÜÜÜtanto para la mitocondrial como lc



citoplasmótico (15). Los datos más recientes en eritrocitos

de pollo Fueron de 62.000 por SOS/PAGEy 115.000 por Fil

tración por geles (17).

Pírola y tul. (21) realizaron estudios de microscopía

electrónica de la enzima hepática de pollo y el modelo ob

tenido corresponde a una molécula Formada por dos subunida

des idénticas de PMaproximado 70.000. Confirmado en parte

por estudios de entrecruzamiento con glutaraldehido que su

girieron que la enzima mitocondrial de embrión de pollo es

un dimero Formado por subunidades idénticas (22).

Respecto a las propiedades cinéticas se ha informado

valores de Hmpara gli entre 1y 12 mMy para succinil

CoA3 - 7DpM de las distintas Fuentes estudiadas (h, 1B,

23).

Estudios comparativos de la forma precursora y madura

de ALA-Sdió como resultado que: 1) ambos estaban como di

meros, 2) los puntos isoeléctricos fueron de 7,5 y 7,1 para

1a citoplasmática y ls mitocondrial respectivamente, 3) la

Forma precursora tiene una secuencia extra rica en amino

ácidos básicos que no afecta 1a formación del dimero ni las

propiedades cinéticas (15). Recientemente Borthwick y col.

(2h) aislaron la secuencia nucleotidica completa del pre

cursor de ALA-5hepática, encuentran que es filHD más grande

que 1a Forma madura, que se procesa en la translocación a

mitocondrias y presumen que la maduración ocurre a través

del clivaje de la secuencia N-terminal. Reportmnn la es

tructura primaria del precursor y la secuencia nucleotidica;



para la proteina madura obtienen un PMde 63.963 Da con

579 aminoácidos y para el precursor citoplasmático de

70.029 Da con 635 aminoácidos, siendo entonces la presen

cia de 56 aminoácidos y de En HD , rica en aminoácidos
básicos.

Watanabe y col. (20) suponen que el ALA-Sse presen

ta comoisoenzimas en hígado y eritrocitos y que existen

mecanismosde regulación distintos ya que la enzima eritroi

de no es inducible por drogas que si inducen la hepática,

no se acumula en citoplasma por hemina,las enzimas presen

tan distintos PMcuando se sintetizan "in vitro" o se

aislan; los anticuerpos contra la de hígado da reacción

cruzada parcial contra la eritrocitaria. En igual sentido

Yamamotoy col. (25) determinaron que el ALA-Sestá codifi

cado por una Familia de multigenes cuyos miembros son res

ponsables de la diferencia en respuesta a los estímulos y

regulación durante el desarrollo.Sin embargoEljerink y col.

(26) demuestran que el ALA-Sesta codificada por un único

gen de 6,9 Hb que se expresa como un único mRNAde 2,2 Hb

en todos los tejidos, suponen que la diferencia en induci

bilidad de la enzima se debe a que en higado por acción de

drogas se destruye a1 P-QSÜpor lo tanto disminuye el hemo,

y en eritrocitos la Falta de P-hSÜimpide este tipo de res

puesta.

1.2. Regulación de ALA-S.

Ciertas drogas producen disturbios del camino metabó



1D.

lico del hemo que se asemejan a aquellas producidos en los

distintos ti,pos de porFirias. El caminopara elucidar el
mecanismo de acción de estas drogas lo abrieron Granick S.

y Urata G. (27) trabajando con dietildihidrocolidina (DDC)

vieron que esta droga aumentaba la actividad de ALA-S, pos

teriormente (9) se encuentra que el hemo impide la inducción

por alilisopropilacetamida (AIA) del ALA-S,determinandose

que el control del ALA-Sen hígado se realiza por retroali

mentación negativa donde el hemo actuaria como corepresor

y no encuentran inhibición por hemo. Lascelles (28) propone

para la ALA-Sdos mecanismos de regulación, represión e in

hibición por hemo.

Hurashima y EOL (29) reportan que AIA produce el

aumento de ALA-Smitocondrial, y citoplasmática y que hemina

actuaria a un nivel primario de la inducción y además inhi

biria la translocación de la proteina de citoplasma a mito
condrias.

Sassa y Granick (11) determinan que DDCy esteroides

actuan a nivel de transcripción mientras que AIAy líndano

a nivel de translación, suponen que hemina o inhibe a ní

vel de traducción, compitiendo con los inductores por un

sitio especial o disminuye la vida media del mRNA.

Scholnik y col. (h) encuentran inhibición con hemina

5 M pero es 200 veces mayorde la ALA-S con un Hi 2 x 1D

que el necesario para reprimir en cultivo la sintesis de
la enzima (30).

Sinclair y Granick (10) postulan que 1) las drogas



actuarian induciendo la sintesis de mRNAde ALA-S, permi

tiendo el aumento de sintesis de hemo y que habria un con

trol post tranuripcional por retroalimentación por hemoya

sea a nivel de transporte de mRNAal citoplaSma o a poliri

bosomas o transporte de la enzima a mitocondrias, 2) las

drogas podrian bloquear la sintesis de hemopara impedir

su Formación o poddan destruir al hemo o podñan aumentar

la degradación del hemo. Si el hemo bloquea la sintesis de

la enzima a nivel de traducción; las drogas previniendo su

Formación desbloquearian el sistema.

Actualmente se sabe que AIA y DDCForman aductos con

la protoporFirina de la mitad hemina del citocromo P-hSÜ

y que el DDCinhibe la Ferroquelatasa (31 y referencias

alli citadas).

Hikuchi y col. (32) y Marks y col. (31) entonces plan

tean que AIA y DDCdepletan el "pool" de hemo por destruc

ción del mismo y que el hemo regula los niveles de ALA-S

actuando en tres sitios: 1) sintesis de mRNA,2) a nivel

post transcripcional y 3) en la translocación de la enzima

de citoplasma a mitocondria.

Recientemente Hamilton y col. (33) detetminaron el

efecto de drogas, inhibidores de la biosintesis de hemoy

ciclohahfida en la expresión del estado estacionario del

mRNApara ALA-S y el citocromo P-QSD inducible por Fenobar

bital (FB) concluyen que: 1) drogas similares al FB inducen

la transcripción de mRNAde ALA-S y citocromo P-ASD simul

taneamente, 2) no encuentran evidencias que avalen el modelo
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corriente donde ALA-Ses sólo regulada por hemo, 3) la ac

tividad de ALA-Ses más sensible a cambios en la concentra

ción de hemo que la expresión de mRNA.Proponen como sitio

principal de regulación del hemoel post-transcripcional a

nivel de transporte de la enzima a mitocondrias,indkan

la presencia de represores protéicos para los genes de ALA-S

y citocromo P-QSÜseparados, siendo el de ALA-Ssensible

a hemo.

Está ampliamente aceptado que el Factor principal en

la regulación del metabolismo del hemo es el tamaño de un

pequeño "pool" de hemo. Una deficiencia del mismo permiti

ria la derepresión de ALA-Sy un exceso permitifla la dis

minución de actividad de la enzima y 1a inducción de hemo

oxigenasa (degradación del hemo).

Grandchampy-Col. (3h) proponen para la distribución

del hemo dentro del hepatocito un modelo de cuatro compar

timentos que consta de 1) "pool" de hemo libre, 2) hemo

que pasa a pigmentos biliares, 3) hemoasociado a proteinas

microsomales (citocromos) y ü) hemo unido a proteínas solu

bles. En cultivo de células los autores encuentran que un

20% de hemo va a pigmentos biliares y un 80% a hemoproteinas

(6h% en microsomas y 16%soluble). Consideran que la enzima

triptoFano pirrdasa esta asociada al "pool" de hemolibre

o a las proteinas solubles.

La triptofanopirrolasa es una enzima citosólica de

pendiente de hemoque cataliza el clivaje del anillo pirró

lico del triptoFano para Formar N-Formilkinurenina en el



primer paso de la degradación del triptofano. En condicio

nes normales de metabolismo de hemo, el higado contiene su

Ficiente hemopara saturar la apoenzima aún cuando su sin

tesis está estimulado por hormonas. La saturación de la en

zima por hemo,aumenta por tratamientos que incrementan 1a

disponibilidad de hemo (FB, ALA)y disminuye por un decre

mento en la disponibilidad de hemo ya sea por su destrucción

(AIA, DDC), degradación o inhibición de su síntesis. Se su

giere que la utilización de hemo por 1a enzima es un Fenó

meno versátil gue le confiere a la enzima un rol único en

tre las hemoproteinas hepáticas. El citocromo P-bSÜy cata

lasa utilizan un 82%del hemo pero sólo responden en condi

ciones de grosera disminución de hemo, en cambio la tripto

Fanopirrolasa responde a cambios Finos en la concentración

del hemo, por lo tanto jugaría algún rol en la regulación

de la biosintesis del hemo (35). La depleción del hemo de

esta enzima es un Fenómeno temprano en la secuencia de even

tos que lleva a 1a producción de porfiria por AIA y ante

cede a la disminución del citocromo P-ASUy de la catalasa

y parece ser un blanco constante durante el tiempo de induc

ción de actividad de ALA-S(36). La dosis de hemina que causa

la saturación total de triptoFano pirrolasa también produce

máximosefectos en la ALA-S, la inhibición de la transloca

ción de la enzima se logra a concentraciones de hemina me

nores que las necesarias para lograr la saturación total de

triptoFanopirrolasa en ratas inducidas con AIA. En animales
normales dosis de hemina similares inhiben la translocación



de ALA-Sy su sintesis (32).

2- 5-Aminolevúlico Dehidratasa.

La enzima 5-aminolevúlico dehidratasa (ALA-D) (EC.

h.2.1.2h.) cataliza esencialmente una condensación de Hnorr

de dos moléculas de ALApara dar porfobilinógeno (PBG).

En el mecanismo propuesto por Nandi y Shemin (37) para

Rhodopseudomonasggheroides un residuo lisina de la enzima

Forma una base Schiff con la molécula de ALAque da origen

al lado del sustituyente acético del PBG.Jordan y Seehra

(3B) y Jordan y Gibbs (39) trabajando con la enzima de hí

gado bovino y de eritrocitos humanos encuentran que la mo

lécula de ALAque da origen al sustituyente propiónico es

la que se une a la enzima (Fig. 5).

La enzima ha sido purificada y caracterizada en di

versas Fuentes. Se ha informado que está Formada por múl

tiples subunidades, que el PMvaria de 2AÜ.ÜÜÜa 280.000

en las distintas Fuentes (AU, A1). Se ha ianormado que la

enzima de mamíferos y eritrocitos humanos está Formado por

B subunidades idéntiCas de PM35.000, ordenadas en una es

tructura cúbica octamérica con simetría dihedral (h2, A3).

Los valores de Kmpara ALAinformados son de aproxi

“ M (no).madamente 1 ah x 10'

Se ha encontrado residuos cisteina en el sitio activo

que son muyreactivos sugiriendo que participarían en la
catálisis acido base requerida para la secuencia de protona

ción desprotonación de la sintesis de PBG(AA). Tsukamoto
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y col. (#5) informan que el sitio activo de la enzima de

higado bovino estaria Formadopor dos residuos cisteinas,

dos histidinas y un átomo de Zn2+; un grupo -SH seria

esencial para la activación y estaria protegido por coor
2+dinación de un -SH adyacente con Zn Asimismo determinan

2+que la enzima tiene ocho átomos de Zn por otámero,Hasnain

y col. (#6) por estudios de absorción con rayos X encuentran
2+que la ALA-Dtiene ocho átomos Zn por octámero, establecen

que está coordinado a tres átomos de azufre y sugieren que

el an+ tiene rol estructural más que catalivtico en la sin

tesis de PBG. JaFFe y col. (A7) encuentran que Zn2+ no es

necesario para la Formación de 1a base de SchiFF y ningún

-SH está involucrado en los pasos que preceden e incluyen

la Formación de la base SchiFF en la enzima de higado bovino;

los resultados avalan cuatro sitios activos por enzima octa

mérica o que la enzima tiene ocho sitios activos, la mitad

de los cuales presenta muy baja velocidad de reacción o muy

baja afinidad por el sustrato.

Una propiedad interesante de la ALA-Dde eritrocitos

humanos es que su actividad es un indicador muy sensible de

intoxicación por plomo, Zn2+ revierte completamente la in

hibición inducida por Pb2+ "in vivo" e "in vitro", aparente
mente ambosmetales interactuarian en dos sitios distintos

de la enzima y por distintos mecanismos (ha).

Bishoo y col. (#9, 50) aislan 3 clones de cDNApara la

ALA-D, un clon ALA-D1 (base 73-7b7) ALA-D3 (kB-#12) y ALA-D7
(base h33-1Ü71).
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3- Porfobilinógeno Degginasa-Urgporfirinógeno III Co-Sintetasa.

La biosintesis del Uro'gen III es llevada a cabo por

dos enzimas, la porfobilinógeno deaminasa (PBG-D) (EC. h.3.

1.8) o Uroporfirinógeno I sintetasa o hidroximetilbilano

sintetasa y la uroporFirinógeno III cosintetasa o isomerasa.

La primera produce la condensación cabeza cola de cuatro mo

léculas de PBGpara generar un tetrapirrol lineal hidrmhetil

bilano, que luego se utiliza para Formar Uro'gen I, en auseg

cia de cosintetasa, cuando esta enzima está presente se pro

duce la inversión del anillo D dando origen al Uro'gen III

(51, 52) (Fig. 6).

Estudios del sitio activo de ls desminasa involucran

grupos suthidrilos, arginina, lisina y aspártico o glutá
mico (53, 5h, 55).

Recientemente se ha descripto que 1a deaminasa aisla

da de Escherichia coli contiene un cofactor dipirrometano

unido covalentemente a la enzima que estaria involucrada en

la unión de intermediarios durante la reacción y no se in

corporaria en el producto (i;6). Este coFactor estaria uni
do a través del átomo de azufre de un residuo cisteina (57).

Las dos enzimas pueden distinguirse por su diFerenh'

suceptibilidad s inactivsrse por calor, siendo la deaminasa

estable y la cosintetasa inestable. Por nétodos no destruc
tivos en eritrocitos humanosse pudo estimar la cantidad de

cosintetasa presente en el sistema indicado que estaba en

gran exceso sobre la deaminasa proponiendo que este hecho

aseguraba la Formación de solo Uro'gen III, la cosintetasa
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no tiene actividad con Uro'gen I ó PBG(53, 58, 55, 6D).

Las enzimas Fueron purificadas de varias Fuentes/las

diferencias de PMencontradas se ha propuesto queson debido

a que en distintos organismos se presentan con distinta- es

tructura cuaternaria (61). Se ha informado para las deamina

sas de distintas Fuentes valores de PMentre 36.ÜÜÜ-hh.ÜÜD

(hÜ, 62, 63, 6h). Purificando la Uro'gen I-S se ha encon

trado que en cromatografía en DEAEcelulosa se resuelve en

cinco picos, suponiendo por otros estudios realizados que

se deben a la enzima con distinto número de PBG unido (62).

Para la isomerasa se han reportado valores de PMalrededor

de 30.000 (6h, 65).

Jordan y col. (62) purificaron y cristalizaron la dea

minaaa de una cepa recomhinante de Escherichia coli que con

tiene el plásmido hem C, lo que permitió obtener miligramos

de enzima pura¡el PMreportada derivado del gen Fué de
33.857. Los valores de Kmreportados para PBGestarian en

el rango de 6-19 pM y para hidrometilbilano 12-h0 pM (ha,

62, 63, 65).

Romeo y col. (66) encuentran un único tamaño de mRNA

para la enzima de 1.800 bases y suponen que estaria regula

do a nivel pre-transduccional pués 1a cantidad de mRNAfué

dependiente de la naturaleza del tejido y del grado de pro
liferación celular.

Posteriormente Grandchamp y col. (67) comparando la

deaminasa de células eritropoyéticas y no eritropoyéticas

proponen que un único gen se transcribe a partir de dos



promotores distintos riQ¿diendo dos Formas de mRNA.Stubmicer

y col. (68) secuenciando el cDNAde la Forma eritropoyéti

ca reportan que el gen de PBG-Dda origen a dos mRNBestan

do uno de ellos en células eritropoyá;ticas y el otro es
ubicuo.

El locus genámico que codifica para la PBG-deaminasa

humana Fue localizado en el cromosoma 11 usando células hi

bridas de hombre y ratón (69).

h- Porfirinógeno carboxiliasa.

La porfirinógeno carbomiasa (PCL) (E.C. h.1.37) es la

enzima citosólica que cataliza la remoción de los b grupos

carboxilos de las cadenas laterales de acetilus del uropor

Firinógeno (Uro'gen) para dar el coproporFirinóqeno (Copro‘

gen) (70,71, 72).(Fig. 7).

h-1. Mecanismo de acción.

La enzima utiliza comosustratos sólo los estado redu

cidos de las porfirinas, esto es los porFirinógpnos (70-72).

Los cuatro isómeros del UroporFirinógeno son sustratos de

la PCL(72-75) aunque con distintas velocidades de reacción.

Numerosos grupos de trabajo ercontraron que el isómero Fisio

lógico III se decarboxila más rápidamente que el isómero I

(72, 7h-BÜ) San Martin de Viale y col. (75) determinaron

que las velocidades de reacción para los cuatro isómeros

son Uro'gen IV > III ) II ) I. Contrariamente Romeo y Levin

y Hushner y col. encontraron igual velocidad de reacción para
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el isómero III y el I (B1, 82). San Martin de Viale y col.

(75) analizando las velocidades de decarboxilación de los

cuatro isómeros del Uro'gen, concluyen que la eliminación

de un carboxilo de un grupo acetilo que se encuentra entre

un acetilo y un propiónico es más Fácil, que si se halla

entre dos propiánicos o un metilo y un propiónico, y que

uno o los dos propiónicos de las posiciones dos y cuatro

son importantes para la unión de los tetrapirroles a la en

zima asi como el estado reducido de los mismos. Por otro

lado Cantoni y col. (78) sugieren que Uro'gen I induce

cooperatividad negativa quizás relacionado a la distinta

posición de las cadenas laterales de los dos isómeros, el

anillo D de Uro’gen III tiene una posición de las cadenas

laterales que favorecerian la Fornación de un complejo ini

cial enzima sustrato especifico y 1a sucesiva orientación

y rotación del sustrato para las decarboxilaciones, en la
molécula del isómero I las interacciones serian menos efi

cientes dado que no tiene la marca identificatoria.
La decarboxilación ocurre en Forma secuencial forman

dose los intermediarios con menor número de carboxilos

(Fig. 7); Batlle y Grinstein (83) encontraron que el porfi

rinógeno de 7-CÜÜHFiriaporfirinógeno (Figira'gen) era in

termedhfianormal de la reacción, asi como San Martin de Viale

y Grinstein (8h) demuestran que hexaporfirinógeno.(Hexa'gen)

III y pentaporfirinógenoIII{Penta'gen]son también interme
diarios de la reacción. Con el isómero III las decarboxila

ciones ocurren en el sentido de las agujas del reloj comen
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zando por el anillo D (85) en cambio con el isómero I que

es simétrico son al azar (86). El análisis quiral estable

ció que en la reacción los protones del C metilínico del

Uro'gen III permanecen intactos en el Eopro'gen y que la

reacción procede con retención de la configuración en el

C metilénico de las h cadenas de acetilos (B7).

h.2- Cinética.

Se ha postulado que 1a reacción ocurre en dos etapas

bien definidas, la primera, es la rápida remoción del pri

mer carboxilo del anillo D del Uro'gen III, para dar Firia'

gen III y las segundas la lenta remoción de los otros car

boxilos (79, 88-90).
El cuadro de acumulación de intermediarios varia se

gún la serie isomérica y la relación de Uro'gen a enzima asi

cuando es baja,Copro'gen es el producto princi

pal, si es alta’Firia'gen se acumula (79, BU, 91).
San Martin de Viale y col. (75) y Hawanishi y col. (92) in

forman que cuando Uro'gen III está en alta concentración

disminuya el Eopro'gen Formadopues existe inhibición por

producto Final. Contrariamente De Verneuil y col. (77) di

cen que Copro'gen III no inhibe a la PCL sino que durante

la reacción se genera un inhibidor.
Cuandoel sustrato es Uro'gen I a bajas concentracio

nes del mismo el principal producto es Copro'gen I (79); a1

ir incrementando 1a concentración del sustrato, los produc

tos Bopro'gen I y Penta'gen I igualan sus cantidades (79, BD)
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y Finalmente se acumulan Firia'gen I y Hexa'gen I (79),

Hamanishi y col. (92) no encuentran acumulación de Firia'gen

I, Rios de Molina y col. (BU) informan el siguiente orden

de velocidades de decarboxilaciór para la serie isomérica

III 7-COÜH < B-CDÜH( 5-CÜÜHz 6-CÜUH, De Uerneuil y col.

(93) establecen que la velocidad de decarboxilación de Penta'

gen III ea mayor que la de Uro'gen III y que la de Uro'gen

I es menor que la de Uro'gen III y que la de Penta'gen I

es menor que la de Penta'gen III. Koopmanny col. (19) su

gieren que para la serie isomérica I también existen dos

etapas de decarboxilación siendo la etapa limitante la re

moción del último-CÜÜH. Respecto a las inhibiciones, De

Verneuil y col. (97) encontraron que los porFirinógenos

menoacarboxilados pueden inhibir las decarboxilaciones de

los más carboxilados, pero lo inverso no ocurre, también

demuestran que los porfirinógenos de las series I y III con

igual númerode carboxilos presentan inhibiciones recíprocas.

Smith y Francis (9h) demuestran que las porfirinas son Fuer

tes inhibidores de 1a PCL, también determinan que la mayor

diferencia de las series isoméricas I y III radica en la

primer decarboxilación.

Los valores de Kminformados por los distintos grupos

de trabajo se presentan en la Tabla I. Según Smith y Francis

(76) al aumentar el número de carboxilos del porfirinógeno,

aumenta el valor del Kmy por lo tanto disminuye la afinidad.

Straka y Hushner (91) realizaron los gráficos de doble reci

proca para cada sustrato de la enzima, siendo lineales para



TABUAI. Valores de Kminformados en la literatura PCL.

Sustrato Hm (MM) Fuente enzimática Referencias
Serie III Serie I

Uro'gen 5 - reticulocitos de 72
conejo.

1,01 0,9 bazo de ratón 81

3-5 eritrocitos de 90
aves.

1 hojas de tabaco. 95

0,5-1,5 higado de rata. 76

3,25 hígado de rata. 80

0,h6 1 higado bovino. 91

0,35 0,8 eritrocitos humanos. 93, 96

1,33 eritrocitos humanos. 97

Firie'gen 1,3 eritrocitos de aves. 90

0,5-1,5 higado de rata. 76

0,72 higado de rata. 80

0,2h 0,59 higado de bovino. 91

Hexa'gen 0,5-1,5 higado de rata. 76

1,h3 higado de rata. 80

1,2 0,80 higado de bovino. 91

Penta'gen 8,1 higado de rata. 76

1,h3 higado de rata. 80

0,81 0,85 higado de bovino. 91

0,05 0,07 eritrocitos humanos. 93, 96

0,57 eritrocitos humanos. 97



Uro'gen III, Firia'gen III y Penta'gen I y bi Fásico para

el resto de los sustratos. Determinanpmuestos últimos,

los valores de Hma concentraciones de sustrato mayores y

menores que 5 pM encontrando que a las concentraciones me

nores,Hm está en un rango de Ü,h2-Ü,79 uM y a las concen

traciones de sustrato superioreelestá entre 1,7 y 5,2 uMy
de los gráficos de Hill calculan al n aparente en un rango

de 0,72 a 1,20.

h.3- Caracteristicas generales.

Setuademostrado quelaenzíma, proveniente dedíversas

Fuentes, no necesita coFactores (B7, 92, 96, 98) que no

contiene metales (72, 92, 99), que el 02 inhibe su actividad
(72, 83, 9D, 95, 99), salvo Hoopmanny col. (79) quienuno

encontmmnefecto del Ü en 1a actividad PCL de Rhodopseudo2

monaspalustris; los metales que inactivan grupos sulFMdri

los también inhiben a la PCL (93, 96, 99), algunas sales

también disminuyen la actividad enzimática (B3, 89, 95, 30).

Respecto al efecto del hierro "in vitro" el panorama no es

muyclaro, algunos autores no encuentran efecto de este

metal en la actividad PCL (96, 1ÜÜ, 101) otros encuentran

inhibición (82, 91, 98, 99, 102, 103) incluso se ha infor

mado que produce activación (10h).

h.h- Purificación.
La actividad PCLFué purificada de diversas Fuentes

según puede verse en la Tabla II.



TABLAII.PURIFICACIONDEPCL.DAÏOSDELIÏERATURA. Fuente Reticulocitos deconejo. Rodopseudomonas spheroides. Eritrocitosde pollo Bazoderatón Hojasdetabaco

CitaPurificación

72 88 89 81

(veces)

220

Rendimiento

% 8,5

ActividadPH

(Unidadenzimática)

7.7UgCopro'gen

hmq

782221.!¿2L222-

hmg

ZZUE/mg_--_ 1UE=1nmolComorcn

mlh

9936UE/mg_-- 1UE=1nmolCopro'gen

90min

Método

EstructuraPI cuaternaria

pHop.

----6,8

Sustratos ensayados Uro'genIII PBG+PBG-D Uro'genIII Uro'genI Uro'genIII Uro'genIII

Métodosde purificación

Observaciones

Lisado.Centri- fugaciones.E1ec troforeiszonal, engeldealmidon. Disado.Polvo- cetónico,frag cionamiento)salinoso(NH35-k5%.“k2 Lisado.Centri- fugación.DEAE celulosa,Jraccig namientosalino so(NHI')240-75%,DEE
Homogeneización. Centrifugación Acidifícación pH5.5,Eaïficfalino,SO35_h5%hk2 SephadexG150 Homogeneización.- Centrifugación. Fraccionamient;salinoSONH50-60%kk2 Adsorciónengel deFosfato.



ÏABLAII.PURIFICACIDNDEPCL.DAÏOSDELIÏERATURA.(continuación). FuenteCita Eritrocitos107 humanos. Hígadoderata108

Purificación

(veces)
##19

100

Rendimiento

1

ActividadPM

(Unidadenzimática)

Método

58.3nmolCoproIII39500

minngprot.58000

SOS/PAGE Sephacryl3200.

#1000SephadexG100.

38.88nmolUro'gen

mgprot.30'

Estructura cuaternaria

PI
#,6

Sustratos ensayados

pHop. -Penta'gen

III Uro'genIII

Métodosde purificación. Lisado. DEAE. SO#(NHk)#0-65% Sephacry8200. PhenylSepharose. Homogeneización. Centrifugacíón.so(NHk)235-70% Gedefosfato.DEAE. SephadexG100.

Observaciones

Eritrocitos109 humanos.
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h.5- Naturaleza gel sitio activo.
Respecto a la naturaleza

del sitio activo de la PCL, numerosos grupos avalan que al

menos un grupo SH es esencial para la actividad (72, 79, 81,

92,93,95,1Ua)incluso Elder y col. (107) proponen que la pre

sentia de un grupo SHen el sitio activo es consistente con

el mecanismo de protonoción desprotonoción propuesto por

Bernard y Aktar (87). Chen y Miller (95) analizando el efec

to de iones en la actividad de 1a PCL sugieren que 81- y F

podrian unirse a un sitio ácido catiónico de la enzima, el

cual estaria en o cerca del sitio catalitico de la enzima,

la pérdida de este mismocambiaria el entorno local del si

tio activo afectando la actividad PCL. Rios de Molina y col.

(108), analizando el efecto de compuestos fenólicos también

sugieren la presencia de algún grupo positivo en el sitio

activo de la enzima coincidiendo incluso con Straka y Kushner

(91) que avalan que la PCLpodria tener residuos positivos,
que serian necesarios para la apropiada orientación del

sustrato dado que a baja Fuerza iónica tiene baja actividad,
la cual aumenta con el aumento de la concentración de catio

nes, y los anionss a altas concentraciones alteran el cuadro

de distribución de los productos. Hauanishi y col. (92) su

gieren gue alguna histidina estaria en o cerca del sitio ac

tivo de la PCLdado que es inhibida por dietilpirocaroonato.

Hoopmany col. (99) sugieren que histidina y cisteina serian

parte del sitio activo analizando los puntos de inflexión

de las curvas de pH en comparación con los puntos isoelec



tricos de los aminoácidos, junto con los efectos inhibitof
rios de 5,5'-diÏiobis 2-nitrobenzoato y de dietilpirocar
bonato.

h.6- Estructura de la enzima.

Muchosgrupos de investigación estudiaron si una úni

ca proteina es la responsable de catalizar las cuatro decar

boxilaciones, de las dos series isoméricas y el número de

sitios activos involucrados. Los resultados damuestran que

es una única proteina con más de un sitio catalitico. Tomio

y col. (89) encuentran igual grado de purificación y rendi

miento para las dos etapas de dacarboxilación sugieren que

estan en presencia de una única proteina y por el comporta

miento de las decarboxilaciones intermedias, a los distintos

agentes, supondrian que tiene al menosdos sitios cataliti

cos.Por el contrario, Romeoy Levyin (B1) suponen que el

sistema enzimático involucrado en 1a decarboxilación del

Uro'gen es igual para ambos isómeros, sin embargo dicen que

es posible que más de una enzima esté involucrada, cada una

catalizando uno o más de los cuatro pasos de decarboxilación.

San Martin de Viale y col. (75) por estudios cinéticos

deducan que una única proteina decarboxila los h isómeros

de Uro'gen. Elder y Tovey (106) purifican PCLmanteniendo

se la relación de actividades de Uro'gen III a Penta'gen

III. Smith y Francis (76) suponen que el reconocimiento y

remoción del carboxilo del acétilo del anillo D del Uro'gen

III podria ocurrir en un sitio activo separado o en otra
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enzima respecto a las otras decarboxilaciones. De Verneuil

y col. (77) copuriFican 1a actividad de la enzima hacia

Uro'gen III y Penta'gen III, también encuentran que el de

Fecto enzimatico en; pacientes con un 50%de disminución

de 1a actividad PELpuede detectarse con cualquier sustra

to,lo que avalaria la presencia de una única proteina; los

estudios cinéticos por ellos realizados indican que los

porfirinógenos más carboxilados no inhiben las decarboxila

ciones de las menos carboxilados y los menos carboxilados

inhiben competitivamente a los de mayor número de carboxi

los sin ser decarboxilados. Suponen por 1o tanto cuatro

sitios de decarboxilación en una única proteina. En un tra

bajo posterior (93) determinan que a lo largo de la purifi

cación mantienen la relación de actividades de Uro'gen III

a Uro'gen I y de Penta'gen III a Penta'gen I. y por lo tan

to las cuatro decarboxilaciones que ocurren desde Uro'gen

III y I a Copro'gen III y I son catalizadas por una única

enzima, que tendria 2 ó más sitios cataliticos. Straka y

Hushner (91) encuentran que todos los sustratos tienen coe

Fidentes de Hill próximos a 1 pero varios porfirinógenos

tienen más de un Hm,Uro'gen III,Firia'gen III y Penta'gen

I que tienen un solo Hm, se unirian a únicosito, los otros

podrian ocupar más de un sitio, al menos dos, uno de alta

y otro de baja afinidad. Sassa y col. (96) copurifican jun

tas las actividades para Penta'gen I y III y Uro'gen I y

III, suponen una únicaproteina. Elder y Tovey (107) encuen

tran que la actividad para Uro'gen III y I disminuye con



la purificación pero no para Penta'gen III. Por inmunoensa

yos determinan que toda la actividad reside en una única

proteina y que la especificidad cambia durante la purifi

cación, sugieren que existiria más de un sitio activo dado

que el lugar para la decarboxilación del Uro'gen es más

suceptible a la inactivación tal vez por oxidación durante

la purificación. Hoopmany col. (79) también encuentran

que la relación de actividades de Uro'gen III a Uro'gen I

se mantienen durante la purificación, por 1o tanto sugie

ren una única proteina, Rios de Molina y col. (BU) por da

tos cinéticos avalan también que las decarboxilaciones de

Uro'gen III y I asi como 1a de los intermediarios ocurren

en una única proteina: hipótesis avalada powlefecto del

hexaclorobenceno (HCB) sobre PCL. Asi la Formación de Co

pro'gen esta inhibida en ratas intoxicades por HCBen igual

grado ya sea que se mida con los porFirinógenos de 8-, 7-,6-,ó
h.7- Estudios genéticos. Regulación.

De Verneuil y col. (111) determinaron que el gen que

codifica para la PCL está en el cromosoma 1 humano, desarro

llando un inmunoensayo para detectar 1a PCLy lo aplicaron

para localizar la enzima humanaen células somáticas hibri

das de humanos y roedores. Dado que ALA-D, PBG-D y Coproge

nasa estan asignados a los crosomomas 9, 11 y 9 respectiva

mente (112, 69, 113) y que en células eucariotas las enzi

mas Funcionalmente asociadas no necesariamente están agru

padas en el genoma o no están en el mismo cromosoma, y que
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existe inducción secuencial de las enzimas durante 1a dife

rencia eritroide, suponen que la exposición coordinada de

las mismas debe tener, más relación con genes control que

con genes estructurales del camino.

Romeoy col. (11h) clonaron e identificaron una semmn

ciade DNAque hibridizan con mRNAque codifica para PCL de

rata y humano, el largo del mRNPes de 1.500 nucleótidos,

lo cual es compatible con un PMde h0.000 Da para 1a enzi

ma, en un trabajo posterior Grandchampy col. (115) sinte

tizaron PCL"in vitro" en un sistema libre de células de

lisado de reticulocitos bajo 1a dirección de mRNAsde hi

gado Fetal y reticulocitos humanos, encuentran que 1a en

zima se sintetiza con el PMde la proteína madura (h3.000

Da), cuando usan el mRNAFetal 1a PCL representa el 0.0h%

de las proteinas sintetizadas y el 0.005% con el mRNAde

reticulocitos, por lo tanto suponen que las enzimas de la

biosintesis de hemo se inducen en los pasos tempranos de

la eritropoyésis y que los mRNAscorrespondientes se deses
tabilizan antes del estado de reticulocitos.

Grandchampy col. (116) estudian durante 1a diferen

ciación inducida por dimetilsulfoxido en células de rato

nes eritroleucémicos la expresión genética de PBG-Dy PCL

encontrando para la PBG-Ddos Formas una de hhHDno eritroi

de y la otra de #2 HDeritroide, que estarian codificadas

por mRNAdistintos pero que serian expresión de un mismo

gen, durante la diferenciación sólo aumenta la de bz HD.
Se inducen durante la diferenciación los mRNAspara PCL Y
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PBG-D, ocurriendo este evento temprano en el proceso de

diferenciación y precediendo a la acumulación de mRNApara

las 04 y (3 globinas. En la misma linea Romeo y col. (66)

aialan clones cDNAcomplementarios al mRNAque codifica

para las dos enzimas PBG-Dy PCL y estudian las cantidades

relativas de los mensajeros correspondientes presentes en

varios tejidos y lineas celulares, encuentran qUEcada en

zima está presente como una única copia en el genoma huma

no/siendo los cromosomas 11 y 1 los locus para PBG-D y

PCL respectivamente. Para PCLmapean el locus y lo encuen

tran en la banda 1 p 3h del brazo corto del cromosoma 1.

Encuentran un único tamaño de mRNApara cada enzima (1.800

bases y 1.hÜÜ bases para PBG-Dy PCL respectivamente) el

mRNApara PEL Fue siempre elevado para tejido eritroideo

ó lineas celualres en cambio para PBG-Destá afectado por

la naturaleza del tejido eritroideo y 1a proliferación ce

lular. Por lo tanto estarian las dos enzimas reguhndas di

Ferencialmente a nivel pre-transduccional. Posteriormente

(109) clonan y secuencian el cDNflque codifica para PCL

humana,hallan una secuencia de 367 aminoácidos observan

que el gen está presente como una única copia, que existe

una única especie de mRNA,en tamaño. en tejidos eritroi

des y no eritroides, y que el nivel de mRNAestá aumentado

en células de origen eritroide dada la activación trans
cripcional especifica del tejido para el gen de PCL. Sugie

ren para la regulación i) que el gen tuviera un promotor

simple, la eficiencia del mismoestaria aumentada de manera

especifica del tejido, o ii) que existan dos promotores uno
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comúnmtodoslos tejidos y el otro activo solamente en teji
do eritroideo.

Romanoy col. (117) estudiaron la estructura del gen

para PCL humana, encuentran que esta compuesto por 1D exo

nes sobre un DNAde 3 Hb,tiene dos puntos de inicio de trans

cripción uno mayor que el otro, separados por 6 bases. Se

cuencian a una distancia de 9DGpares de bases de los sitios

de iniciación encontrando módulos, 1) un pseudo TATAbox

(caracteristica de genes "house keeping") y 2) un único Sp1

box (CG box sitio de unión del Factor Sp1 gue activa 1a

transcripción en genes eucariotes) ambosmódulos estan a

70 pares de bases de distancia arriba del sitio de inicia

ción,lo que sugiere una simple organización del promotor.

Este gen es Funcional y sensitivo al "enhancer" SV hÜ que

es una caracteristica no comúna los genes "house keeping".

Los autores deducen que se transcribe el gen nn una única

especie de mRNA,concluyen que el gen se expresa en una

manera constitutiva y especifica de tejido a través del

uso de un único promotor y mRNA,por medio de una trans

cripción incrementada. Asumiendoque 1a Frecuencia de ini

ciación y el bloque de elongación gobierna la cantidad de

transcripta primarioiplantean dos hipótesis: 1) existe un
punto de terminación en la elongación del transcripto den

tro del primer intron en tejidos no eritroideos que se su

prime durante la diferenciación eritroide y 2) existe un

"en_bancer" especifico de tejido en el promotor.

Romeoy col. (118) encuentran que la secuencia de
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cDNAde humanos tiene 85% de homologia en nucleótidos y

90% de homologia en as con la de rata.

En linea general estos autores (109) avalarian la

hipótesis que los genes que codifican para las enzimas del

camino metabólico del hemo serian un modelo de genes "house

keeping".

5- Coproporfirinógeno oxidasa.

Coproporfirinógenooxidasa (coprogenasa) (EC 1.3.3 3.)

es una enzima mitocondrial que convierte Bopro'gen III en

Proto'gen IX en un proceso donde los sustituyentes propió

nicos de los anillos A y B son decarboxilados a vinilos.

PUede usar como sustratos Copro'gen III y IV (AU) (Fig. 8).

La enzima proveniente de mamífer_gs posee un requeri

miento absoluto de 02 (119) que seria, el oxidante de la
reacción. En contraste con la enzima de mamíferos, aves y

plantas que necesitan gi los microorganismos que crecen en
condiciones anaeróbicas estrictas utilizan un aceptor de

electrones distinto del oxigeno probablemente 5-adenosil
metionina (120).

Fué postulade la Formación de un intermediario de

reacción, el 2,h-Bis (fi hidroxipropidnico)‘deuteroporFiri
nógeno IX (121) y que la Formación de un vinilo de una ca

dena de fi-hidroxipropiónico es más rápido en 1a posición 2

que en la h (119). Fué descripto un harderoporfirinógeno

comodntermediario de decarboxilación del porFirinógeno hi-

droxipropiónico a Proto'gen (122) (Fig. B).

Respecto a la estereoquimica se ha postulado que el
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átomo de hidrógeno en posiciÜ1 B con la configuración pro

S es eliminado y que toda la reacción procede con un meca

nismo antiplanar (123).

La enzima de higado de rata Fué localizada en el es

pacio intermembrana de la mitocondria con un 20% asociado

a la membranainterna mitocondrial (12h, 125). En levaduras

Fué localizada en el citosol (126).

La enzima de mamíferos tiene un PMentre 71.600-BÜ.ÜÜU

y un Hmentre JÜ-hB pM (119, 127). En levaduras se obtuvo

PMde 70.000 y 35.000 sugiriendo que es dimérica y un Hm

50 ¡JM (126).

6- Protoporfirinogeno oxidasa.
ProtoporFirinógeno oxidasa cataliza la oxidación de

Proto'gen IX a Proto IX. Fué identificada en levaduras,

Escherichia coli, higado de rata y bovino, eritrocitos,

leucocitos y fibroblastos humanos (hÜ). En mamíferos el PM

reportado Fue de 35.000, en levaduras 180.000, el HmFue

de 11 pM y h.8 pM para higado de rata y levaduras respecti

vamente.(th. 9).
Le enzima no oxida Uro'gen I, Copro'gen I ó III (hÜ).

Proto'gen-oxidasa Fué localizada en la membranainter

na mitocondrial anclada en 1a bicapa lipidica y se supone

que el acceso del sustrato al centro catalitico de la enzi

ma no implica un mecanismo activo y que el acceso es el

mismo de ambos lados de la membrana (128).

7- Ferroguelatasa.
Ferroquelatasa o Protohemo-Ferroliasa (E.C. h.99.11.)
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cataliza la inserción de hierro‘en protoporfirina IX. La
actividad de esta enzima ha sido demostrada en una varie

dad de tejidos y especies en células procariotas y eucario

tas (129, 130, 131, 132). En células eucariotas ha sido

localizadü en la menbrana interna del lado de la matriz

pero sumergido en la bicapa, de manera tal que el sitio

activo está localizado del lado de la matriz (133, 13h).

En procariotes está unido a la membranacitoplasmática (135).

En higado bovino se ha propuesto un mecanismo secuen

cial BiBi donde primero se tiene el Fe2+ y luego la porFiri

na y se liberaria primero el hemo y luego los dos protones

(136) (Fig.iB).

Se ha reportado que dos grupos -SH unirian al Fe2+,

estos grupos estarian en un entorno hidroFóbico pero acce

sible a moléculas pequeñas cargadas y el aminoácido argini

na seria parcialmente responsable de unir a la protoporfi

rina (137). Dailey (138) por ténicas espectroFluorimétricas

examinó el sitio activo de la enzima de hígado bovino y

propone un modelo donde el sitio activo es un bolsillo hi

drofóbico similar al encontrado en hemoproteinas.

La enzima ha sido purificada de varias Fuentes, exis

te cierta discrepancia en los PMinformados que podrian ex

plicarse por la tendencia de la enzima a Formar agregados,

para la enzima desnaturalizada se obtuvieron PMde aproxi

madamente hÜ.ÜÜÜy para la nativa desde 63.000 a 290.000

Da.

La actividad Ferroquelatasa puede mediqecon sustratos
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distintos de los naturales, Zn2+,Eo2+mesoporfirinaideute
roporfirina. Siendo incluso mejores sustratos que los Fi

siológicos (hÜ, 13D, 1hU). Aparentemente una sola proteina

cataliza la inserción de Fe2+ y [3o2+en mesoporFirina (1h1)

e" higado de CETÜO-Los valores de Hminformados para Proto

van de 11 a 28.5 pM y para Fe2+ de 23.3_uM a BÜ pM, para

mesoporFirina de 27 a 51 pM para deuteroporfirina de Q7 a

so pM, para 002+ 27 ¡JM (no, 136, 11.1).

DDC,3- 2-(2,h,6-trimetilfenil)-tioetil -h-metilsi
clona (TTMS)y 2,h-dietil-2 metil-1,2 dihidroquinolina

(DMDQ)deben SU" acción porfirinogénica a un mecanismo

basado en la inactivación del citocromo P-hSÜ, Formación

N-alquilprotoporfirina (pigmentos verdes) e. inhibición de

Ferroquelatasa (32).

8- Degradación del Hemo.

La hemooxigenasa cataliza la degradación del hemo a

biliverdina que por la biliverdina reductasa rinde biliru

bina. En el curso de la degración oxidativa para Formar la

cadena tetrapirrólica abierta, se utilizan tres moléculas

de 02 y seis equivalentes de reducción (provenientes de
NADPHo NADH), que sirven para mantener al Fe del hemo en

Forma reducida para que pueda unir el 02. El primer produc
to obtenido es el +hidrox1hemo, que luego es reducido para

posteriormente liberar el carbono del <4 meteno como BUy

el ion metálico Formandose la biliverdina (1b2) F19, 11.
Esta enzima se encuentra en reticulo endoplásmico

liso, y se ha detectado su actividad en todos los tejidos.



en animales superiores y en Formas primitivas de vida (1h3,

1hh). La biliverdina reductasa es citosólica y solo el d‘
isómero es sustrato de la enzima. Para ser sustrato de la

hemooxigenasa es necesaria la presencia de las cadenas 1a

terales de propiánicos vecinales en los carbonos 7 y 9 y
no tiene especificidad por el ion metálico quelado (1u3,
1hh).

Hemooxigenasa Fué purificada a homogeneidad de higa

do de rata y bazo bovino y de cerdo con PMmínimo de 32.000

Da (1b5, 1h6, 1h7). El análisis de la secuencia nucleotidi

ca del cDNAde humanos permitió deducir que esta Formada

por 288 aminoácidos con un PM de 32.800 Da . La homología

con la enzima de ratas Fué del 80% y como en ratasltiene

un segmento de membrana en el carboxílo terminal (1h8).

Hemoinduce la sintesis de novo de la proteina enzi

mática. Los metales tienen capacidad también para inducir

la hemooxigenasa, Co, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu,Zn, Au, Hg, Po,

Cd, Sn, Pt y Sb (1h2). Ütros inductores reportados son:

complejos organometálicos, hemocompuestosagentes terapéu

ticos, solventes orgánicos, toxinas bacteriamm3agentes a1
quilantes, hidrocarburos halogenados (1h3). Comoinhibido

res se identificaron las metaloporfirinas (1h2).
Se han caracterizado dos Formas constitutivas de he

mooxigenasa microsomal de rata, 1a HÜ-1 que es 1a Forma ín

ducible y la HÜ-2, no inducible; la relación de ambas en

el higado de ratas no inducidas es 1:2¡con CoZ+JaHU-1in

crementa 1DGveces'antigenicamente son distintas, no exhb



ben diferente especificidad con los distintos sustratos,

salvo con el citocromo P-QZÜc. Se tienen evidencias que

las dos isoformas no son particulares de rata sino que

también existen en conejos y humanos. Se supone que estas

enzimas representarian productos translacionales de dos

locus genómicos, que son isoenzimas y que una Forma no de

riva de la otra (1h3).

La hemoxigenasa se sintetiza en poliribosomas libres

pasa al reticulo endoplásmico rugoso y luego migra al liso.

Los inductores producirían la sinteis de novo de la enizma

regulando a nivel transcripcional (1h2) . También se ha

sugerido control a nivel translacional por metales (1h9).

Se ha aislado (150) la secuencia nucleotidica del gen

de HÜ-1de rata, de 6.830' nucleótidos. Se encontró que esta

Formado por h intrones, 5 exones y la presencia de múltiples

promotores, que podrian explicar la estimulación de la sin

tesis por una variedad de Factores. La transcripción del

gen puede ser regulada no sólo por la secuencia de DNAque

une inductores, sino también por Factores que repriman la

transcripción y lo que explicaría 1a no inducibilidad de

HÜ-2. Por lo tanto el gen de HÜ-2 tendria Factores que re

primen la transcripción y bloquean la unión de inductores

(1h3). Por otro lado se ha reportado (151) que el gen de

HÜ-1 contiene elementos "heat shock" en 1a región 5'y el

rápido incremento de HÜ-1por los distintos estímulos po

dria reflejar 1a activación del "pool" de mRNApreexisten

te como en el caso de las proteinas "heat shock" (1h3).Sin
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embargo recientemente se ha demostrado que el tratamiento

por calor no tuvo efecto en la actividad hemooxigenasa ni

en los niveles de mRNAtrabajando con una linea celular hu

mana (1h8).

PÜRFIRIAS.

Las porFirias son enfermedades heredadas o adquiri

das, que se producen por defecto en las enzimas del camino

biosintético del hemo. Se clasifican comohepáticas o eri

tropoyétioas según el origen del principal sitio de expre

sión del defecto genético en cada enfermedad. En todas

las Formas heredadas de la porfiria humana los Factores

amovientales juegan un rol Fundamental en determinar la

expresión clinica de la anumalídad genética (no, 152, 155,

156).

1. Porfirio congénita eritrgpqyética.
Se transmite en forma autosómica recesiva, es una

Forma muy rara, hayvsobreproduccion de porFirinas de la se

rie isomérica I, el defecto genético es la deficiencia en

Uro'gen III cosintetasa (QÜ, 15h). Presenta Fotosensibíli

dad cutánea muy severa y hemólísis.Uro I y Copro I están

incrementados en eritrocitos y en orina, y Copro I en he

ces (#0).

2. Protoporfiria eritropoyética.
Ea una enfermedad autosómica dominante, el defecto
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genético esta en la ferroquelatasa, se encuentra un exceso

de Proto en células eritroides, plasmgbilis y heces (AU,

15h) presenta fotosensibilidad moderada. La expresión gené

tica a nivel clinico, es altamente variable, existen mu

chos portadores del defecto genético sin manifestaciones
clinicas (AU).

3. Porfiria aguda intermitente.
Se heredaxen forma autosomica dominante, el defecto

enzimática esta en 1a PBG-Dque está disminuida un 50% en

todos los tejidos examinados (15h). La sobreyproducción de

porfirinas es menor y por lo tanto no hay fotosensibilidad.

Es latente antes de la pubertad, la expresión clinica luego

es altamente variable a pesar de que la deficiencia enzimá

tica es la mismapara los casos latentes y los clínicamen

te expresados. Es más Frecuente en mujeres, los Factores

hormonales, nutricionales y drogas predisponen para la ex

presión total de la enfermedad quizas por inducción de la

ALA-S.Los sintomas son neurovicerales, y podrían deberse

a los efectos farmacológicos de los precursores de las por

firinas en tejido nervioso . Presenta una elevada excreción

de ALA y PBG en orina (AU).

h. Coproporfiria hereditaria.
Se hereda en forma autosómica dominante, el defecto

enzimático es un 50% de disminución de 1a coprogenasa (AU,

15h) los sintomas son neurovicerales, hay sobredproducción

de Copro III y excreción de Copro y precursores ALAy PBG

en orina,durante los ataques agudos de ls enfermedad asi



cama también Cupra III en heces. Capra III se acumula en

el higada, las parfirinas axidadas también se encuentran

en el plasma y piel que dan cuenta de la Fatasensibilidad

de algunas pacientes (hÜ).

U'l . Parfiria variegata.
Es una enfermedad autasómica daminante. El deFecta

genética básica se cree que sea una deficiencia en Pratu'

gen axidasa (hÜ, 15h, 153) y un defectu en Ferruquelatasa

(AU)que seria diFernte del encontrada en prataparfiria

eritrapayética, es influenciable su expresión par harmanas,

drogas y Features metabólicas (AU).

Presenta sintomas neuravicerales, Futasensibilidad

par acumulación de purFirinas en plasma y piel, la excreción

de ACA,'PBGy Cupra III están aumentadas en arina y de Cupra

III tambiáwnheces (#0).

6. Parfiria cutánea tarda.
Es la Farma más camún de las parFirias que cumienza

en la edad adulta, presenta severa Fatasensibilidad; alcahal,

estrógenas y siderasis hepática san facturas que predispanen
al desencadenamienta de la enfermedad.

Las pacientes can PCT tienen un riesga elevada de de

sarrallarcarcinumas hepatacelulares. Unadeficiencia en PCL
es la caracteristica de esta enfermedad, presenta una eleva

da excreción de Ura y Firia en aIina y de Isucapra en heces

(AU).

Se han descripta tres clases de PCT, una Familiar en



la cual el defecto enzimático se manifiesta en higado y
eritrocitos con un 50%de disminución de la actividad enzi

matica, se hereda en Forma autosómica dominante (#0), se

ha informado que personas ccn porFiria hepatoeritropoyétíca

son homocigotas para el defecto en PCTencontrado en la por

Firia Familiar presentando una disminución de la actividad

PCLdel 95% (155). Asi la PCT Familiar aparenta ser la se

gunda porfiria genética en humanosque parece presentarse

en Forma heterocigota y homocigota (AU). Los ramos distinti

vos respecto de PCTfamiliar de esta porfiria son el incre

mento de Zn-Proto en eritrocitos, Penta en orina y Uro en

heces y que se presenta en edad temprana (155).

La segunda clase de PCT es la esporádica donde el

defecto enzimático se manifiesta sólo en higado y si bien

usualmente no hay antecedentes familiares, se han reporta

do casos de Familias con más de un miembro afectado (AU);

Se ha sospechado de una predisposición genética para adqui

rir este tipo de porFiria; asi comotambién asociación con

el locus HLA,pero aún no se ha establecido un defecto he

redado en PCL en los casos de PCT esporádica (AU). En gene

ral este tipo de porfiria está asociada a Factores desenca

denantes como alcohol y estrógenos. Elder y col. (156) re

cientemente reportan que el tratamiento por Flebotomia de

PCTesporádica permite una reversión del defecto bioquímico,

al menos en algunos pacientes. Un tercer tipo 1a PCT tóxica

abarcaria los casos debidos a exposicióna hidrocarburos aro

maticos polihalogenados, donde se produce disminución de



PCLde higado presentando un cuadro similar a la esporádi

ca,o sea no se afecta la PCLeritrocitaria (hD, 96).
Recientemente se han realizado varios trabajos ten

dientes a elucidar el origen del defecto enzimático en PCT.
Sassa y col. (96, 157) por "Rocket" inmunoelectroforesís

determinaron que la cantidad de Enzima PEL inmunoreactiva

era proporcional a la actividad enzimática, aplican esta

técnica a pacientes normales, con PCTFamiliar y esporá

dica llaman CRM¿+)6CRHM+)cuandola muestra obtenida del

paciente presenta proteina inmunoreactiva, no activa des—

de el punto de vista enzimática o sea que el cociente pro

teina inmunoreactiva a actividad enzimática es mayorque en los

hormales y CRM(-) o CRIM(-) cuando es igual a los norma

les.

Los PCT Famifiar y esporádica dan CRM(-) sólo los

que tienen porfiria hepatoeritropoyética donde el defecto

en PCT es homocigota da CRM(+), aunque se han reportado

casos en que dan CRM(-) (158).

De Verneuil y col (159) en un estudio de una Familia

con porFiria hepatoeritropoyética, damuestran que el defec

to enzimático resultó en una rápida degradación de la pro

teina PCL "in vivo". El clonado y secuenciación de un DNA

complementario para el gen mutado reveló una mutación en

la posición 281 donde una glicina es reeplazada por un glu

támico (159). Encuentran (158) en este tipo de porFiria una

gran heterogeneidad a nivel protéico, la vida media de PCL

normal es de BUhs., en un paciente el recambio es más rápido



de 12 a 1D veces, y en otro 2 veces más; suponen para el

primero que la mutación rinde una proteina más suceptíble

a proteolisis y en el otro coincide con que la PCLtiene

mayor PM, por lo tanto podria existir cambio o inserción

de varios aminoácidos tal que varie la migración proteica,

Ütro paciente tiene una sintesis de PCLdiSminuiday una

degradación aumentada (160).

Mukerji y Pimstone (97) estudian la cinética de la

enzima purificada de eritrocitos de pacientes normales con

PCTFamiliar y esporádica,encuentran que en PCTFamiliar

el Kmes de 3.8 a h veces mayor usando Uro'gen I o Penta’gen

I como sustratos y la Vmaxestá un 70% disminuida, también

Fué más estable al calentamiento.5ugieren que dada la ausen

cia de material inmunológico de reacción cruzada no catali

tico CRIM(-) en PET Familiar, la mutación debe haber al

terado la conformación enzimática tal gue su sitio antíge

nico no Fué reconocido por el anticuerpo anti PCL o que.una

mutación puntual en el gen estructural podria permitir una

menor afinidad de la enzima por su sustrato.

6.1- Porfiria cutánea tarda, modeloexperimental. Porfiria
inducida por hidrocarburos aromáticos polihalogenados.

Entre los años 1955 y 1959, en el sudeste de Turquía

mucha gente ingirió hexaclorobenceno (HCB)a través de tri

go contaminado. Comoconsecuencia de ello admirió una por

Firia semejante a la PCTcon los mismos rasgos clinicos y

bioquímicos (161, 162).



Ückner y Schmid (163) Fueron los primeros en producir

porfiria por HCBen ratas, posteriormente se reprodujo en

conejos, cobayos (16h, 165) y en ratones en presencia de Fe

(166) y en aves (167).

La porFiria por HCBen ratas se caracteiza por: Foto

sensibilidad cutánea (16h), elEVada excreción de porfiri

nas (16h, 168), algunas veces también se encuentran precur

sores en orina (168), hay acumulación de porfirinas en hi

gado (163, 16h, 168, 169). El estudio de la naturaleza de

las porfirinas excretadas reveló que un 50%era Uro y el

resto porFirinas de 7 a h-CÜÜH,esencialmente de la serie

isomérica III, en higado se encontró acumulación masiva de

Uro y en menos proporción Firia (168). En bazo y riñón

también se encontró acumulación de porFirinas contrar;ja

mente en sangre los valores Fueron normales (17D, 171). La

actividad PCLestuvo Fuertemente disminuida en higado afec

tando las dos etapas de decarooxilación, también en riñón

la actividad Fué menor, contrariamente en sangre Fué normal

y en bazo Fué superior (170, 171, 172). Si bien se afectan

varios tejidos, el higado es el principal sitio de acción

(170, 171). Estudios en Función del tiempo de intoxicación

con HCBdemostraron que las primeras alteraciones que se

producen son la marcada diSminución de las dos etapas de

decarboxilación del Uro'gen III y el incremento de PBB-D.

Posteriormente se evidencia el incremento de ALA-Sy Ferro

quelatasa. Finalmente el aumento de ALA-Des el último en

presentarse (173).



El establecimiento de porFiria en animales depende

de parámetros tales como la cepa y el sexo, en el primer

caso tenemos que las ratas Agus son más suceptibles que las

Porton Mister (17h, 175) y las Uistar más suceptibles que

los CHBBTÜM(176) a adquirir porfiria. Las Agus tienen un

mayor contenido de Fe no hémico y mayor actividad de et0xi

resofurina demetilasa, que avala el mayor contenido de me

tabolitos del HCBencontrado en higado y excreta, lo que

implica mayor velocidad biotransformación del xenobiótico

(17h). El desarrollo de porFiria en ratas machos es más

lento que en hembras (168, 177). Se ha demostrado que los

estrógenos juegan un papel en el desarrollo de 1a misma

(179). Se ha reprotado que existen diferencias en el meta

bolismo del HCBdependientes del sexo y que el mismo es

taria controlado por estrógenos (177, 180). Sin embargo
no se he encontrado diferencias en el contenido total de

metabolitos del HCBentre ambos sexos, si bien los hepa

tocitos de ratasmachos presentan mayor unión de radioacti

vidad de HCB1QCa proteinas y mayor porcentaje de metabo

litos azuFrados (181).

No sólo el HCBpuede producir esta porfiria experi

mental, las dioxinas, los biFenilos políhalogenados y otros

ngidrocarburos aromáticos políhalogenados producen el mismo
modelo en ratas, ratones y cultivo de células. El inductor

de porfiria más potente es la tetraclorodibenzo para dioxina
(TCDD) (182). El TCDDinduce un patrón de enzimas microso

males semejante a1 3-metilcolant1eno (citocromo P-th: iso



enzimas del P-hSÜ c y d en ratas y P-hSU 1 y 3 en ratón)y

el HCBes un inductor mixto pues induce enzimas microsoma

les comoel 3-metilcolantreno y comoel Fenobarbital (iso

enzima del citocromo P-QSÜb en rata)(182, 183). La diferen

cia con otros inductores del tipo de 3-metilcolantreno es

que induce preferencialmente a1 P-b50 d respecto del c (18h).

El TCDDinduce la enzima arilhidrocarbon hidroxílasa (185)

mediada por acción de un receptor citoplasmático de alta

afinidad, sin embargo el HCBes un débil agonista del mismo

(186) a pesar de inducir la isoenzima P1h50 y P #50 que3

están reguladas por el locus Ah.

Estos compuestos porfirinogénicos son altamente lipo

Filicos y de lenta metabolización y se acumulan en tejido

graso (182).

El HCBse metaboliza lentamentey se excreta sin meta

bolizar principalmente en heces (187, 189) Mehendale y col.

(187) deteúaron en orina de ratas intoxicadas con HCBpenta

clorofenol (PCF), pentaclorobenceno (PCB) un isómero del

tetraclorobenceno (TCB)y triclorofenol (tríCF). Lui y

Sweeney (190) encuentran PDF en orina; Hoss y col. (189)

identificaron PDF, tetraclorohidroouinona (TCH)y pentacloro

tioFenol (PCTF) como metabolitos urinarios y PCTFen heces.

Hoss y col. (191) investigaron la Farmacocinética del HCB

y sus metabolitos, en ratas que recibieron durante 15 dias

60 mg HCB/kg. Encuentran que a las 9 semanas se establece

un equilibrio entre la captación y eliminación del HUBy

sus metabolitos; 1 g. de higado contiene 1 pmol HCB, SU nmoles
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de PDF, 5 nmoles de TCH y 0,1 nmol de PCTF. E1 HCB se acu

mula principalmente en grasas, y entre 3B y 60 veces menos

en higado, sistema nervioso central, riñón y sangre, los

metabolitos son detectados en higado y sangre aún después

de Finalizada la administración del xenobiótico y la eli

minación del mismo continúa por varios meses. En intoxica

ción crónica encuentran que la relación de metabolitos Fe

nólicos a szufrados es de 2,8 a 1 y en experiencias de cor

ta exposición de 1,3 a 1.

En todas las especies animales estudiadas el PCFFué

el princiapl metabolito del HCBdando cuenta del h5%de la

cantidad total de metabolitos recuperados sn el cuerpo, o

rina y heces luego de una dosis del HCB(182, 189, 191).

Debets (182) propone el esquema de metabolización que

puede verse en la Figura 12 y Hoss y col. (192) informaron

que pudieron aislar 21 metabolitos urinarios del HCBque

estan en la Tabla III.

Debets y col. (193) trabajando en cultivo de células

de embrión de pollo, encuentran que el HBBse metaboliza,

produce un perfil de acumulación de porfirinas como el de

ratas porFiricas, y encuentra unión de radioactividad a

proteinas cuando se adiciona C1AHCB,que es inhibido por

ácido ascórbico o piperonilmmóxido . Incubaciones de HCB

con Fracciones microsomales producen PCB, PCF y TCH, y el

HCB1“[3 se une covalentemente a proteinas microsomales (19h).

Se ha informado que la hidroxilación a PCF ocurre via la

isoenzima del citocromo P-hSB inducible por Fenobarbital
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TABLA III. METABOLITÜS DEL HBB (192).

pentaclnrobencenn (PCB).

2, 3, h, S-tetraclorofenol (TCF)

2, 3, 5-tr1cloru-1, h- hidroquinona.

2, 3, h, S-tetraclorofenol (TCF).

pentaclorofenol (PCF).

tetraclorupirocatecol.
tetraclorohidroguinona (TCH).

2, 3, h, S-tetradbrotioanisol (TCTA).
tetraclorometaxitioanisol.

pentaclorotiuanisol (PCTA).

1, h- metoxi- 3-metiomercapto- 2, 3, 6- triclorobencenn.

tetracluro- 1, h-ditiaanisol.
1- meti1-(h-metilmercapto-triclorofenil) sulFóxido.
3, 5, 6- tricloro- 1, 2, h-tritíoanisol.
1- metil-(metoxi-tetraclorofenil) sulFóxidu.

1- metil-(h metilmercaptD-triclorofeni1) sulfona.
1- metil-(metoxi-tetraclorofeni1) sulfona.

1- metil-(h-metilmercapto- 2, 3, 5, 6-tetraclorofenil)5ulfóxiua.
1- metil-(h-metilmercapto- 2, 3, 5, 6-tetraclorofenal)su1rowa.
1- metil bie(met11mercapto)-triclorofenil) sulFóxido.
dimetil- (metilmercapto)-(triclorofenil) disulfúxido.



y 1a« subsiguientes hidroxilación depende de la isoenzíma

inducible por 3-metilcolantreno, rindiendo TCHy el isómero

1,2 diol-tetraclorobenceno (195). E1 metabolismo depende de

NADPH,02 y es inhibido por SMF-525 A , metirspona y CO. Se

Forma un 88% de PCF, un 9% de TCH y un 2% del isdmero 1,2

diol (195).

El FB acelera y exacerba los efectos porFirinogénicos

del HBBen ratas (173, 196) y la inhibición del metabolismo

de drogas o compuestos que atrapan radiales libres protegen

contra la acción porfirinogénica de xenobidticos en cultíyo
de células de embrión de pollo, asi como los inductores

estimulan la acumulación de porfirinas causada por las mis

mas (197).

Todos estos hallazgos permitieron afirmar que dado

que el HCB"in vitro"no tiene efecto sobre 1a PCL y que el

metabolismo del HCBparece ser un prerequisito para que

ejwza su acción, el mecanismo de acción del HCBestaría me

diado por algún metabolito. Esta hipótesis Fué primero pro

puesta por Sinclair y Granick (198) sugiriendo que el inhi

bidor de PCLseria un metabolito de los hidrocarburos aro

maticos póliclorados de naturaleza Fenólica. Sin embargo el

PCFprincipal metabolito del HCBno es porfirinogénico (199

200, 201) si bien cuando se administra conjuntamente con

HCBacelera el establecimiento de porFiria (202). Debets

y col. (182) sugieren que los intermediarios tóxicos Forma
doa durante la metabolización del HCBy detoxificados por

GSH,serian responsables de los disturbios en 1a sintesis



de hemo basándose en que a)entre los metabolitos del HCB

los que contienen azufre podrian provenir de conjugación

con GSHo reacción con metionina o por unión covalente de

algún intermediario reactivo a grupos SHFuncionaksde en

zimas (PCL), b) Herklsan y col. (196) encuentran que el

dietilmaleato aumenta la acción porfirinogénica del HCB

(196) y c) el GSHdiaminuye los efectos del 1,2,h-triclgr2
benceno (203).

Contrariamente a estas hipótesis, recientemente

Haunnishi y col. (92) encuentran que PCLpurificada de

eritrocitos de pollo es inhibida por reactivos de grupos

-SH y también es inhibida "in vitro" por una serie de bifu

nilos policlorados y HCBen presencia de GSH, por tanto es

tos autores sugieren que actuarmn en un sitio de la enzima

distinto del activo que contiene SH-.

Una linea de trabajo diferente Fué seguida por Elder

y Sheppeard (20h) quienes determinaron que TCDDy HCBcaus

san porfiria en roedores disminuyendola actividad catali

tica de PCL, sin alterar 1a cantidad de enzima inmunoreac

tiva.

Molina y col. (1GB, 205) Fueron los primeros en en

contrar que higados de ratas porfiricas por HBBtenian un

inhibidor de PCL, no encontrando efecto del HCB"in vitrq",

más tarde Cantoni y col. (206), 1o detectan en ratones tra

tados con TCDD,encontrando que el inhibidor produce una

interacción irreversible en el centro activo de PCL, Sugi

riendo que "in vivo" también se une covalentemente a PCL,
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estos autores no encuentran efecto "in vitro" del TCDD.

Smith y Francis (207) informan que ratones tratados con Fe

más HEB Forman dicho inhibidor pero que Fe o HBBsólo no.

También TCDDy biFenilos son capaces de generar dicho inhi
bidor.

Rios de Molina y col. (108), purificaron la PCLde

higado de ratas normales e intoxicadas por HCBy analiza

ron comparativamente las propiedades de las dos enzimas y

del comportamiento cromatográfico, los resultados sugieren

que existirian diferencias estructurales entre ambas.

6.2- Hierro.

La siderosis hepática es una caracteristica aceptada

en PET (153, 208). El tratamiento por Flebotomia de la

PCTfué introducido por Ippen (209), y produce la remisión

de la mayoria de los pacientes, la idea original Fué dis

minuir los niveles elevados de hemoglobina y quizás canali

zsr el exceso de producción de intermediarios del camino

metabólico del hemo . El concepto aceptado actualmente es

que se produce la reducción de Fe en el higado, que según

Hixshner y col. (82, 21D) es beneficioso en el metabolismo

de las porfirinas quizás por 1a inhibición que produce el

Fe sobre la Uro'gen III ccsintetasa y PCL. Aunque este úl

timo punto, es bastante controvertido (82, 91, 96, 98, 99,

1ÜÜ‘, 101, 102, 103, y 10h). La PCT puede reactivarse por

reposición del Fe (211). La desFerrioxamina (DP) puede ser

efectiva en algunos pacientes (212).

Elder y col. (213) afirman que la sobrecarga de Fe
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en ratas no es necesaria para inhibir PCLpor HCB, aunque

observa_,cionea preliminares implicaban este requerimiento

(21h). La respuesta de ratones al TCDDpuede modularse por

el Fe (215) y algunas cepas de ratones, responden pobremen

te al Fungicida si no tienen una predosis de Fe (216). En

1a porFiria pcr HCB, la disminución de PCL en ratas es más

rópiday se exacerba por Fe (217, 218, 219). Si el HCB"per

se"incrementa o no el contenido de Fe, tiene respuesta con

tradictoria entre los distintos grupos de trabajo (218, 219,

220, 221).

Felsher (222) no encontró diferencias en PCmerítro

citos de pacientes con PCT, no tratados y con Flebotomia ,

sin embargo Elder y col. (223) encuentran que pacientes con

PCI esporádica con Flebotomia normalizan la actividad PCL.

Respecto al mecanismo de acción del Fe se hen propues

to numerosas teorias. En el caso de intoxicación por agentes

porfirinogénicos el Fe Favoreceria el metabolismo del xeno

biótico a un metabolito activo responsable del decremento

de PCL (103, 198, 220). Mukeiji y col. (102) proponen un

efecto dual, a) interacción directa del Fe2+ con los -SH

esenciales de PCLy b) interacción indïkrecta debido a que
+

el sistema Fe2+/Fe3 genera Dé, que por dismutación da

H202 y genera ÜH'en la reacción de Haber Ueiss, entonces
los radflales interactúan con PELy oxidan los porfirinóge

nos a porfirinas no metabolizables. Esta última hipótesis

estáavalada por varios grupos de trabajo que involucran al

Feen eventos celulares generadores de especies activos (103,

223. 22h).
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MATERIALES.

SUSTRAÏÜS.

ALAFué de Sigma Chemical Co (USA), Uro III de Porphyrin

Products, (Logan USA), Glicina Merck.

DROGAS.

HCBpara el drogado de ratasFué de grado técnico, suminis

trado por Cia. Quimica, S.A. La composición de la droga Fué

95% HCBy 5% de tetra y pentaclorobenceno.HCB; pentacloro

Fenol (PCF); tetraclorohidroquinona (TCH); 1-metil-(2,3,

h,5,6-pentaclorofenil)-sulFóxido (PUTA-0);1 metil-(2,3,h,

5,6-pentaclorofenil)-aulFona_ (PCTA-ÜZ);pentaclorotioani
sol (PETA);tetraclorotioaniaol (TCTA);pentaclorotiofenol

(PCTF);2,3,h,5-; 2,3,h,6-; 2,3,5,6-tetrac10roFenol (TCF)

'1,2,3,h-; 1,2,3,5-; 1,2,h,5-tetraclorohenceno (TCB);2,3,h-;
2,3,5-; 2,3,6-; 2,h,5-; 2,4,6-; 3,h,5-'tricloroFenol (Tr.CF),
pentaclorobenceno (PCB). Estas drogas mostraron 99,5 % de

pureza por cromatografía gaseosa y Fueron cedidas por el

Dr. G. Hoss (Institut Für Toxikologie und Pharmakologie,

Philippe-Universitat, 0-3550, Marourg, Fed. Rep. Germany).

Fenooeroital sódico Fué cedido por Laboratorios Bayer,

Resina DomEXA.G. 1- mesh 100-200 Forma cloruro o acetatoX8,

y resina Douex A.G. 50-X8, mesh 100-200 Forma ión higrogeno,

son Fabricados por DowChemical Co. y distribuidos por Sigma

Chemical Co. USA,Sephedex 0-25 Fabricado por Pharmacia Fine

Chemical Inc. y distribuido por Sigma Chemical, Co USA. Die

tiloirocaroonato, 2,3-outanediona, fimüglioxal y dimetilaul
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Fóxido (DMSÜ) Fueron de Sigma Chemical Co USA.

Las drogas usadas para preparm"buFFer"y demás reacti

vos Fueron de grado analítico, marca Carlo Erba, Mallinckrodt

ó Merck.

Tueen 20 Fue gentileza de Importadora Técnico Indus

trial,desFerrioxamina (DF) Fue gentileza de Ciba-Geigy Ar

gentina S.A. Solventes: cloroFormo C. Erba RPE, FU o Mallin

ckrodt p.a.; Metanol C. Erba FU, Acetato de etilo y

ácido acético glacial p.a. Atanor; dioxano, Louens o Sintor

gan para cromatografía; benceno y eter etilico C. Erba RPE,

Herosene: incoloro, Fracción que destila entre 190-2hÜDC.

METODOS.

1. Tratamiento deganimales.

1,1. Ratas.

a) Se usaron ratashembrasde la cepa Mistar, de 170 a ZÜÜg.

de peso ó CHBBTHÜM,Sealimentaron con una dieta completa

standardt "Purina dieta 3" de Cabeca S.E.A. y agua "ad-li
bítum".

b) El establecimiento de porFiria en ratas se hace mediante

el drogado con HCBhü mg/ml. Para su preparación el HCBse

coloca en un mortero y se agrega Tueen 20 (0,5 ml/1ÜD m1 de

HZÜ), se mezcla íntimamente la droga con el agente tensio
activo y luego se agrega el agua. El HBBse administra a

los animales por sonda gástrica en dosis de 1 g/kg de peso
del animal.



El estado de porfiria de los animales se sigue, obser

vando por espectroscopia las bandas de absorción caracteris

ticas de las porfirinas presentes en la orina. En algunos

experimentos se determina ALA, PBGy porFirinas en 1a misma

c) Administración de desFerrioxamina: se administra por in

yección intramuscular 1DGmg/kg de peso, tres veces por

semana. La droga se disuelve en agua destilada.

1.2. a) Embriones de pollo.

Se utilizaron embriones de pollo de 17 dias de la

cepa Uhite Leghorn. Se mantienen en cámara húmeda a 37°C.

b) Para inyectar las drogas (225), se marca primero

con un lápiz la cámara de aire, con ayuda del ovosccpio,

se desinfecta la cáscara con etanol y se hace un orificio

pequeño con un punzón que luego se agranda con una tijera

cortando un disco de 1 cm. de diámetro, sobre la cámara de

aire. Para transparentar la membranacorioalantoica y poder

ubicar mejor al embrión, se colocan sobre la misma 2 ó 3

gotas de solución Fisiológica estéril. Las drogas se inyec

tan en los líquidos que rodean al embrión mediante una je

ringa de 0,5 ml provista de una aguja descartable estéril

de 226 x 1,5 cm. El orificio de la cáscara se sella con

cinta durex y se incuba a1 embrión. Todos estos pasos se

realizan en condiciones estériles.

2. Purificación de porfirinógeno carboxi-liasa (PCL)de

higado de ratas.

Se sigue el método reportado por Rios de Molina (226)



Se sacrifican los animales por decapitación, se extrae

el higado, se lava con solución Fisiológica, se homogeneiza

en HCl 0,15h M (1 g/5 ml). Se centrífuga a 11.000 xg. Luego

se realiza el Fraccionamiento salino con SÜL’(NH¿‘)2en el
rango Ü-35%y 35-70%, este último es el que contiene la

actividad enzimática. El precipitado obtenido en la etapa

anterior se desala por pasaje a través de columnas de Sepha

dex G-25 (2,5 x 30 cm) equilibradas con buffer Fosfato de

potasio 5 mMpH 6.8. Luego se absorbe en gel de FosFato en

una relación proteina/gel de 1:2, se trabaja en "batch" y

se eluye con "buffer" FosFato de potasio 67 mMpH 6,8. El

gel Fué preparado según el metodo de Heilin y Hartree (227).

La PCL eluida se precipita con SÜh(NH¿‘.)2entre Ü-75%
se guarda a -SGQBno más de una semana antes de usarla. Se

dessla por columnas de Sephadex 8-25, equilibrada con el

"buffer" que sea necesario para las reacciones de modifica

ción del sitio activo de la enzima.

3. Perfusión de higado de rata.

Se sacrifica el animal por decapitación y se inyecta

solución Físiológica por la vena porta hasta blanquear el

higado. Este tratamiento se realiza para las experiencias

de desFerrioxamina y de obtención del inhibidor de PCL.

h. Determinación delïfl,PBG y Porfirinas en orina.

h.1. Metodologia.
Seutilizaron resinas deintercambio aniónico Douex
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A.G. 1-X8 ZÜÜ-AÜÜmesh, en Forma acetato y resina de inter

cambio catiónico Douex A.G. SÜ-XBZUÜ-AÜÜmesh en Forma hi

drógeno. Se utilizan columnas de vidrio de 18 cm de largo

x 1 cm de diámetro, con aproximadamente 2 m1 de resina.

La técnica seguida Fuéesencialmente la de Mauzerall

y Granick (228) ligeramente modificada y detallada por

Mainstok de Calmanovici (229).

Si la orina se encuentra a pH básico se ajusta a pH h

con ClH concentrado, se mezcla para disolver los FosFatos

presentes y se reajusta a pH 6 :con AcÜNasaturado. Se siembra

1 ml de orina (o menos en el caso de orina proveniente de

animales muyporfiricos) en la columna aniónica, se lava con

agua destilada, se recoge todo en un tubo que contiene el ALA

qUe no es retenida.

Para eluir el PBGse utiliza AcÜH1 N hasta que los

líquidos recogidos den PBGnegativo testeando en placa de

toque con reactivo de Ehrlich. Con ClH 10%se eluyen las por

Firinas hasta Fluorescencia negativa observando los eluídos

con lámpara ultravioleta.
El ALAobtenido se transfiere a una columna con resina

catiónica, se descmta el eluido y se lava con agua para eli

minar la urea (con el reactivo de Ehrlich la urea da color

amarillo).

El ALA se eluye con 15 ml de ACÜNa 1 N y se lleva a 20

ml con buffer acetato pH h,6.

h.2. Reactivo de Ehrlich.

Se preapra con 1 g de b-dimetil aminobenzaldehido , al



cual ae le agrega 30 ml de AcÜHglacial y B ml de ClÜbH 70%

completando a 50 ml con AcÜHglacial (228).

h.3. Determinación de PBG.

Se determina en una licuota de 1.5 ml a la que ae agre

ga 1,5 ml de reactivode Ehrlich, luego de 1G min. ae lee la

abaorbancía a 555nm

h.h. Determinación de ALA.

Primero se pinoliza el ALA(2 metily 3 acetil h carboxie

til pirrol) calentando a ebullición 1Dmin., 1Dml de eluido

de la columna catiónica con 0,2 ml de acetilacetona, luego

se realiza la reacción colorimétrica comoen el punto anterior.

h.5. Calculos.

(Am - AB ) V Vd 6
nmolea PBG/ml = —-———-————x —É x -— x 1D

E V 'V
m a o

Arn= absorbancia de la muestra.

AB= absorbancia del blanco.
E = 6,2 x 10‘+ (5).

m

VE= volumen Final de la colorimetria (ml).

Va = volumen de la alícuota de la colorimetria.

V0 = volumen de orina sembrado.

Ud = volumen Final.

E1 Em usado para el ALApirrol Fue 6,2 x 10h (229).

h.6. Determinación de porfirinaa.

El contmido de porFirinaa totales ae determinó leyendo
la absorbancia de los extractos en la banda de Soret realizando
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la corrección de Allen para porfirinas según las Fórmulas de

Rimington y Sveinsson (231).

Aoorr 2Amax. ’ (A380 A430)

K 1/2

En estos casos se utiliza su coeficiente medio calcula

do en base a los coeficientes individuales de cada porfirina

y a los % de cada una de ellas en la mezcla (89). En parti

cular para porFirinas de orina se utiliza un H de 1,77h1/2
(230).

5. Extracción de porfirinas de higado.
5.1. Ratas.

Los animales se sacrifican por decapitaoión. Se extrae

el higado, se lava con solución Fisiologica a UDC,se homog

neiza con ClH 0,13QME“ relación 1:5 p7v, se toman aliouotas

de 1 a 3 ml para animales normales y de 0,3 a 1 para porFiri

oos,se desproteíniza con ClH concentrado, llevando a una oon
oentraoión Final de ácido del 5%. Se filtra y se lava el pre

cipitado con ClH 5%hasta Fluorescenoia negativa.

Las porfirinas totales se determinan midiendo la absor

oanoia de la banda de Soret como se detalla en el punto h.6

usando un H1/2 de 18h.

5.2. Embrión de pollo.

Se sigue la técnica de Racz y Marks (232)oon algunas

modificaciones. El embrión de pollo se sacrifica por decapi

taoión se extrae el higado, se lava oon solución Fisiológioa
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se seca, se homogeneiza con 5 m1 de AcÜEtzAcÜH(hz1 v/v), se

centrituga 15 min. a 15.000 xg.

Si el precipitado tiene Fluorescencia se extrae con la

mezcla, repitiendo el procedimiento hasta que no contenga

porfirinas.
Los sobrenadantes se mezclan con AcÜNa3% en ampolla

de decantación, se separa la Fase acuosa y la Fase AcÜEt se

lava con AcÜNa3% dos veces si la Fase acuosa tiene Fluores

cencia se extrae con AcÜEt.

Las Fases orgánicas se extraen con 81H 5%hasta Fluo

rescencia negativa; se'Filtran los extractos ácidos por pa

pel Mhatman ND #2.

Las porFirinas se leen en un fluorómetro Beckmanuti

lizando Copro III en ClH 5% como standart.

El Factor obtenido de la curva de calibración de pg/ml

de Eopro III vs. unidades de Fluorescencia Fue 9,23 x 10-3

(Fig. 13).

6. EsteriFicación de porfirinas libres.
Las porFirinas libres y secas (desecador con El CaeÜHNa)2

se esterifícan con 20 ml metanol: S (19:1, v/v). La soluÜth
ción se deja en oscuridad 2h-h8 hs. a temperatura ambiente

si hay Proto se deja entre 18-2h hs. Luego se extraen con

cloroFormo utilizando AcÜNasaturado para ajustar el pH a h,5.

Se hacen dos lavados con agua y el último con ClNa 7% o agua

según el tipo de cromatografía utilizada para la separación

de porfirinas. Para cromatografía en papel o placa se utiliza
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ClNa 7%y para cromatografía liquida de alta presión, agua,

pues suelen quedar restos de sales en 1a Fase clorofórmica

que tapa los Filtros de las columnas.

Todos los lavados, se extraen con cloroFormo hasta Fluo

rescencia negativa.

El extracto clorofórmico Final se Filtra y concentra

al vacio en baño maria y las muestras que contienen Proto,

se evaporan sin calentar con Flujo de N2.

7. Segaración de Qorfirinas metil esterfl

7.1. Método de Falk y Benson (233).

Se base en cromatografía ascendente, en papel y separa

las porFirínas de 2 a 8 grupos carboxilos. Se realiza una

primer corrida para eliminar impurezas, con.el sistema kero

sene: cloroFormo en relación (1:2 v/v) en cuba saturada con

cloroFormo.La corrida que separa los componentes de la mezcla

es con kerosene : dioxano (2,5: 1 v/v) en cuba saturada con

dioxano.

El revelado se realiza con luz ultravioleta,cada banda
es eluída con cloroFormo y se lee la absorbancia en un es

pectroFotómetro Beckman DB en 1a longitud de onda de máxima

absorción entre QÜÜy h1Ü nm. Se utilizan los coeficientes

de extinción de Salum y col. (23h), para las porfirinas de

5- y S-CÜCHse utilizan valores aproximados, calculados su

poniendo una Función lineal entre el número de CÜÜHy la re

cíproca del coeficiente de extinción.
Los valores de la recíproca de los coeficientes usados



fueron 5,6 para Copro, 5,2 para (Penta + Hexa), h,9 para

Firia y h,5 para Uro.

7.2. Cromatografía en cgpa delgada por el método de Does (235).

Se utilizan placas de silica gel 60 F de Merck de254

0,25 mmde espesor. Se lavan sucesivamente con cloroformo:

metanol 2:1 v/v y 1:2 v/v se secan y reactivan a 8000 30 min.

La corrida se realiza con benceno:AcUEt:metanol (85:

13,3:1,5). La cromatografía se revela con luz ultravioleta.

Se marcan las bandas, se raspa la silica y se eluyen con

cloroformo, se lee en el máximo de absorción como en el punto

7.1.

7.3. Cromatografía liquida de altagpresión.

Se detalla aparte la puesta a punto de este sistema,

ver capítulo I de Resultados.

B. Medición de actividad de ALA-sintetasa hepática.

8.1. 5233;
Se utiliza el método de Marver y col. (236) . Se sa

crifica el animal por decapitación, se extrae el higado y

se lava con solución fisiológica, se trabaja a 000, se ho

mogeneíza en una relación 1:3 p/v con una solución que con

tiene 0,9% de ClNa, 0,5 mMde EDTA, 10 mMde Tris 01H pH 7,h.

La mezcla de incubación contienegli 10-1 M; EDTA10-2 M "bu

ffer",Tris 01Hs x 10'2 M y 0,5 m1 de homogenato se incuba

a 3700 1 h. con agitación, se desproteiniza con 0,5 m1 TEA

25% en frio. Se centrífuga a 2500 rpm 15 min.
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El sobrenadante se lleva a pH h,6 con 0HNa 5 N. Se re

alizan ensayos blancos, donde se pone primero el TCAy luego

el homogenato.

Se pirroliza el ALAusando 1 ml de mezcla incubado

con 1 ml de”bufFer"acetato 0,1 MpH b,6 y 0,05 m1 de acetil

acetona calentando a 10000 10 min. Luego de realizar la co

lorimetría con el reactivo de Ehrlich se lee la absorbancia

a 555 nm y se utilizó unEm de 6,1 x 10h.

8.2 Embrión de pollo.

Se sacrifican los embriones por decapitación, se extra

en los hígados, se lavan con solución Fisiológica, se secan

y se homogeneizan con igual mezcla que en el tópico anterior

pero usando una relación 1zh (p/v). El medio de incubación

consiste en gli 7,5 x 10'2 M, EDTA10'2 M, FosFato de

piridoxal 1,5 x 10-h M, "buffer" Tris:ClH 6 x '10-2 M y 0,5

ml de homogenato (237) se sigue igual procedimiento que en
8.1.

9. Medición de actividad de porfirinógeno carboxiliasa en

higado de rata.

9.1. Preparación de amalgama de sodio al 3%.

Se sigue la técnica descripta por San Martin de Viale

(238) 15 g de Hg se calientan a 30-h000 en cápsula de porce

lana; con una varilla larga con punta estriada se pincha pe

queños trozos de Na recien cortados (secandolo del kerosene

con papel de Filtro) y se'adicionan al Hg en total 1 g. de Na.



Se realiza bajo campana teniendo precaución por las posibles

proyecciones.

El amalgama se endurece al enfriar se guarda en Frasco
bien seco bajo cloruro de calcio.

9.2. Preparación de porfirinógeno.
Se basa en la metodologia de Fisher y Sterm (239) y

Mauzerall y Granick (72). Se reducen las porfirinas libres

disueltas en DHNa25 mMcon amalgama de sodio 3% (0,2 a 1

g/ml) recientemente pulverizada. La decoloración de la solu

ción y perdida de Fluorescencia evidencia_la reducción a

porFirinógeno.-Se Filtra con vacio através de una placa Fil

trante de poro Fino. El pH de la solución se ajusta a 7-7,2

con F'ÜL‘H3b0% p/v bajo N2.

inestable, se trabaja bajo tenue luz roja y se usa inmedia

Dado que el estado reducido es

tamente.

9.3. Preparación enzimática.
Según las experiencias se utiliza, sobrenadante de

11.000 xg del higado tal cual o perFundido o enzima purifi

cada. En el caso de animales porFíricos se eliminan las por

Firinas acumuladas por columnas de Sephadex 0-25 poro grueso

equilibrados con "buffer" FosFato 0,13h MpH 6,8 (170, 171).

9.h. Medio de incubación.

Consiste en "buffer" FosFato de potasio 0,067 MpH 6,8
3 h

GSH 10- M, EDTA 10- M, Uro'gen III 2 pM y preparación en

zimática en un volumen Final de 3 ml.



La reacción se realiza en tubos de Thunvperg en anaero

biosis a 37°C y oscuridad durante 3D min. Se detiene la reac

cion, re-oxídando el porFirinógeno en presencia de luz y des

proteinizando con ClH concentrado en una concentración final

de 5% en Frío (171). Se Filtran los incubados por papel SS

595 y se lavan los tubos con ClH 5% hasta Fluorescencia ne

gativa. Se secan los extractos de ClH en desecador, las por

firinas se esteriFican y pasan a cloroFormo luego se separan

por métodos cromatográFicos.

La cantidad de proteinas incubadas Fueron para sobre

nadante aproximadamente 9 mg. y para sobrenadante de hígados

perFundido aproximadamente 6 mg. y para enzima purificada

entre 1,5 y 3 mg.

9.5. Expresión de resultados.

Los resultados se expresan como: a) desaparición de
nmol de porfirinas de 7- + 6- + S-oh -CÜÜHsustrato =

3Ü min mg. proteina.

b) Farmacíón de copru,gen = nmol de porfirinas de b-CDÜH
3D min mg. proteína.

c) como Formación de cada uno de los productos Formados.

1D. Modificación del sito activo de la PCM.

10.1. Reacción con 2,3-butgpediona.

La reacción de 1,5 a 3 mg de proteina se incuba con

5 y 50 mMde outanediona en "buffer" borato a pH 7,6 durante

5, 1D y 15 min a 25°C en un volumen Final de 0,9 ml. Los con

troles Fueron hechos sin reactivo .



10.2. Foto-oxidación con azul de metileno.

Se realiza en "buffer" Fosfato 0,067 MpH 6,8, con

0,003% de colorante, y de 1,5 a 3 mg. de proteinas en un

volumen Final de 2 ml a temperatura ambiente. Estas solu

ciones Fueron iluminadas por una lámpara tungsteno de 100

Uatts, cen_trada a 10 cm. de los tubos durante 15 y 30 mi

nutos a 2500. Los ensayos control se mantuviüon en oscuri

dad. El colorante se eliminó por Filtración a través de co

lumnas de Sephadex 0-25 (1 x 25 cm) previo a la determina

ción de PCL.

10.3. Reacción con fenilglioxal.

Se realiza en "buffer" Fosfato 0,067 MpH 6,8 con

Fenilglioxal 0,5, 2,5 y 25 mMcon 1,5 a 3 mg de proteinas

en un volumen Final de 2,h ml durante 15 min. a 2500. El

exceso de reactivo se elimina comoen el tópico anterior.

10.h. Reacción con dietilpirocarbggato de sodio (DEPC).

a) Se ensayó a 0,005; 0,5; 1; 5 y 25 mMDEPC durante 15 min

en 5 mMde buffer FosFato de potasio 5 mMpH 6,8 con

1,5-3 mg de proteinas en un volumen Final de 1,2 m1 a

2500. El exceso de reactivo se elimina como en 10.2.

b) En los ensayos de protección y reversión se utilizó 1 mM

de DEPCen igual "buffer" con 1a misma cantidad de pro

teinas pero en un volumen Final de 0,72 m1, el exceso

de reactivo se elimina por "quenching" con "buFFer" con

teniendo 20 mMde imidazol. El DEPCse diluyó con etanol.



alcanzando el mismo una concentración en el medio de incuba

ción del 3%.

La reversión de la reacción se realizón con hidroxila

mina 0,8 M en el medio de incubación durante 1 h. a 25°C. En

cada experimento se realizaron todos los controles (sin reac

tivo, con etanol 3%o con hidroxilamina).

10.5. Ensayos de protección.

En los ensayos de protección se preincuba la enzima con

Uro'gen III previo a la modificación con 2 ¡ 3-butanediona o

DEPC.

11. Determinación de PCL de sangre.

Se siguió el método descripto por Rios de Molina (226)

se centriFugó la sangre heparinizada 15 min. a 9DGxg los

glóbulos rojos se lavan con solución Fisiológica y se hemoli

zan. El hemolizado se centrífuga a 35.000 xg 60 min., y el

sobrenadante se utiliza comoFuente enzimática. Las incuba

ciones se realizan comoen 9.h. pero la desproteinización se

realiza con AcÜ Et: AcÜH(3:1 v/v).

Las porFírínas se extraen luego de varios lavados con

agua, con ClH 10%. Luego se procede como en 9.a.

12. Determinación de Proteinas.

Se realiza por método de Loury y col. (ZAÜ) con seroal

oúmina bovina como standard.
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13. Cromatografía gaseosa.

Se utilizó un oromatógrafo gas-líquido oon detector de

captura electrónica de 63Ni, marca Hewlett-Packard 58h0 A.

Las columnas Fueron de vidrio de 2 m de longitud y 2mmde

diámetro interno, relleno con 3% de 0V-17 o bien con 5% de

0V-101, en ambos casos empleando como soporte Chromosorb

HAM/DMCS80-100 Mesh. Se utiliza N2 de cuatro bandas, extra
seco. La temperatura de inyección Fué 25800, la del detector

de 63Ni 30090, la temperatura de columna 18000.

1h. Presentación de resultados.

Los resultados presentados son el promedio de dos o

tres experimentos donde cada ensayo se realiza por duplicado.

15. Tratamiento estadístico.

Se utiliza el test "t" de student.y el test no parame
trioo de Hruskal Mallis (2h1).
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OBJETIVOS

Ampliar el campometodológico del análisis de las porfi

rinas en Fluidos biológicos y en ensayos de incubación.

Realizar estudios tendientes a elucidar el rol de los

productos metabólicos del HCBen el establecimiento de

porFiria.

Ampliar conocimientos sobre el rol del Fe en la porfiria

experimental por HCBy por ende en 1a PET humana con un

posible enfoque terapéutico.

Estudiar si el severo decremento de la actividad de por

Firinógeno carboxrliasa producida por la administración
"in vivo" del HCBse debe a modificaciones de 1a estruc

tura proteica de la enzima, en lo concerniente a su sitio
activo.



RESULTADOS
l

DISCUSION.
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CRDMATÜGRAFIA, LIQUIDA DE ALTA PRESION.

1. Principios Generales.

La cromatograFia liquida de alta presión (HPLC)es

una técnica que se usa para separar los componentes de una

mezcla quimica. Estos componentes se disuelven en un solven

te liquido y son Forzados a Fluir a través de una columna

cromatográFica bajo presión. Por esta técnica se logró Fá

cilmente la separación de una variedad de mezclas químicas.

Los componentes de un cromatógraFo liquido incluyen

una bomba, inyector, columna, detector y registrador, conec

tado de la siguiente manera:

SULVENTE MUESTRA REGISTRADUR

CDLECTUR

BOMBA —> INYECTÜR-DCDLUMNA —> DETECTOR DESPERDICIÜ

RECICLADO

El corazón del aparato es la columna, como 1a Fase

estacionaria está compuesta por particulas del tamaño del

micrón, se necesita una bomba de alta presión para mover

la Fase liquida a través de 1a columna. En base a que gru

pos Funcionales tenga el absorbente usado como relleno se

desarrollan los distintos tipos de cromatografía (2h2).

CRUMATÜGRAFIA GRUPO FUNCIONAL NOMBRE COMERCIAL

Adsorción y par -Si-UH Porasil
tición Fase nor- Radial. PaHB
mal. Corasil
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CROMATOGRAFIA GRUPO FUNCIONAL NOMBRE COMERCIAL

"BonUEdPhase" -Si-(CH2)17-CH3 C1BCorasil

u Bonadapak C1
Radial-Pak-A

8

Fase reversa -Si-(CH2)3-NH2 p Bondapak NH2

-Si-(CH2)3-CN p Bondapak CN

Intercambio FH} + _

Iónico_ -Si-O-[-(CH2)3-N-EH3 OH Bondapak Ax
H3

-Si-O H+ Bondapak Cx

so'

Tamiz

molecular. estireno-divinilbenoeno Syragel
"bonded" silíca p Bondagel

Par ióoico idem fase normal o
Fase reversa.

Par iónico.

Este tipo de cromatografía es una combinación de cro

matografía liquido-liquido e intercambio iónico, surge de

la dificultad de resolver muestras de compuestos con ioniza

ciones múltiples. Lo más común es usar Fase reversa, la Fase

móvil consiste en un buffer acuoso más un co-solvente orgá

nico y un contraión de carga opuesta a las moléculas de

muestreo (tetrabutil amonio (Pic), tetra etilamonio CIO“,
piorato , etc).
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2. Parámetros fundamentales en Cromatografía (2h2).

1) Factor de capacidadzHá = Vn - Vo , tn - to da idea
V t

o o

de 1a distancia a1 origen donde Un es el volumen de elución

de la sustancia n,Vo es el volumen de elución de una sustan

cia que no sea retenida, tn es el tiempo de retención de

la sustancia n y to, el tiempo que tarda en salir una sus
tancia que no es retenida.

Vn - UÜ tn - to k'n' ' (X : - :
2) Factor de separacion. [ñ'(n_1fl V _V t _t k'n_1_ n o - o

da 1a separación entre picos.
U 2

n

w
n

3) Platos teóricos: N = 16 marca la eficiencia del

sistema donde Vn volumen de elución de la sustancia n y wn

el ancho del pico.

h) Resolución Wh.(n_1j = 1 ‘i - 1 . \/KÏ - H., h ok H'+ 1

selectividad eficiencia capacidad

3. Aplicación a 1a segaración de porfirinas.
La aplicación de cromatografía liquida de alta presión

a 1a separación de porfirinas ha provisto de un método rápi

do eficiente y reproducible al campode las porfirinas tanto
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para los análisis clinicos tendientes a identificar los
distintos tipos de porfiria comopara las investigaciones

que se llevan a cabo en estos terrenos.

Petryka y Pierach (2h3), han realizado un "review"

en 1979 donde describen las distintos tipos de sistemas

usados, asi comola preparación de las muestras.

Básicamente, podemos dividir, en dos grupos las téc

nicas usadas: a) separación de porfirinas metil éster en

columnas de sílice en Fase normal. con elución isocrática

o gradiente, que logra la separación de porFirinas de 2 a

B grupos carboxilos además de Copro-, Isocopro y dehidro

coproporfirina, Meso- y Proto- porfirinas, Copro I y III

y de Copro I a IV.

b) Porfirinas libres en Fase reversa, usando gravdiente

de elución o par iónico con gradiente de elucíón para se

parar porfirinas de 2 a B grupos carboxilos o isocrático

para menor número de componentes o isómeros. También se

ha reportado el uso de intercambio iónico para separar por

firinas de 2 a 5 grupos carboxilos.

h. Eguigo.

En el presente trabajo se ha usado un cromatograFo

liquido marca Waters Associates,MildFor, Mass equipado con

columnas de p Bondapack C1 o p Porasil (3,9 mmx 3D cm)B

una bomba Waters modelo 6000 A con un inyector UEH con un

detector de absorbancia modelo hbü, UV, a ADSnm y un

registrador.
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5. Solventes.

Los solventes usados Fueron n-heptano, Carlo Erba RPE,

o Sintorgan grado HPLC, acetato de metilo Fluka para HPLC

ó Carlo Erba RPE, benceno Carlo Erba RPE, acetato de etilo

Üarlü Erba RPE o Sintorgan para HPLC, metanol, Carlo Erba

RPE, HZÜbidestiladalacetonitrilo Carlo Erba RPEe isoocta
no Carlo Erba RPE. Todos los solventes Fueron Filtrados a

través de membranas de 0,5 pm antes se ser usados.

6. Preparación de las muestras.
Las porFirinas usadas comopatrones para la calibra

ción Fueron cedidas gentilmente por Dra. L. San Martin de

Viale quien las puriFicó por columnas de carbonato de cal

cio y óxido de magnesio (238). Penta Fué cedida por Dr. Ho

racio Sancovichlobtenida de sintesis, comoestaba contami
nada Fué puriFicada por HPLC, Uro Fué obtenida también de

Porphyrin Products.

Las porFirinas provenientes de orinss de pacientes

Fueron obtenidas según el método descripto por Mainstok

de Calmanovici (229) como se detalla en Métodos usando re

sinas Dowexó por el uso de resinas "Acidite FFIP3" (Permit
Gran Britain, LockwoodCo.). Básicamente este último méto

do consiste en ajustar el pH de 1D m1 orina a 3, se agrega

2 g de resina, se agita 5 min. y se agrega resina hasta

llegar a Fluorescencia negativa en la orina. Se decanta la

resina, se lava con 15 m1 de HZU, luego con 1D ml de metanol

luego se agrega 20 m1 de mezcla esteriFicante y se sigue
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el procedimiento habitual para obtener las porFirinas me
til ester.

Las porFirinas provenientes de decarboxilación del

Uro'gen, o acumuladas en higado de animales se tratan se

gún se describió previamente en Métodos.

7. Resultados y discusión.

En los primeros intentos realizados en nuestro labo

ratorio para lograr la separación de porfirinas de 2 a 8

grupos carboxilos libres se usó Fase reversa en columnas

de p Bondapak C Se debe tener en cuenta que no se tiene18'
el sistema para generar gradiente, ni tampoco un integrador

por lo tanto, se necesita que los componentes de las mues-'

tras se resuelvan con elución isocrática, y que los picos

queden suficientemente separados como para poder medir su

área. La Tabla IV muestra los resultados obtenidos, como

puede verse en ella mezclas de metanol: HZÜde diferentes
porcentajes si bien logran separar poIFirinas de 7 a b gru

pos carboxilos no resuelven Uro III de Firia III. Se inten

tó entonces utilizar el método de par iónico que Fué apli

cado para la separación de porFirinas h a B-CÜÜHpor Bonnett

y col. (th) usando 80% de metanol y 1 mMPic, aunque la

separación de Uro y Firia obtenida por ellosno era buena

(U : 3 m1 y V = 3,5 m1). En nuestro caso se usó meUro Firia

tanol 50% y 2 mMde Pic o h mMde Pic y (metanol: Hzüzeta

nol) (5h,5: 36,5: 9) 2 mMPic siendo más eficaz la primer

mezcla de solventes pero igual que Bonnett y col. (th) 1a

resolución de las porfirinas más carboxiladas no Fué óptima
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(V r; 2,8 ml y U :3 m1). Cabe aclarar que con estosU Firia

sistemas, corridas realizadas en el mismodia,tenian una
variación de hasta un 10%en los volúmenes de elución, no

manteniendose la distancia entre picos.

Utilizando el sistema de Fase reversa o par iónico

con elución por gradiente, con (metanol: HZÜ)(acetonitii

lo: HZU), se han reportado muy buenas separaciones de las
porfirinas de h a 8 grupos carboxilos (2b5, 2h6, 2h7, 2b8).

Los resultados aqui presentados para lograr la sepa

ración de porfirines libres de 2 a B-CÜÜHno Fueron satis

Fsctorios para emplear de rutina en la separación y cuanti

Ficación de porfirinas de b a B-CÜÜHque es la habitual

para medir actividad de PCL.

Se intentó luego, ajustar las condiciones para resol

ver Copro III de Proto IX arrojando buenos resultados (Ta

bla IV) con los dos sistemas empleados que son modificacio

nes del método de Smith y col. (2h9) que logra muy buena

separación entre Copro III y Proto IX usando (metanol: HZÜ:
AcÜH) (83: 15: 2).

Ls separación de porFirinas de b a B-CÜÜHmetil éster

con elución isocrática, pudo lograrse con cuatro sistemas

de solventes, acetato de metilo: n-heptano (AD : 60) aceta

to de etilo: n-heptano (50 : 50), acetato de metilo: isooc

tano (50 : 50) y benceno: acetato de etilo: metanol (85

13 : 1) que son reproducción tal cual o con modificación

de sistemas ya reportados (250, 251, 252).

En todos los casos se emplea un Flujo de 1,5 ml/min

y una velocidad de papel de 0,5 cm/min.
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TAELA IV. S_EPARACIUN DE PÜRFIRINAS LIBRES EN FASE REVERSA USANDÜ CELUMNA

DE JJ BÜNDAPAK C 1B.

Velocidad P ° r f i r i n a 5

s 0L v5 u ¡E ¡lujo delpapel Volumen de elución (ml)

ml/min cul/mln Uro III Firia III Hexa III Penta III CoproIII ProtoIX

85% metano]

15% "20 1 0,5 2,19 2,19 2,5 3

55% metanol

35% HZO 1 0.5 3 3 4‘,

50% metano]

50% "20 1 °v5 2.“ 2.4 2,9 3.9 7.2

50% metanol

50% HZO 1 0.5 2.a 3 l. 1.,1. 7.3
2m" "Pic"

50% metano]

50% HZO 1 0,5 ¡9.7 19,7
lomM "Pic"

54,5% metano]
36.5% H o

9%etanol 1'5 0'5 3,5 3.75 5.4 6,1
2mM"Pic"

85%acetonitrllo
13% H o 1.5 0,5 6.9 12,6
2%acetlco

87% metanol
11% " ° 1'5 0.5 9 13,5
2%acetico
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Los primeros sistemas empleados Fueron acetato de me

tilo: n-heptano y acetato de metilo: iso-octano con ambos

se logró buena separación como puede verse en las Tablas U

y VI. Se eligió el primero para usar de rutina, dada la ma-'
yor disponibilidad del acetato de metilo respecto del iso

octano en ese momento. El sistema que contiene benceno(Ta

bla UII)también dió buenos resultados pero se desechó por

la toxicidad del mismo. En el sistema de acetato de etílo

(Tabla VIII) la resolución entre picos es menor respecto

al que emplea acetato de metilo pero resulta más económico

además de la Facilidad para acceder al mismo en el pais.

Se realizó la calibración para cada porfirína de 2

a 8 carboxilos para el sistema de n-heptano: acetato de me

tilo y de h a 8 carboxilos para el que emplea acetato de

etilo midiendo el área debajo de los picos en función de

los nmoles de porfirinas inyectadas. Los resultados trata

dos por cuadraMsminimos pueden verse sn las Tablas IX y X

La aplicación de esta técnica en el campo de las por

firinaa es muyamplia. En particular se ilustran los resul

tados obtenidos en el presente trabajo con acetato de meti

lo: n heptano en diversas situaciones: a) productos de de

carboxilación del Uro'gen III por acción de PCLde hígado

de ratas normales que puede verse en la Fig. 1h, donde se

han ensayado distintas proporciones de sustrato y enzima

PCL, b) productos de reacción de PCLde eritrocitos humanos

normales, con PCTY con porFiria aguda intermitente, cuyos

perfiles pueden verse en la Fig. 15, c) análisis de porfi
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TABLA V. SEPARACION DE PÜRFIRINAS METIL ESTER CDN EL SISTEMA N-HEPTAND:

ACETATÜ DE METILÜ (Ep : AD) EN FASE NORMAL.

Tn Vn w K. Tim-1) N R nÁn-1)
(min) (m1) (m1)

013CH 2 3
no retenido

Proto IX 3 h,5 0,6 0,5 1.599

Cupra III h,5 6,75 0,75 1,05 2,5 1.296 6

Penta III 6,6 9,75 0,9 2,25 1,8 1.878 11

Hexa III 9,5 1h,25 1,2 3,75 1,6 2.256 15

Firia III 13,7 20,55 2,1 5,85 1,56 1.532 1h

Uro III 22 33 3 10 1,7 1.936 16

Las condiciones de corrida Fueran:F1ujo de solvente 1,5 ml/mín, velo

cidad del papel 0,5 cm/min, presión 600 psi, columnap Purasíl.
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TABLA UI. SEPARACION DE PÜRFIRINAS METIL ESTER CDN EL SISTEMA ISÜÜC

TANO: ACETATÜ DE METILD (50 : 50) EN FASE NORMAL.

I O(

Tn Vn w Hn nÁn-1) N R mAh-1)
(min) (m1) (m1)

013CH 2 3

Copro III 3,6 5,h 0,6 0,8 1.296

Penta III h,h 6,6 0,9 1,2 1,5 1.860 8

Hexa III 5,6 8,10 0,9 1,8 1,5 1.388 10

Firia III 7 10,5 1,2 2,5 1,h 1.225 11

Uro III 9 13,5 1,5 3,5 1.a 1.296 12

Las condiciones de corrida Fueron Flujo de solvente 1,5 m1/mín., velo

cidad del papel 0,5 cm/min., presión 700 psi,columna p Porasíl.



TABLA VII. SEPARACION DE PÜRFIRINAS METIL ESTER CDN EL

SISTEMA BENCENÜ: ACETATD DE ETILU: METANÜL

(85 13 1).

Tn Un w H'n nÁn-1) N an-1)(mín) (m1) (min)

813CH 2 3

Copro III h,2 6,3 0,9 1,1 78h

Penta III 6 9 1,2 2 1,8 900 8

Hexa III 8 12 1,5 3 1,5 .UZh 1D

Firia III 11,8 16,h 2,h h,5 1,5 7h7 9

Uru ÍII 18,h 27,6 3,9 8 1,8 801 1D

Las condiciones

velocidad del papel 0,5 cm/min.,

p Porasil.

de corrida Fueron Flujo de solvente 1,5 ml/mín.

presión 1.000 psi, columna



TABLA VIII. SEPARACION DE PÜRFIRINAS METIL ESTER CDN EL

SISTEMA ACETATO DE ETIL02N-HEPTANO (50 : 50).

°< R
n n q(n-1) nÁn-1)

(min) m1 min

0130H 2 3

Copro III h,2 6,3 0,9 1,1 78h

Penta II 5,7 8,5. 0,9 1,8 1,7 1.bbh 10

Hexa III 8 12 1,2 3 1,6 1.600 12

Firia III 11 16,5 2,2 b,5 1,5 860 10

Uro III 16,3 2b,h 3,3 7,1 1,6 876 11

Las condiciones de corrida Fueron Flujo 1,5 m1/m1n.,velocidad

del papel 0,5 cm/min., presión 1.000 psi, columnap Porasil.
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TABLA IX. CALIBRACIÜN.

SISTEMA N-HEPTANÜ: ACETATÜ DE METILÜ.

Amplitud de escala 0,100.

Porfirina Pendiente Ürdenada Coeficiente de
correlación lineal

Protu 19,u Í 0,9 0 Í 0,02 0,900 Ï 0,03

Cupra 10,5 Í 0,9 0 Ï 0,00 0,9u Í 0,05

+ + +Penta 12,2 - 0,1 0 - 0,0u 0,95 —0,04

Hexe 0,7 Í 0,6 0 Í 0,03 0,97 Í 0,05

Firie 9,9 Í 0,2 0 Ï 0,03 n 99 Í 0,05

+ +Uro 12,2 - 0,u 0 - 0,02 0,99 —0,05

Amplitud de escala 0,050.

Porfirina Pendiente Drdenada Coeficiente de
correlación lineal

Fruto h} Í 1 0 Í 0,1 0,97 Í 0,09

Cupra 23 Ï 1 0 Í 0,1 0,90 —0,06

+ +
Penta 26 — 2 0 - 0,1 0,90 — 0,09

Hexa 17 Í 1 0 Í 0,00 0,90 Í 0,06

+ +Firia 19 - 1 0 —0,05 0,99 - 0,02

l+



TABLA X.

Amplitud de escala 0,100.

CALIBRACIDN.

SISTEMA N-HEPTANÜ: ACETATU DE ETILÜ.

9h.

Porfirina Pendiente Ürdenada Coeficiente de
correlación lineal

Cupra 9,8 Í 0,9 0 Ï 0,03 0,99 Í 0,009

Penta 12 Ï 0,9 0 Í 0,03 0,99 —0,09

Hexa 10,9 Í 0,9 0 Í 0,0a 0,99 Ï 0,09

Firía 10 Í 0,9 0 Ï 0,03 0,99 Í 0,09

Ur0 10,5 Í 0,9 0 Í 0,0u 0,99 Í 0,09

Amplitud de escala 0,050.

Porfirine Pendiente Ürdenada Coeficiente de
cnrrelacíón lineal

Copro 10,9 Í 0,9 0 Í 0,0u 0,99 Ï 0,09

Penta 25,h Í 0,9 0 Í 0,0u 0,99 Í 0,09

Hexa 19,9 Í 0,9 0 Í 0,0u 0,99 Ï 0,09

Firie 21,7 Í 0,9 0 Í 0,0u 0,99 Í 0,09

Uro 21,2 + 0,9 0 i 0,0u 0,99 i 0,09
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rinas primarias de pacientes con porFiria aguda intermiten

te,coproporfiria, porFiria congénita y porfiria variegata

cuyos perfiles pueden verse en las Figs. 16 y 17 y en Fig.

1Bpuede verse el análisis de porFirinas urinarias de cua

tro pacientes con porfiria cutánea tarda, d) separación de

porFirinas acumuladas en higado de embrión de pollo por ac

ción de drogas, resultados que pueden verse en 1a Fig. 19.

Los resultados alcanzados en la puesta a punto de

esta técnica han sido ampliamente satisfactorios pudiendo

reemplazarse el uso tradicional de 1a cromatografía en pa

pel según la técnica de Falk y Benson (233). Lamentablemen

te, la Falta de un sistema generador de gradiente, no per

mitió obtener la separación de porFirinas libres que evita

ria el paso de esterificación de porFirinas. A pesar de

ello el uso de fase normal con el consiguiente empleo de

solventes orgánicos, alarga la vida útil de las bombas,

sellos y conexiones del equipo
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Fig. 1h. Le Fuente enzimática Fue sobrenadante de centri

Fugación de 11.000 xg de humogenato de hígado de

ratas‘normales. Detalles del medio de incubación

y obtención de las porfirinas metil ester se de
tallan en Métodos.



97.

Fig. 15. Cromatografía-liquida de alta presión aplicada a la medición de PCL

de eritrocitos humanos,de pacientes normales, y con porfírias. Sig

tema n-heptano: acetato de metilo (60 : hÜ).

c opro 2 4 °/o

D

firiaZ7°/o Um 41 /°

pen ta lo°/o

NORMAL

E hexaloVoc

m Lo
xr

co r05% firia 30% uro 62 °/o

S
ïz’
< PC T

3 penta1'/o hexa2%om Am,
¡D<

firia 36 °/o uro 45%
PORFIR IA
AGUDA

lNTERMll'E NTE
copro 11%

penta hexalo%
2 °/o

5 10 15 20 TIEMPO(min)



Fig. 15. Le Fuente enzimática Fué sobrenadante de hemolizg

do de glóbulos rojos proveniente de oentriFugación

a 35.000 xg GUmin. Detalles de la incubación y

posterior procesamientos Figura en Métodos.
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Fig. 16. Cromatografía liquida de alta presión aplicada a la separación de
parFirinaa urinarias de pacientes con porfiria aguda intermitente
y coproporfiria. Sistema n-heptano-acetato de metilo (60 : QÜ).
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Fig. 16. La extracción de porfirinas y esterificación se
detalla en Métodos e inciso E del Capitulo I.



Fig.17.Cromatografíaliquidadealtapresiónaplicadaalaseparacióndeporfirinasurinariasdepacientes

conporfiríascongénitayvariegatasisteman-heptano:acetatodemetilo(60:MJ).
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Fig. 17. La extracción de purf‘irinas y esterif‘icación se detalla en
Métodos e inciso 6 del Capitulo I.



Fig.18.Cromatografíaliquidadealtapresiónaplicadaalaseparacióndaporf‘irinasurinariasdepacientes

conPCT.Sisteman-heptana:acetatodemetilo(GD:AU).
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Fig. 18. La extracción de porfirinas y esterificación se
detalla en Métodos e inciso 6 del Capitulo I.



Fig.19.Cromatografíalíquidadealtapresiónaplicadaalaseparacióndeporfírinasdeembrionesdepollo
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F19. 19. Todas las drogas Fueron disueltas en 0,2 m1 de DMSÜ.

Las dosis inyectadas Fueron: malatión 60 mg; 2,3,h,5

TCF 5 m9., TCH7 mg.,lindano (2 m9.). En todos los

casas se incuban los embriones de pollo de 17 dias

durante 2h ha. La extracción de porfirinas hepáticas

y su esterificación se detalla en Métodos.
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"ESTUDIOS TENDIENTES A ELUCIDAR EL MECANISMO DE ACCION

DEL HCB".

A. "RDL DE LDS PRODUCTOS METABOLICDS DEL HCB Y ESTUDIOS DEL

INHIBIDDR DE PCL DBTENIDÜ DE HIGADO DE RATAS PDRFIRICAS".

Una de las hipótesis respecto del probable mecanismo

de acción del HCBhablaba de un rol prioritario de 1a meta

bolización del HCBy 1a Formación de un metabolito reactivo

capaz de unirse covalentemente a la PCLy producir su bloqueo

(173, 182, 206).

Una aproximación para elucidar que rol jugarían los

metabolitos del HCBen el establecimiento de porfiria Fué

evaluar que efecto tienen los mismos en el camino metabólico

del hemo. Dada la poca disponibilidad de los mismos, se bus

có un sistema que sea muysensible, se eligió entonces el

embrión de pollo dado que es un sistema experimental muy

útil para estudiar el efecto de drogas en el metabolismo

del hemo (232, 253). Con este Fin se inyectaron los metabo

litos en los embriones de pollo de 17 dias, se analizó a las

2h hs. el contenido de porfirinas hepáticas, cuya modifica

ción respecto del control da una pauta de un disturbio en

el camino metabólico del hemo. Luego se analizó la natura

leza de las porFirinas, para evaluar si la PELes la respon4
sable de dicha acumulación. Finalmente se midió la actividad

de ALA-S, que es 1a enzima regulatoria, para aquellas drogas

que hubieren afectado el contendio de porfirinas.

Una segunda aproximación Fué ver el efecto "in vitro"
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de los metabolitos del HCBsobre la actividad de PCL de hi

gado de rata.

Finalmente dado que se tenia conocimiento de la For

mación de un inhibidor de PCLde higado de ratas porfiricas

por HCB (205, 206, 207), se trató de aislarlo y caracteri
zarlo con el Fin de evaluar si tenia alguna relación con

los productos metabólicos del Fungicida .

1.-Efecto "in -ovo" de los metabolitos del HCB, sobre el

camino metabólico del Hemo.

1.1.- Acumulación de gorfirinae en embrión de pollo por

V

efecto de metabolitos del HCB.

Las drogas se inyectan disueltas o suspendidas

en 0,2 ml de dimetilsulfóxido (DMSÜ)en los liquidos

que rodean al embrión. Se incuban los huevos a 3890

durante 2h hs. en cámara húmeda.

Efecto del pretratamiento con Fenobarbital: HCBen

dosis de 20 mg/huevo no produce una significativa

variación en el contenido de porfirinas respecto al
+

control con DM800,1 - 0,1 pg de porFirinaS/g híga

do). Cuando los embriones se pretratan con Fenobarbi

tal (FB) 5 mg/huevo durante 2 hs. previo a la adminig

tración del Fungicida, el contenido de porFirinas llg

go a 5 ug porfirinas/g higado, con una significancia

de p ( 0,01 y p ( 0,05 respecto de DMSÜy FB (Fig.20).

Cabe destacar dos hechos: 1) que FB es capazde indu

cir significativamente acumulación de porFirinas y
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Fig. 20. Efecto pcrfirincgénicc del HCBmediado por

Fencbarbital, en embrión de pollo.

fid093*(flCD

PORFIRINASTOTALESwg/g.h¡g.)

DOSIS (mg / huevo)

Fencbarbital (FB) (5 mg) se administra 2 hs. antes de la

administración de 20 mg. de HCBa embriones de pollo de

17 dias. Después de 2h hs. de incubación, se extraen las

pchirinee tctalee hepáticas y se estiman Flucrcmétrica

mente comose detalla en Métodos. Las barras abiertas rg

presentan al DMSÜ:dep < 0,01 respecto de DMSU 1‘p < 0,05

respecto de FB.
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2) FB estimula la acción del HBBque por si solo no

es porfirinogénico en este sistema.

Efecto de bencenos menos clorados: PCBy 1,2,3,h-,

1,2,3,5-, 1,2,h,5- TCBFueron probados a 5 y 7 mg/hug_

vo con 1a excepción del primero que Fué ensayado solo

s 1a menor dosis (Hg . 21). Sólo el 1,2,3,b-TCB a la

dosis mayor modificó ligeramente el contenido de por

Firinas respecto de DMSÜ(2,9 Ï 0,5 ug porFírinas/g

higado, p <'0,05).

Efecto de metabolitos azufrados: En la Fig. 22, se

grafico la acumulación de por finnas producidas por
el tratamietno con distintas dosis de PCTF,2,3,5,6

TCTA, PCTA-Ü y PCTA-Üz. PCTA-Ü Fué 1a única droga que

no provocó incremento significativo del contenido de

porfirinas. PCTFelevó h,5 veces el valor del control

con DMSÜy Fué e1 más efectivo de estos metabolitos.

Se puede establecer el siguiente grado de acción

PCTF) PNA-02) 2,3,5,6-TOTA> PCTA.

Efecto de metagolitos Fenólicos: Comopuede verse en

Fig. 23 ios once compuestos fenólicos ensayados indu

cen acumulación de porfirinas significativamente res

pecto del control (p 4<0,05-p < 0,001), siendo los

más efectivos TCH y TrCF. TCHproduce en dosis de 5 mg/

huevo 7,5 pg de porfirinas/g higado, mientras que

TrCF con 2 mg/huevo causan diferentes grados de acu

mulación dependiendo de 1a posición de los sustituyen

tes en el anillo (desde 3,9 i 0,3 a 6,8 i 1 pg pofiri



Fig. 21. Efecto de metabolitos bencénicoa menos clcradce
en 1a acumulación de porfirinae hepáticas de

embrión de polla
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LosdetallesestandadosenFig.20y21.{(-p(0,05y*ü(-p<0,001respectadeDMSÜ.
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Fíg. 23. EFeoto de metabolitos Fenólicos en el contenido

de porFirínas hepáticas de embrión de pollo.
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en Fíg. 20 y 21. iso (0,05 y**p( 0,001 respecto
de DMSÜ.



nas/g hígado). Con dosis de 5 mg/huevo 2,3,S-TrCF y

2,3,6-TrCF presentaron mayor respuesta, siendo el pri
mero más efectivo a ambas dosis.

Entre los TCFensayados el isómero 2,3,5,6-TcF

mostró una mayor respuesta (h,9 Ï 0,5 pg porfirinas/

g hígado).

PCF, el principal metabolito del HCBprodujo

3,9 Ï 0,5 pg de porFirinas/g higado en dosis de 5 mg/

huevo.

1.2.- Naturaleza de las porfirinas acumuladas en embrión

de pollo por acción de metgbolitos del HCB.

En 1a Tabla XI puede verse los porcentajes de

porfírínas acumuladas por varios de los metabolitos

del HCB. Los datos se presentan como el rango de va

lores obtenidos de 2 a 3 cromatogrsfias, cada uno de

estos datos se obtuvo haciendo un "pool" de higados

de dos embriones. Los embriones se incubsn 2h hs.

con cada droga antes de sacrificarlos. Las técnicas

usadas Fueron cromatografía en caps delgada (235) y

cromatografía líquida de alta presión. En el caso del

control con DMSÜse informó el promedio obtenido de

siete determinaciones realizadas cada una con un "pool"

de higados de h embriones.

Los resultados muestran que PCTF y PUTA-Ü2pre

sentan un cuadro similar s1 DMSÜ.El PDF Fué el que

provocó la mayor acumulación de Uro. El resto presents



TABtAXI.PÜRFIRINASACUMULADASENEMBRIÜNDEPÜbLÜPURACCIONDEMETABOLITUSDELHCB. 1DosisPorfirinasacumuladas% -roga

mgPrutoCouraPentaHexaririaUro

DEF 2,3,5-TrCF 3,h,5-TrCF T
n

|U

ÜL-71-2h-5A3-h6#Ü-b8
16-18#5-666-151-61-81-13 12-1668-657-87-81-51-7

Ü-270-785-115-65-63-5 2-b56-586-87-918-129-11
23-2852-576-1bÜ-58-111-3

5-3258-68b-16Ü-9 h-1288-96ÜÜÜÜ

LDNN's-MLDFD
r.

00050-300-013-a0-13-03-0 pcrr503-5050-570000 PUTA-Ü50-100-705-73-514-107-10 PCTA-02u05-5050-550000 FB530-3330-330-20-215-1715-17 FB+HCB5+202-1002-003-132-00,5-a3-13 DMSÜtasiasuia0000 LasdrogasseinyectandísueltasenDMSÜ,salvoElFBquesedisuelveensoluciónFisiológica.

115.



una mayor acumulación de Copro a exprensas de Proto,

acumulando una gama variable de porfirinas de 5 a

B-BÜÜH.TCHa altas concentraciones presentó menor a

cumulación de porFirinas más carboxiladas quizás por

que a estas dosis la muerte de los embriones es muy

rápida.

1.3L- Determinación de la actividad de ALA-S.

Comopuede verse en 1a TAbla XII se realizaron

las determinaciones de ALA-Sen higado de embriones

de pollo de 17 dias inyectados con los metabolitos

del HCB.Para poder realizar este estudio hubo que

ajustar las dosis y el tiempo de incubación con las

drogas, tal que al menos de b a 8 embriones sobrevi

van.

Los compuestos que presentaron inducción de

ALA-Ssignificativa respecto al control con DMSÜFue

ron de naturaleza Fenólica: 2,3,5,6-TCF, 2,3,h-2,3,5_,

3.a,5-TrCF y TBH. El resuano produjo ningún efecto.

2.- Efecto "in vitro" de metabolitos del HCBsobre la acti

vidad PCL de higado de rata.
Se examinó el efecto inhibitorio de los metaboli

tos del HCBen 1a actividad PCLhepática. Para ello se in

cuba citosol de higado de rata normal en presencia de los

metabolitos del HCB.Las drogas se disuelven en benceno o

eter etílico, se adicionan a los tubos de Ïhunberg y se

evapora el solvente. Los controles se realizan sin incluir
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TABLA XII. EFECTOS DE NETABDLITÜS DEL HCB EN LA ACTIVIDAD DE ALA-S

HEPATICA.

Droga Dosis Tiempo ds Actividad de ALA-S Significsncia
(mg) Incubsción (nmol ALA/g/h)

PCTF 0,5 2 hs 10 Í 2 -

PCTA-02 1 1hs. 30 min. a,0 i 0,8
a 2hs. 6 Í 1

TBTA 1 3hs. u,5 Í 0,0

PCTA 5 3hs. 0,5 Í 0,9 -

2,3,5,6-TCF 1 2hs. 9 Í 1 p < 0,05
2,3,h,5-TCF 1 \ 2hs. 5,0 Í 0,7 -
2,3,h,6-TCF 1 2hs. e Í 1

2,3,u—Tr0F 1 1hs. 6 Í 3

1 2hs. 3 Í 1 -—

2 1hs. 30 min. 9 i 1 p < 0,05

2,3,6-TrCF 2 1hs. 30 min. 20 Í 2 p < 0,001

3,u,5—Tr0F 1 2Hs. 9 Í 1 p < 0,02
2 1hs. 30 min. a i 1 -

2,h,5-TrCF 2 2hs. 9 i 3 -
PCF 1 2hs. 6 Í 1

3hs. 5 Ï 1

TCH 0,5 1hs. 30 min. 7 Í 1

3hs. e Í 1 -

6hs. 11 Ï 2 p <f0,01
1 1hs. 30 min. a Í 1 ——

HCB 10 hhs. 6 Í 2

1,2,3,h-TCB 5 3hs. 6 Í 2
DMSU 1hs-5hs. 5 i 1

Las drogas se inyectan disueltas en 0,2 m1 de DMSÜ,la actividad de
ALA-Sse determina según el método de Marvsr (236).
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drogas en el medio de incubación.En el caso del HCB, se di

suelve en AUpl de DMSÜy el control respectivo se realiza

con la misma cantidad de disolvente. La concentración en

el medio de incubación Fué de 0,1 mMpara HCB y 1 mMpara

el resto.

Se analizó los productos de decarboxilación de la

enzima como porcentaje de cada porFirina aislada del medio

de incubación y se determinó actividad de primer etapa de

decarboxilacióó (nmoles de porFirinas de 7- a b-CÜÜH/BÜmin/

mg de proteinas) y de segunda etapa de decarboxilación

(nmol Cupra/30 min/mg de proteina).

Analizando el cuadro de distribución de porfirinas

Pormadaa a partir de Uro'gen Tabla XIII se observa que los

controles contienen principalmente Hepta y Eopro además de

Uro, mientras que las porfirinas de 6 y S-CÜUHse encontra

ron en menor cantidad. Bajo la influencia de TCH, Uro'gen

se decarboxila a Hepta y Hexa, no detectandosa las porfiri

nas menos carboxiladas. Evidentemente TCHejerce un efecto

inhibitorio distinto en la actividad PCL. En presencia de

PDF, Uro'ger se convierte a Hepta y Hexa qLe predominan

sobre las porfirinas de 5 a b-CÜÜHque se encuentran en me

nor proporción. Los otros compuestos no muestran influencia

en el cuadro de distribución de porfirinas.

El grado de inhibición de la enzima para la primer

etapa de decarboxilación Fué de 6b% para TCHy 25% para

PDF. PCTFy 1,2,h,5-TCB mostraron efectos inhibitorios no

significativos. Los otros compuestosno influenciaron la
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actividad enzimática.

Respecto de la segunda etapa de decarboxilación TCH

inhibe totalmente la Formación de Copro, el PCF en un h8%,

PCTFy 1,2,3,5-TCB mostraron muy poca influencia y el res

to de los compuestos no tuvieron efecto.

Dado el mayor efecto inhibitorio de TCHse realizaron

incubaciones con varias concentraciones de TCH(Fig. 2h).

TCHen concentraciones de 10'“ M ya ejerce una influencia
significativa en la actividad enzimática, esto es Formación

de porfirinas de 7 a h-CÜÜH. A concentraciones de TCHde

10-2 MUro'gen no es decarboxilado. Bopro comienza a dis
h 3

minuir a 10- de TCH y es nula su Formación a 10- M de

TEH.

3.- Aislamiento y caracterización del inhibidor de PCL

obtenido de higado de ratas porfiricas.

Al iniciar este trabajo, la hipótesis que se ha

bia propuesto hasta ese momento y que estaba ampliamente

aceptada, sobre el mecanismo de acción del HCB,era que es

taba mediado por un metabolito reactivo del mismo. (173,

182, 206). Además los trabajos de Rios de Molina y col.

(205) que demostraron 1a existercia de un inhibidor termo

estable en el higado de ratas porfirícas, permitió suponer

que estos hechos experimentales tenian alguna vinculación.

Por este motivo, los objetivos Fueron: 1) confirmar la pre

sencia de dicho inhibidor, 2) aislar el inhibidor por medio

de extraciones con los solventes usuales para aislar metabo
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Fig. 2h. Efecto "in vitro" de TCHen 1a actividad
de PCL de hígado de rata".
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litos del HEBy caracterizarlo y 3) ver que relación exis

tia entre el grado de porFiria de los animales y la capa
cidad de inhibir PCLnormal del inhibidor extraido de los

higados respectivos. El grado de porfiria se evaluó midien

do la actividad F'CLhepática de ratas intoxicadas unHCBdurante

distintos tiempos de drogado.

Para cumplimentar el primer objetivo se siguió la

metodologia empleada por Molina y col. (205) pero se traba

jó con higados‘perfundidos con solución Fisiológica (paso

1, esquema I) para eliminar la posibilidad que el inhibidor

proviniera de sangre, aunque este hecto era poco probable

dado que en PCT experimental no se afecta la PCL sanguínea.

Comopuede verse en la Tabla XIV los extractos normales

calentados, enteros o el sobrenadante de calentamiento, no

tienen efecto en la actividad PCLnormal. Los extractos

obtenidos de higado de ratas porFiricas enteros o el sobre

nadante de calentamiento producen inhibición de la activi

dad PBL. El efecto de estas preparaciones en la PCLnormal

ea menor que la disminución de PCLde la rata porfiríca,

a pesar que se incorpora al medio de incubación el equiva

lente a 1,5 ml de eluido de Sephadex 8-25 y para analizar

actividad de la enzima porfirica se utiliza 1 ml de dicho

eluido, Esto implicaría que el inhibidor es sólo parcial
mente termoestable o no es el único responsable de la dis

minución de PCL o que una vez separado de la enzima se mo

difica tal que no mantiene la misma reactividad, o no se

logra separarlo totalmente de 1a proteína y unido no es
reactivo.
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RataintaxicadaporHCByRatanormal.

1A
Perfusióndelhigadoconsoluciónfisiológica.

2)Homageneizaciónconc¿.H0,15hM. 3)CentrifugaciónaflÜ.ÜÜUxg20min.(N). hFiltraciónporSephadex8-25.
| Parfirinas(enelcasoderatas

A

porfíricas).

Picoproteico

4/\A

Calgntar1ÜÜQC5mín.AjusteapH1conClHconcentrado

l
(NgE,PQE)

Centrifugara900xg5mín.CentríFugacióna9ÜÜxg5mín.

J

Sobrenadante(N9yPQ)SobrenadanteJÉjustadoapH6,8

(NpH,PpH)
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TABLA XIV. EFECTO DE PREPARACIÜNES ÜBTENIDAS DE HIGADÜS PDRFIRICÜS EN

LA ACTIVIDAD PCL DE HIGADD DE RATAS NORMALES.

o

Preparación Preparaciones de A c t i v i d a d e n z i m a t i c a

enzimática hígado calentados nmol porfirinas / 30 min / mg proteínas

a 1000€ 5 Min(a)' Decarboxilación Decremento Formación Decremento

de Uro'gen % de Copro'gen %

N - 0,690 - 0,185 

N ONE 0,690 0 0,185 0
N ON 0,690 0 0,185 0

P - 0,110 8% 0,002 99

N 0PE 0,h30 38 0,035 81
N 0P 0,030 38 0,035 81

ONE 0 100 0 100
ON 0 100 0 100

0PE 0 100 0 100
0P 0 100 0 100

(a) Se obtuvieron según el esquema 1, ONe y 0PE, son las preparaciones
desproteinizadas sin centrifugar, ONy 0P son los sobrenadantes de las
preparaciones calentadas. Los resultados presentados son representati
vos de ü a 5 experencias.
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Se intentó desproteinizar ajustando el pH de los elui

dos delSephadex a 1, centriFugar, restaurar el pH al del

medio de incubación y medir la actividad inhibitoria (esque

ma 1). Comopuede verse en la Tabla V este tratamiento in

crementa la capacidad inhibitoria. Si en lugar de calentar

5 min. a 1ÜÜDCse calienta el_eluido de Sephadex,20 ó 30

min. disminuye la capacidad inhibitoria (Tabla XV). Podemos

-suponer entonces que el inhibidcr es parcialmerte termoes

table. La preincubación con la enzima 15 min. también mejora

la capacidad inhibitoris (Tabla XV).

Por otro lado se observó que al aumentar 1a cantidad

de inhibidor sn el medio de incubación, aumentaba la inhi

bición de PEL normal (Fig. 25).

La inhibición producida por las preparaciones porfi

ricae dependen del grado de porfiria de los animales (Fig.

26), cuanto mayor es la reducción de la actividad PCLen

las ratas porfiricas, mayores la inhibición producida por

la preparación calentada, obtenida de los higados de dichas

ratas, sobre la actividad PCLde higado normal.

Se intentó entonces tratar de aislar,a partir de higa
dos porFiricos,el inhibidor por medio de extracciones con
solventes (esquema II). Se parte siempre de los eluidos de

Sephadex 8-25, se desproteinizan por calentamiento o pH o

BE trabajan91" dESPrDteínizar. Se Fué variando el orden de

extracción con los solventes, las cantidades de eluidos uti

lizados (de h,5 m1 a 20 ml). Las distintas Fracciones orgá

nicas obtenidas se incuban para ver si tienen actividad
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TAELA XV. EFECTO DE DISTINTOS TIEMPOS DE DESPRUTEINIZACIGN, pH Y PREINCUBACIUN EN

LA PREPARACION DEL INHIBIDDR.

Preparación Preparación Proincubeción 15' A c t i v i d a d e n z i m á t i c a

onzigática del inhibidor con la enzima N "mol porfirinas / 30 min / mg proteínas

Docarboxilación Decremento Formación de Decremento

de Uro'gen % Copro'gen %

N 0,690 0,185

N N08 0,690 0,185

N P08 0,499 28 0.087 53

N P020 0,595 21 0,120 35

N P030 0,621 10 0,140 22

N NpH 0,680 0,187

u PpH 0,285 se 0,037 aa

N NOS 0,669 0,177

N POS 0.334 50 0,035 88

Os, 20 y 30 son eluidos de Sephadex 6-25 calentados S, 20 y 30 min. a 1000C,, NpH y PpH
son eluidos de Sophadex 6-25 ajustados a pH 1. centrifugados y restaurado su pH a 6.8.

Los resultados presentados son el promedio aritmética de dos experiencias, donde se
tuvo actividad inhibitoria semejante.
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Fig. 25. Efecto de diferentes cantidades de sobrenadante

de preparaciones porfiricas calentadas en 1a
actividad PCLnormal.
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Las actividades relativas se expresan compporcen
tajes de la actividad específica de 1a enzima nor
mel sin adiciones.(o)pr1mer etapa: decarbpxilacíón
de Ura'gen;(qbegunda etapa: Formación de Coprp'gen;
9P sobrenadante de preparaciones porfirícas calen5
tadas 5 min. a 1000€.



Fig.26.Relaciónentrelacapacidadinhibitdriadeunhigadoporf‘iriccysuactividadPCL.
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inhibitoria. En el esquema se indica cor (+) cuando la frac

ción presenta actividad inhibitoria, (-) cuando no la tuvo,

(+-) cuando en algunas experiencias presentó actividad in

hibitoria y en otros no. En general a lo largo de varias

experiencias, en la fase eterea la mayoria de las veces se

encontró actividad inhibitoria. La fase tolueno la mayoría
de las veces no dió actividad. La fase acuosa cuando no

tuvo actividad, su correspondiente fase eterea si la tenia.

En todas las experiencias se trabajó paralelamente en igual

dad de condiciones, preparaciones normales. Se intentó luego

ver si los extractos etéreos con actividad inhibitoría,po
seian algun tipo de compuesto de naturaleza semejante a me

tabolitos del HCB.Para ello se metilaron con diazometano y

se corrieron en cromatografía gaseosa, con detector de cap

tura electrónica, en condiciones tales que resuelve los me

tabolitos del HCB. No se pudo analizar el cromatograma dada

la cantidad de picos presentes tanto en los extractos pro

venientes de animales intoxicados comoen los normales, sin
encontrarse diferencia entre ambos.

Se decidió cambiar la metodologia/con el fin de lograr
en forma repetitiva y consistente la aislación del inhibidor,
paralelamente a purificarlo para poder caracterizarlo. Se

utilizó entonces cromatografía en columnas de sílíca gel H

(esquema III) se partió de 6 g de higado normal y 6 g de

higado porfirico que se procesaron hasta obtener los eluídos

proteicoa de Sephadex G-25 (paso h esquema I) ajustados a

pH 1 y centrifugados los cuales se liofilizaron previo a



ESQUEMAII.

PicoproteicoeluídodeSephadexG-ZS
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ESQUEMA III.

Eluidos proteicos de Sephadex 8-25

pH = 1 centrifugación

Liufilízadn del sobrenadante

Columnas de sílice gel H

(con presión)

Elución: 1) Eter de petróleo (ZÜÜml).

2) Eter de petróleo: BIZCH7(1:1)(3ÜÜm1).

3) BIZCHZ (100 m1).
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sembrarlos en las columnas. Se recogieron SU Fracciones en

total de cada columna, que se cromatografiaron en placas

de silicqgel corridas con CIZCHZ:eter de petróleo (1:1),

reve;}ando con luz U.V. y (SÜuHZ: AcH). No se pudo encon

trar analogia con los standares de HUB, TCH, PCF y PCTF,

asi comotampoco diferencias entre las Fracciones normales

y porFiricas. Se midió 1a actividad inhibitoria sobre la

PCLnormal, para ello se hicieron "pooles" de las Fraccio

nes obtenidas: Solo un "pool" de Fracciones porFiricas que

corresponde a los eluidos de éter de petróleo: BIZCH2(1:1)
presentó ligera actividad inhibitoria de 1a segunda etapa

de decarboxilación. Se decidió probar entonces actividad

inhibitoria en los liofilizados,encontrandose que tanto el
normal comoel porfirico destruian las porfírinas del medio
de incubación.

Se aplicó entonces un método para extracción de vene

nos orgánicos no volátiles (25h) con ligeras modificaciones

esquema IU. Este métodoes de más rápido procesamiento gue

el anterior, se desproteiniza con sulfato de amonio a pH 1,

calentando a hSQC5 min. luego se realizan extracciones con

solventes orgánicos en Formadiferencial tal que se logran

separar, plaguicidas, drogas ácidas, neutras y básicas. Dado

que en las primeras experiencias (esquema II) el éter logra

ba muchos veces extraer el inhibidor se adicionó este paso

comoextracción Final. Todas las Fracciones se evaporaron

y se midió actividad inhibitoria sobre PCLnormal, ninguna
Fracción alteró 1a actividad enzimática normal.



ESQUEMA IV.

Eluídos proteicos de Sephadex G-25 (paso ü, esquema I)

pH: 1 con ClH concentrado.

SÜh(NH¿‘)2 100% de saturación Q hSQC 5 min.

Centrifugación

Filtrado acuoso Libre de proteinas.

Ajuste del pHhasta rección ácida alternasol.
l

Extracción con éter de petróleo.

Fase acuosa. Fase éter de petróleo

Extracción cíclqvhexano: Cl CH (25 75)3

4'" 'k s
Fase s uosa Fase ciclohexano: 813CH (25 75)í

pH 8-9

Extracción con C13CH

Fase acuosa Fase Cl CH
3(—)

pH=1

Extracción éter/\
Fase acuosa Fase éter

(-)



No pudiendose aislar el inhibidor por estos sistemas

que son adecuados para extraer compuestos de naturaleza

semejante a los metabolitos del HUB,se dudó sobre la posi

ble vinculación entre los metabolitos del HCBy el inhibi

dor, avslado por el hecho que en algunas oportunidades se

encontró actividad inhibitoria en la Fracción acuosa prove

niente de preparaciones porFiricas.9e decidió entonces, pre

cinar la naturaleza del inhibidor en cuanto a su polaridad.

para ello se pasa sobrenadante de homogenato desproteinizado

paso 3 esquema II por cartuchos de Sep-PAKrellenos con si

lica gel que tiene unida cadenas hidrocarbonadas de 18 car

bonos que le confieren a la matriz naturaleza no polar (es

quema V) (207). Se eluye el inhibidor con buffer Fosfato

de potasio 0,134M pH 6,8 y se utiliza en el momento para

medir actividad inhibitoria sobre PCLnormal. Paralelamente

se trabaja con preparaciones normales. En este sistema las

porFirinas de las preparaciones provenientes de animales
intoxicados queden retenidas. El inhibidor obtenido por

este procedimiento tiene actividad (Tabla XVI). Es de des

tacar que primero se desproteiniza o sea que lo atravieza

el cartucho es el inhibidor libre y no se pega, mientras

que las porfirinas si lo hacen, o sea que el inhibidor ten

dria una polaridad mayor que las porFirinas que son despe

gadas con metanol.

Cabe señalar que el grado de inhibición logrado va

ria de una experiencia a otra como consecuencia de haber

usado preparaciones provenientes de animales intoxicados
distintos (Fig. 25).



ESQUEMA V.

Sobranadanta da 10.000 xg 20 min. (paso 3 esquema I)

Calentamiento S min. a 909D.

Dantrifugación 900 xg 5 min.

1 m1. de sobranadanta

Sap-PAK C18

Eluidoa con buffer FosFato da potasio

0,13h M pH 6,8 sin FIUDTESCPHÜH



TABLA XVI. Egg DE SEP-PAK EN LA PREPARACION DEL INHIBIDÜR.

Preparación Preparación Ac ti vi da d Enz im át ic a
del nmol porfirina / 30 min / mgprot.

["21matlca Inhibidor' Decarboxilación Decremento Formación Decremento
de Uro'gen. (%) de Copro' (%)

gen.

N - 0,690 - 0,185 

N NpH 0,730 — 0,190 —

N PpH 0.1.76 31 0,109 1.1

N N0 0,095 - 0,186 

N P0 0,507 22 0,133 28

N Ns 0,690 - 0,185 

N Ps 0,524 24 0,120 35

N y P pH: corresponde a eluídos de Sephadex G-25 ajustado a pH 1 con ClH

concentrado, centrifugado a 900 xg 5 min. Se incuba lo equivalente a 1,5 m1

de eluído de la columna de Sephadex. N y P0, son los eluídos de Sephadex G-25

calantados S min. a 1000€,se incuba lo equivalente a 1.5 ml de eluído.

Ns y Ps: son los sobrenadantes de centrifugación del homogenato calentados

5 min. a 900C¡sembrados (1 ml) en cartuchos de SEP-PAK C18. eluídos con 3 ml

buffer fosfato 0,13% M pH 6,8. el volumen incubado fue entre 1.5 a 1,6 ml que

representa una cantidad aproximadamente equivalente de sobrenadante de homo

genatg a la incubada en los otros casos.



DISCUSION.

Con respecto al efecto "in ovo" de los metabolitos

del HCBlos resultados presentados están de acuerdo con

las observaciones previas (173, 180, 182, 193, 196) res

pecto a la metabolización del HCBcomo ur prerequisito para

que desarrolle su acción porfirinogénica, comopudo obser

varse pcr el pretratamiento con FB. Sin embargo cabe seña

lar que las nuevas teorias respecto al mecanismode acción

del HEBsugieren que este compuesto u otros con actividad

porfirinogénica actuarían por un mecanismo comúnque impli

ca la formación de especies reactivas ya sea por un desa

cople de la cadena de transporte de electrones microsomal,

de 1a función monooxigenasa del sistema metabolizante de

drogas, dada 1a lenta metabolización de estos compuestos

o por estimulación de la formación de Fe2+ y sus consiguieg

tes efectos tóxicos (207, 223, 22h). En estos procesos

estarian involucrados el agente porfirinogénico. el sistema

metabolizante de drogas y el Fe. Esto viene a colación del

efecto porfirinogénico del FB "per se", en este sistema ex

perimental, en particular el FB podria desatar alguno de

los procesos antes mencionados y el HCBen si funcionaría

sinergisticamente con el FB.

El HCB"in ovo" no pudo alterar el metabolismo del

hemo, sin embargo se ha reportado gue en cultivo de célu

las de embrión de pollo causa un incremento de 1D veces en

el contenido de porfirinas (193).
Entre los metabolitos del HCBensayados bencénicos,
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azufrados y fenólicos, varios Fueron capaces de producir

acumulación de porfirinas en diferente grado.

Los bencénicos tuvieron pobre capacidad para inducir

acumulación de porfirinas comparado con los otros metaboli

tos. El comportamientodiferencial del 1,2,3,h- y 1,2,h,5

TÜBestá de acuerdo con los resultados de Rimington y

Ziegler (203) en ratas que mostraron mayor efecto para el'

primer isómero.

Respecto de los metabolitos azufrados como inductores

de acumulación de porfirinas, funcionarían con menor efecto

respecto a los fenólicos. Debets y col. (193) trabajando en

cultivo de células de embrión de pollo reportaron que sólo

PBIA y TCTAfueron capaces de producir acumulación de por

firinas y PCTFno tuvo efecto. Sin embargo PCTF fué el que

"in ovo" produjo mayor acumulación que los anisoles. Hoss

y col. (255 y 256) trabajando en ratas no encontraron efecto

de PCTF, PCTA, PUTA-Üy PCTA-02 pero 1a administración si

multánea de ALAy PCTF promovió un incremento en la acumula

ción de porfirinas.

Los compuestos fenólicos se comportaron como fuertes

inductores de acumulación de porfirinas. PCFel principal

metabolito del HCB,no induce porfiria en ratas hembras

(200, 201) sin embargo acelera el establecimiento de porfi

ria por HCBcuando ambas drogas se administran juntas (202).

En este trabajo el PCF fué capaz de producir un incremento

de 3,5 veces en el contenido de porfirinas que está de acuer

do con los resultados reportados anteriormente (201). Respec
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to a la acción remarcable de TCHno concuerda con la falta

de acción reportada por Debets y col. (193) en cultivo.

En linea general las diferencias encontradas entre

los resultados presentados en este trabajo y los de Debets

y col. (193) podrian atribuirse a: a) el diferente modelo

experimental "in ovo" en el presente trabajo y en cultivo

de hepatocitos de embrión de pollo en caso de Debets (193)

donde la accesibilidad de las drogas para llegar a los he

patocitos es diferente, b) la diferente cepa de embriones

de pollo usada, con 1a consecuente diferencia en el siste

ma metabolizante de drogas (257). c) las distintas dosis

empleadas.

Los resultados obtenidos indican que: a) el HCBno

fuécapaz de producir acumulación de porfírinas "per se",

b) muchos de los metabolitos del HCBprobados fueron induc

tores mostrando un efecto diferencial según la naturaleza

de los compuestos, asi el orden de reactividad fué fenóli

cos ) azufrados > bencénicos y c) El FB que no es un hidrow

carburo aromático halogenado pudo "per se" alterar el con

tenido de porfirinas.
De todos los perfiles de acumulación presentados el

PCFes el únhoalque podria quizás adjudicarle una dismi

nución de PCL. Debets y col. (193) encuentran un perfil

alterado con acumulación predominante de Uro en cultivos

tratados con HCB+ B-naftoflavona. Con PCTAy TCTAobtienen

un cuadro normal que se altera por Q-naftoflavona. Es remar

cawble que el FB no sólo produce acumulación de porfirinas
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sino que también la naturaleza de las mismas está alterada.

Hallazgos similares Fueron informados por Ferioli y col.

(225) Lyon y col. (258) y Simhir y col. (259), trabajando

en cultivo de células de embrión de pollo; incluso estos

últimos miden actividad PCLencontrándola diaminuide. Es de

destacar también que incluso HCB+ FB presenta menor acumu

lación de porfirinas de 7 y B-BÜUHrespecto a FB sólo.

Respecto a la inducciór de la enzima ALA-Ssalvo al

gunos compuestos Fenólicos, los otros no pudieron inducir

la enzima regdatoria, evidentemente no bloquearon el camino

metabólico en grado tal de deplelar 1a cantidad de hemo como

para inducir la ALA-S. Cabe mencionar que la rápida muerte

de los animales podria no dar tiempo suficiente para desre

gular el sistema e inducir la enzima. Evidentemente estas

drogas causaron otros efectos tóxicos severos quizás los

responsables de las muertes, ademásde alterar en distintos

niveles el camino biosintético, asi el isómero 2,3,6-TrLF

Fué el que causó menor acumulación de porfirinas, sin embar

go Fué el que produjo mayor inducción de la enzima. Mainstok

y col. (201) informan que el PDFen dosis superiores a las

usadas en este trabajo logra inducir la actividad de ALA-S,

Carpenter y col. (260) reportaron que TCHsólo no induce

esta enzima en codornices.

Respecto al efecto "in vitro" de los metabolitos sobre

la PCLhepática los resultados muestran un Fuerte efecto

inhibitorio de los compuestos Fenólicos, obviamente la in

Fluencia de estos compuestos se basan en las propiedades
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de sus grupos UH.

Estudios "in vitro" revelaron que los cloroFenoles

se unen a las proteinas enzimaticas, disminuyendo sus acti
vidades cataliticas (261). Intentos de aislar cloroFenoles

de soluciones conteniendo proteinas resultan en pobres re

cuperaciones. Se ha concluido que ocurre unión covalente

entre estas sustancias y las proteinas (262). Un interrogan

te queda planteado acerca del tipo de estructura proteica

que une a los Fenoles y si lo hacen en Forma disociada, o

no disociada.

El comparativamente mayor efecto inhibitorio de TCH

debe depender de su capacidad de convertirse en semiquinona

y quinona (263); en este proceso se Forma radical semiouíno

na que se une a GSHy proteinas (26h). No se puede descartar

que este proceso redox altere la decarboxilación del Uro'gen.

Carpenter y col. (260) demostraron que TCHadministrada a

animales pretratado con HCBcausaron una porFiria más severa

que HCBsólo. Ciertamente las concentraciones de TCHen es

tos estudios Fueron superiores a las halladas en animales

tratados ccn HEBpor largos tiempos, sin embargo en los sx

perimentos a largo plazo, bajas concentraciones de TCHpre

sentes en Forma continua en el higado, deben de ser tan

efectivas comoaltas concentraciones por cortos periodos.

Rios de Molina y col. (205) realizaron experiencias

similares a las aquí presentadas, nnnnntrnnfn para tri- y

tetra- cloroFenoles inhibiciones de 26 4 52%y de 60 a 83%

para primera y segunda etapa de decerboxilación de PCLres
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pectivamente.

A diFernecia de los hallazgos de Hauanishi y col. (92)

HEB"in vitro" no tuvo efecto en la actividad PCL. Comose ha

visto en la Tabla XIII los bencenos y HCBtienen poca o nin

guna capacidad de alterar la enzima quizas debido a la baja
reactividad de estas moléculas .

Presumiblemente el HCBadministrado a animales. al lle

gar al higado sufra activación metabólica tal que alguna For

ma reactiva se una o altere la PCL pero dado que el PCF no es

porFirinogénico en ratas (175, 176) el verdadero responsable

debe ser un intermediario entre HCBy PCF o especies activas

de 02 o Formación de un inhibidor con caracteristicas comunes
a todas las drogas con capacidad de actuar igual que HCB/o

sea que Fundamentalmente su acción se basa en diSminuir la

PCL. Paralelamente a la acción de estos supuestos metabolitos

reactivoso inhibidor o especies activas de oxígeno. los pro

ductos metabólicos del Fungicida de naturaleza Fenólica que

se acumulan en el higadg podrían en conjunto ser un Factor
más que contribuya a la disminución de 1a PCL.

Respecto al inhibidor de PCLlos resultados presentados

avalan la existencia del mismo, Formado en el higado de ratas

porFiricas por HCB.Este inhibidor tiene más actividad cuanto

más porFiricas estan las ratas de las cuales se obtienen. Res

pecto a la estabilidad a la temperatura, se conporta comopar
cialmente termoestable. No se pudo encontrar a través de méto

dos orgánicos un camino adecuado para aislarlo. En este senti

do Smith y Francis (207) informan que no pudieron aislar e]
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inhibidor por extracción con acetato de etilo o éter. Las

experiencias con Sep Pak presentan un panorama distinto res

pecto a la polaridad esperada del inhibidor, pués a juzgar

por este hecho seria de naturaleza polar coincidiendo con

los resultados de Smith y Francis (207). Estos autores re

portan la Formación del inhibidor en ratones porfirícos por

HCBpero con sobrecarga de Fe, siendo que ni HCBni Fe sólo

pueden producir su Formación.También encuentran el inhibidor

en ratones porFiricos por: 2,3,7,9-tetraclorodibenzo-p-dioxi
na, Aroclor 1,2,5,h, Firemaster BP-E, 2,3,h,2',3',h'-hexaclo

robifenilo, hexabromobencenoy 2,h,5,2',b',5'-hexac1orobife

nilo. Ellos encuentran un paraleliSmo entre la actividad in

hibitoria y la disminución de PCLde los animales intoxicados

como en el presente trabajo. Una observación muy importante

que hacen es que si Fotooxidan 1a PCL no pueden detectar ac

tividad inhibitoria. Cantoni y col. (206) reportan que rato

nes porFiricos con tetraclorodibenzo-p-dioxina producen un

inhibidor de PCLnormal, la inhibición producida por el mismo,

no es reversible por diálisis y no es competitiva.

Resumiendo, se confirma la Formación de un inhibidor

en animales porfiricos por HCB,cuya capacidad inhibitoria

o cantidad se incrementa con el grado de porFiria de los ani

males. Hasta el presente no se lo ha podido caracterizar, si

se tienen indicios de su polaridad, que haria suponer que no

está relacionado con metabolitos del HCB,pues resultó más

polar que las porfirinas presentes en el higado del animal
intoxicado. Este inhibidor podrianvalar un mecanismo común



para todas las drogas porfirindgénicas, con tan diversas es

tructuras. Dicho inhibidor podria Farmarse por interacción

de las drogas con el sistema metabolizants y el Fe, pudiendo

de esta manera justificar el por qué en embrión de polls y

sn cultivo el FBresultó uruporfirinogénicu.
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"ESTUDIOS TENDIENTES A ELUCIDAR EL MECANISMO DE ACCION DEL

HCB".

B. "EFECTOS DE UN QUEEANTE DE HIERRO EN EA PÜRFIRIA EXPERI

MENTAL.

La desferrioxamina (DF) tiene una alta afinidad por

iones Fénicos y es usada en terapia clinica como un quelan

tes específicos de hierro (265, 266, 267, 268). Este quelan

te decrece la Ferritina sérica y la concentración de hierro

en higado (266) incremmtando el hierro en orina (269) en hu

manos.

Qatas tratadas con HCBtienenun contenido de hierro

total hepático mayor que las normales (220, 221, 270, 271).

La producción de porFiria (218) y la inhibición de PCLpor

administración de HCBse incrementan y aceleran cuando los

animales están previamente sideróticos. La siderosis por si

sola no produce la inhibición de esta enzima (103, 219).

Los quelantes de hierro previenen la aCumulación de

Uro cuando se expvonen hepatocitos a compuestos ciclicos

halogenados (198). Sin embargo, Sinclair y col. (272) de

muestran que los quelantes actuarían en cultivo de células

inhibíendo la síntesis del citocromo P-th dado que DFpre

viene la acumulación de Uro por biFenilo policlorado en cé

lulas intactas pero no en los cultivos pretratados con
3-metilcolantreno.

DF potencia la inducción de ALA-Spromovida por AIA

en cultivo de células de embrión de pollo (1D, 198) pero
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en ratas no tiene efecto sinergistico en la inducción de

esta enzima por tratamiento con AIA Y DDC(273);DF inhibe
la actividad de Ferroquelatasa (1D, 198, 273), estimula la

actividad de hemooxigenasa (273)y disminuye el citocromo
P-hSÜ (273,27h). Produce en algunos casos acumulación de

porfirinas (1D, 198) pero no induce ALA-S, en cultivo de

células de embrión de pollo o higado de rata (273, 27h).

Para investigar el rol del hierro en la porFiría ex

perimental por HUBen ratas, se diseñayron dos experiencias,

la primera de ellas Fue ver que pasaba con el establecimien

to de porfiria por HCBcuando a los animales se le suminis

trassimultáneamente DF. La segunda consistió en administrar

el quelante de Fe una vez establecida la porFiria.

1.- Efecto de DFen el desarrollo de la porfiria inducida

Eor HCB.

1.1.- Diseño experimental. Los animales se dividieron en

cuatro grupos de 12 animales cada uno: (1) normal (N)

que son los controles sin tratamiento, (2) ratas tra

tadas con DF 3 veces por semana, reciben inyecciones

intramusculares de DF de 1DGmg/kg de peso, (3) ratas

tratadas con HCB, 1 g/kg peso diariamente por sonda

gástrica, (4) ratas tratadas con DF y HCB. DF Fue ad

ministrado desde el comienzo del experimento. Los ani

males Fueron sacrificados despues de 12-1h samanas de

tratamiento.Se utilizó el test no paramétrico de Hruskal

Wallis dado que los datos no seguían una distribución
normal.
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1.2. Resultados.

s) Excreción urinaria de precursores y pgrfirinas.
Se determinaron los contenidos urinarios de ALA, PBG

y porFirinas semanalmente, en muestras de orina de 2h hs.

para los cuatro lotes de animales (normal: N, desferrioxami

na: DF, hexaclorohenceno: HCBy HCB+ DE) El Fin Fué deter

minar los tiempos relativos del establecimiento de porfiría.

Los resultados obtenidos pueden verse en 1a Fig. 27 donde

se grafican las excrecíones en Función del tiempo de drogado.

Cada punto representa excreciones de ratas individuales y

representativas de cada grupo.

DF no modifica la excreción normal de ALA(23pg/Zü hs)

PBG(B,6pg/Zh hs.) y porfirinas totales (2,2 pg/Zh hs.). El

rango de estas excreciones normales es el siguiente (13,1 

32,0),(2,3 - 9,0) y (1,0 - 2,3) ug/2h hs. respectivamente.
En ratas tratadas con HCBsolamente los niveles urina

rios de ALAy PSG se incrementan en comparación con los nor

males en la semana 8, alcanzando en la semana 12 valores de

90 pg/Zü hs. y BÜÜug/Zh hs. respectivamente. Las porfirinas

en estos animales ya se incrementaron en la semana 6, alcan

zando una excreciónde 1hÜ ug/Zh hs. en la semana 12.

Los animales que recibieron el quelante más HCBmostra

ron excreciones normales elevandose ligeramente hacia el Final

de 1h semanas (Fig. 27). Las porFirinas comienzan a incremen

tarse en la semana 1D y salvo un caso que alcanzú'valores de

50 pg/Zh hs., el resto de animales de este lote no superó

los 1D ó 20 pg/Zb hs.
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Fig. 27. Cada punto representa las excreoiones urinarias
de ratas individuales y representativas de cada

lote de animales tratados con (O ) HCB. ( A )

HEB + DF, ( A ) DF y el valor promedio de cinco

ratas normales ( 0 ).
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En cuanto a la evaluación de estos parámetros se pu

do observar que el lote de animales que recibió el quelan

te de Fe junto al HCBpresentó excreciones de ALAy PBG

normales hasta casi el Final del tratamiento y las porfiri

nas se Empiezan a incrementar h semanas después y no llegan

a excretar los altos valores de porfirinas que exoretan los

animales que sólo recibieron el Fungicida. Los animales que

sólo reciben el quelante no modifican los parámetros norma

les.

b) Relación peso del higado a peso del cuerpo.

En el momento de sacrificar los animales (12 y 1h se

manas) se determinó este cociente obteniéndose los siguien

tes valores 0,0ü0 para normales, 0,0h3 para DF y 0,05h para

HCB y HCB + DF.

c) Acumulaciónde porfirinaa hepáticas.
Comopuede verse en la Fig. 28, los lotes normales y

tratados con DFno presentan diferencias significativas. El

HCBproduce un incremento de 56 veces en el contenido hepá

tico de porFirinas (p < 0,005 respecto al normal). La adminis

tración conjunta del quelante y el Fungicida disminuye sig

níFicativamente la cantidad de porfirinas acumuladas por el

HUBsolo (p < 0,01).

d) Actividad enzimática de ALA-S.

El tratamiento con sólo DFno afecta la act,ivídad de

ésta enzima (Fig. 29), el HCBinduce la actividad de esta

enzima significativamente (p < 0,005), y la administración
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conjunta de DF y HCEdisminuye significativamente 1a induc

ción producida por el Fungicida (p < 0,005)

e) Actividad enzimática de PCU.

DF no afecta la actividad de esta enzima en ambas eta

pas de decarboxilación (Fig. 30). El HUB disminuye signifi

cativamente (p < 0,005) y drásticamente la actividad en un

55%la primer etapa de decarboxilación y un 98% la segunda.

El lote de animales que recibió el quelante y el Fungicida

presentó sólo disminuciones del 22 y 60%para primera y se

gunda etapa de decarboxilación respectivamente siendo esta

protección ejercida por el quelante significativa (p < 0,025)
respecto al lote de animales que recibió solo el Fungicida.

F) Efecto "in vitro" de DFen las actividades enzimaticas.

DF en concentraciones de 10-2 y 10-3 M no tuvo efecto

"in vitro" en las actividades hepáticas de ALA-Sy PCLde

animales normales y porFiricos (Tabla XVID.



F19. 29. Efecto de DF en la incrementada actividad de

ALA-S causada por HCB.

O

¿o —

Í:
É"
‘C. 30
Uï O

.3 Ü tt
s OO

g 2

20 — . t

‘f’ 2 ,
Í A _*_

A

< 2
'o 8 2 A
m l0 - o
'Ü a'; “8- fi
n; o A
U<

DF HCB HCB+DF

Las ratas Fueron sacrificadas entre las semanas 12 y 1h
de tratamiento. Las actividades enzimáticas se midieron
según se detalla en Métodos. Cada punto representa el
valor individual de cada animal para cada lote: HCB(O ).
HCB + DF ( Á ), DF ( A ) y normal ( O ). (--) valor de
la mediana agep < 0,005 respecto del grupo HUBy a! 4’
p (0,005 respecta del grupo N.



Fig.30.EfectodeDFenladisminucióndePCtdebidaalHCB.

qehA0,09'

(edewaZ)

04-op4

0,02’

( minos/won BLU/mod sa1ouJU)

(ugw oc /';04d Sun/140d senowu)

(Www) 13d pepwwv

13d F’E’PFAHDV

NDFHCBHCBfDFNDFHCBHCB+DF

Lasratassesacrificaronenlassemanas12a1hdetratamiento.Lasactividadesenzimáticassemidieronsegúnsedetallaenmétodos.CadapuntorepresentaelvalorindividualcorrespondienteacadaanimaldecadaloteHCE(O),HCB+DF(A),DF(A) ynormal.(O)valordelamedianap)¡p(0,025reapectodelgrupoHCB,**p<0,005respectodelgrupoNj‘p(0,005 respectodelgrupoHCB.

15h.



155.

TABLA XVIL.ADICIÜN DE DF AL MEDIO DE INCUBACIUN DE ALA-S Y PCL.

Preparación DF A L A - S P 0 L

enzimatica. mM nmcles de ALA/ghígado/h nmclee de pchirinaS/mg proteínas/30 min.
Primer etapa Segunda etapa

Normal 11,8 0,626 0,08b

1 9,1 0,63h 0,078

1a 11,3 0,621 0,077

Pbrfírica h6,2 0,251 0,002

1 ua,u 0,256 0,002

10 h2,6 0,262 0,002

La DF Fué adicionada en solución acuosa tal que se obtuv'.n:m las

concentraciones indicadas en el medio de incubación. Cada valor

representa el promedio de dos experimentos realizados por duplicado.
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2.—Evaluación de la capacidad de la desferrioxaminagpara

revertir una severagporfiria inducida por hexacloroben
ceno.

2.1.- Diseño experimental: Se trabajó con h lotes de seis

animales cada uno: (1) normal (N) que son los contro

les sin tratamiento, (2) ratas tratadas con desFerrioxa

mina (DF) tres veces por semana por inyección intramus

cular (100 mg/kg de peso del animal) durante 1D semanas

(3) tratadas con HUBdiariamente, administrado por son

da gástrica (1 g/kg de peso del animal durante 27 sema

nas y (h) ratas tratadas con HCBcomo en (3) pero cuan

do se establece una severa porFiria (17 semanas de tra

tamiento) se administra DF como en (2) junto con el

Fungicida durante 1Dsemanas. Los animales se sacrifi

caron en la semana 27.

Se aplicó el "test" no paramétrico de Hmskal

Wallis, dado que los datos no presentan una distribu

ción normal.

2.2- Resultados.

Se comenzó el experimento con dos lotes de anima

les N y HCB. Después de h meses de drogado los animales del

lote HCBmostraban una porfiria definida. Esto se evaluó a

través de la cuantificación de ALA,PBGy porFirinas en orí

na, la que ya exhibia intensas bandas de absorción en el Vi

sible al ser observada espectroscópicamente. En esta etapa

del experimento la mitad de los animales de cada lote comen

zó a recibir DF. Así se obtuvo los cuatro grupos: N, DF, HCB

y HCB + DF.
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a) Excreción urinaria de precursores y porfiringg¿
En la Fig. 31, se grafican las determinaciones de

ALA, PBGy porfirinas en orina de 2h hs. Por claridad del

gráfico sólo se muestran los datos obtenidos semana por me

dio y a partir de la 7ma. semana. Hasta la 7ma. semana los

valores diFiríeron poco respecto a los normales.

Las excrecines de ALA, PBGy porFirinas de los ani

males que recibieron DFno difirieron de las normales.

Después de la 7ma. semana los valores de la media

na para la excreción de ALAde los animales que reciben HCB

empiezan a alejarse de los valores normales. A lo largo del

tratamiento , los animales individuales presentan más de un

pino de excreción que corresponden de 7 a 15 veces los valo

res normales (25 pg ALA/2hhs.). Después de un pico de excre

ción, el contenido de ALAdesciende bruscamente. Por esta

razón varias medianas se encuentran dentro del rango de va

lores normales entre las semanas 16 y 27 de tratamiento.

Respecto del contenido urinario de PBGpuede verse

Fig. 31 que igual que ALAPresenta un comportamiento oscila

torio los valores de las medianas, empiezan a apartarse del

valor normal 9,0 pg PSB/2h hs. a partir de 5ta. semana. Pre

senta picos de excreción (200 veces el valor normal) en los

animales individuales y también algunas ratas presentan va
lores normales.

En cuanto a la excreción de porFirinas de los ani

males tratados con HCBpuede observarse que va incrementan

dose en Forma progresiva hasta la semana 11era., luego llega
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Fig. 31. Excrecíón de AbA, PBGy porfirinas. Efecto

de DFuna vez establecida la porfiria.
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a una meseta hasta el Final del tratamiento. Pese a las

oscilaciones esta meseta representa 1DGveces el valor de

las normales (2 pg porFirinas/Zü hs.). Algunos animales lle

gan a presentar valores de 590 pg de porfirinas/ 2h hs.

Los animales drogados con HUBdurante 17 semanss que

luego reciben DF presentan un comportamiento similar a los

que sólo reciben HBBen cuanto a las excreciones de precur

sores y porfirinas. Asi tanto para ALAccmo para PBGlas

medianas de ambos lotes (HCB y HCB+ DF) presentan valores

muy semejantes y en el caso de porFirinas si bien la mayoria

de las medianas del lote HCB+ DF estuvo debajo de los valo

res del lote HUB,1a diferencia no es significativa. Cuando

se comienza a administrar el quelante (semana 17) se vió una

diferencia considerable entre las medianas de amboslotes,

no obstante esto podria atribuirse a que tres de los anima

les que sólo recibieron el Fungicida presentaran un máximo

de excreción (ASDa 59Dug de porFirinas/Zh hs.); estos ani

males s la semana siguiente, sin modificación del tratamien

to, excretsn menores cantidades de porFirinas/19D a 29Dpg

de porfirinas/Zh hs.).

DF en estas condiciones experimentales no Fué capaz

de disminuir las excreciones de precursores y porFirinas

de ratas porFiricas por HCB.

b) Acumulaciónde porfirinss hepáticas.

En 1a Fig. 32 puede verse que nuevamente DF no afecta

el contenido de porFirinas hepáticas. El HCBproduce incre

mentos de ZÜÜveces luego de 27 semanas de tratamiento.La
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Fig. 32. Efecto de DF sabre la acumulación de

porfirinas hepáticas.
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adminiatración de DFa las ratas porFiricas no modificó es

te parámetro cabe destacar que la mediana obtenida para el

lote HCBes mayor respecto a 1a obtenida con 3 meses de in

toxicación (Fig. 28, inciso 1.2.c).

c) Actividad enzimática de ALA-S.

DF no afectó la actividad de ALA-S(Fig. 33).

La actividad de ALA-Ssufrió un ligero incremento para

ambos lotes de animales HCEy HEB+ DF no existiendo difereg

cias significativas entre ambos . Cabe mencionar que las me

dianas obtenidas en este experimento con 27 semanas de tra

tamiento por HCBsólo es ligeramente menor que con 1h sema

nas de tratamiento (Fig. 29, inciso 1.2.d).

d) Actividad enzimática de PCL.

La primer etapa de decarboxilación de PCLpara los lo

tes HCB y HBB + DF disminuye un 80% y un 90% para la segunda

etapa. No existiendo diferencias entre amboslotes (Fig. 3h).

Respecto a la experiencia anterior (3 meses de drogado),

en este caso (7 meses de drogado) la disminución de actividad

de la primer etapa Fué mayor para lote HBB80% vs 55% de dis

minuciún.
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Fig. 33. Efecto de DF sobre la inducción de ALA-S

producida por HCB.
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DISCUSION.

'La DF "in vivo" por si sola no altera las excreciones

de ALA,PBGy porFirinas en orina/ni el contenido de porfi

rinas, actividad de ALA-Sy PCL en higado de rata. Tampoco

modifica "in vitro" las actividades de ALA-Sy PCLde higa

do de animales normales y porfiricos.

Cuando DF se da conjuntamente con el HUB, se retrasa

y diaminuye marcadamente la excreción urinaria de precurso

res y porFirinas, así comola concentración de porFirinas

hepáticas, elevadas por el Fungicida, esto es consecuencia

de que el quelante de hierro aproxima a valores normales

las actividades de ALA-Sy PCL aumentadas y disminuidas res

pectivamente por el HCB.

DFno puede revertir ni mejorar en las condiciones

ensayadas una porfiria experimental por HCBcuando el que

lante se comienza a administrar una vez que se alcanza un

estado de porfiria severa.

Sinclair y Granick (198) en cultivo de células de

embrión de pollo encuentran que DF aumenta 1a inducción de

ALA-Spor AIA. Contrariamente Liem y col. (273) informaron

que la DFno tiene eFecto sinergistico sobre la inducción

de ALA-Spor AIA y que este quelante decrece la inducción

de esta enzima promovida por DDCen hígado de rata. En este

sentido los resultados de este trabajo muestran que DFno

altera los parámetros estudiados del metabolismo del hemo,

ni tiene efecto sinergístico sobre la inducción de ALA-S

por HUB;esto índicaria que el bloqueo de Ferroquelatasa
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producído por DF (273, 198) no afectaría el "pool" de hemo

regulatorio como para inducir la enzima ALA-S. Un papel a

dicional y directo del hierro en la inducción de ALA-S(27h,

275, 276, 277) podria no ser descartado y estaria avalado

por los trabajos que muestran "in vivo" que una sobrecarga

de hierro produce un aumento de ALA-S (275, 276, 277) mien

tras oue una deficiencia del mismoen la dieta (277) o la

administración de DF (27h) no modifica la actividad esta en

zima. Por otro lado en este trabajo, el metal parece no con

tribuir al aumento de 1a actividad de esta enzima en higados

porFiricos dado que DFno disminuye "in vitro" su actividad.

El hecho que la administración conjunta de HCBy DF

atenua y retarda los efectos del Fungicida está de acuerdo

con los resultados de Blekkenhorst y col. (278) qLe inFor

maron que la reducción de niveles de hierro por Flebotomia

durante la administración del HCBdisminuye los efectos por

Firínogénicos del fungicida en ratas y por los de Sweeney y

col. (215) quienes observaron que la Flebotomia y una dieta

deficierte en hierro previene la diSminución de PCLproduci

da por 2,3,7,8- tetraclorodibenzo-p-dioxina. En el miamosen

tido Sinclair y Granick (198) encontraron que en presencia

DF, lindano y biFenilos policlorados prcducen acumulación

de Proto en lugar de Uro en cultivo de células hepáticas

de embrión de pollo. Recientemente Sinclair y col. (272) in

Fornaron que DF revierte el decremento de PCL promovido por

biFenilos policlorados, por inhibición de la sintesis del

citocromo P-hha. De Matteis y col. (279) encuentran también
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que DF disminuye la acumulación de Uro y Firia en cultivo

de hepatocitos de embrión de pollo tratados con ALAY más

marcadamentecuando se administra tetraclorobifenilos.

Por otro lado cabe mencionar las reacciones en que

participa el hierro que pueden tener relación con el esta

blecimiento de la PCT:

1) El hierro estimula peroxidación lipidica, con el consi

guiente daño de menbranas y Formación de radicales libres

(280, 281).

2) El Fe2+ es de por si tóxico, se une a 'EH de enzimas inac

tivandolas y cataliza procesos o>idativos (152, 223) generan

do radicales libres en presencia de 02 y un donor de electro
nes por ejemplo cisteina (102):

5

S

el Üé- por la reacción de Haber Ueissgenera radicales 'ÜH

02 + HZÜ ———. 02 + ÜH + UH

3+ 2+ _3) El Fe se reduce a Fe por el sastema de transporte

de electrones que está Fuertemente acoplado al sistema de

oxidación de drogas dependiente del citocromo P-ASÜ. Cual

quier situación de desacople por ejemplo drogas de lenta

metabolizacíón, estimulan 1a cadena de transporte de electro
2+nes, con el consiguiente incremento de Fe (223).

h) Las porfirinas en laS'reacciones de peroxidasa (HZÜZ/NADPH

2 y aumentan la Formación 'ÜH luegoinhiben la Formación de Ü
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del agregado de Fe-EDTAdonde se Formaria una porFirina anión

radical. Este radical podria reemplazar a1 82 en la reacción
de Haber ueisspara generar 'ÜH (282).

5) El sistema hipoxantina/xantina oxidasa/ Fe-EDTA,oxidaUro'

gen a Uro y a compuestos más polares no porfirinicos que ten

drian acción inhibitoria en la PCL(283).

6) Elder y col. (28h) Dresumen que se Formaria un quelato

Fe- porfirína cerca del sitio activo de PCLcatalizando la
Formación local de radicales hidroxilos de corta vida.

Enpacientes con PCT, la Flebotomia o la terapia con

quelante mejora los parámetros bioquímicos y produce remi

sión (285, 286, 287). Recienümente Elder y col. (156) re

portaron por primera vez que cuatro pacientes con PCTespo

rádica, con remisión prolongada luego de Flebotomia poseían

actividad de PCLhepática e inmunoreactivídad normal; la

clave de este evento estaria en el tiempo prolongado que

media entre la Flebotomia y las mediciones. Ellos especulan

que una reacción dependiente de hierro estaria involucrada,

permitiendo la remoción del hierro,se retarda o Frena e]

proceso de inactivación de PCLIpermitiendo que la enzima

inactiva sea reemplazada por una recientemente sintetizada.

Los resultados de este trabajo podrian implicar que

DFcomoquelante de hierro y secuestrador de radicales li

bres (288) por un lado disminuye la cantidad de hierro cir

culante impidiendo el inicio de las secuencias de reacciones

que junto al Fungicida pueden llevar al establecimiento de
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porFiria , y por otro lado comosecuestrador de radicales

libres eliminaria lo que se haya Formado. Respecto al hecho
que diez semanas de tratamiento con DF no pudieron mejorar

una porFiria severa y bien establecida, cabe pensar que una

vez puesto en marcha el mecanismo de acción del Fungicida

con indudable participación del hierro, no pueda ser Frenado

sólo por la disminución del metal, dado que en las presentes

condiciones experimentales, se siguió administrando el Fun

gicida hasta el Final del experimento y no se realizaron me

diciones más allá de este periodo.



IV.
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"ESTUDIÜS TENDIENTES A ELUCIDAR Eb MECANISMO DE ACCION

DEL Hca".

o. "ESTUDIO DEL SITID ACTIVO DE uA PCL".

La PCLhepática es la única enzima del metabolismo del

hemocuya actividad está Fuertemente disminuida en la porFi

ria experimetnal por HCBy en la porFiria cutánea tarda huma

na (171, 173, 213). Por lo tanto es la enzima clave para el

estudio del daño metabólico, producido por la administración

de este Fungicida.

Respecto a la naturaleza del sitio activo de la PCL

normal Molina y col. (108) han inFormado que compuestos de

naturaleza Fenólica son Fuertes inhibidores "in vitro" de

la enzima y postulan que ejercerian su acción por unión al

mismositio donde lo hace el sustrato, sugiriendo un sitio

positivo en la enzima (con respecto a este punto en el pre

sente trabajo se ha demostrado que metabolitos del HCB

de naturaleza Fenólica resultaron Fuertes inhibidores de la

enzima (Capitulo II, inciso 2)). Hauanishi y col. (92) en

la enzima de eritrocitos normales, encuentran que el dietil

pirocarbonato la inhibe sugiriendo que histidina podria es
tar en o cerca del sitio activo de la enzima.

En PCL de Rhodopseudomonas palustris también se ha

sugerido (99) que histidina podria estar involucrada en el
mecanismo de acción de la enzima.

El objetivo de este trabajo es entonces, estudiar la

naturaleza del sitio activo de la PCLpuriFicada de higado

de rata y evaluar si el Fuerte decremento de esta enzimaJ
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debido a la administración de HBB"in vivog esta relaciona
do a alteraciones en la estructura proteica en o cerca del

sitio activo de la PCL.

Con este propósito se realizaron modificaciones quimi

cas de la enzima purificada proveniente de animales normales

e intoxicados por HCB.Se utilizaron reactivos que alteran

aminoácidos de naturaleza básica. Se ha reportado (289, 290)

que arginina sirve comositio de reconocimiento positivo

para sustratos negativamente cargados, siendo las dicetonas

reactivos altamente especificos para su modificación. Por

estos motivos se eligió trabajar con 2,3-butanediona y Fenil

glioxal (289, 290). Por otro lado se realizó Fotooxidación

con azul de metileno comosensibilizador, que modifica, his

tidina, triptoFano, metionina, cisteína y tirosina, sin

embargo los grupos SH son sensibles a este tipo de oxidación

a pH mayores que B (291).

El dietilpirocarbonato (DEPB)reacciona con residuos

histidilos, rindiendo N- carbetoxihistidina. Esta reacción

puede seguirse convenientemente observando el incremento

de absorbancia que tiene un máximo entre 280 y 250 nm. La

inactivación de la enzima puede correlacionarse con la mo

dificación de histidina si hidroxilamina reactiva la enzima.

Si bien otros aminoácidos pueden reaccionar con el DEPC1a

hidroxílamína remueve el grupo carbetoxi solo de histidinay
tirosina pero de este último a baja velocidad.

En la Fig. 35 se muestran los resultados de la Foto

oxidación con azul de metileno. Se puede ver que la activi

dad PCLde ambas Fuentes enzimáticas están inhibidas en For



Fig. 35. Foto-oxidación en presencia de azul de metilenc

de la PCLnormal y porfirica.
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La Foto-oxidación se realizó usando azul de metílenc Ü,DÜ3%
comosensibilizadcr. El colorante se elimina por Filtración
por galas. A. primer etapa: decarbcxílación del Urc'gen. B.
segunda etapa: Formación de Ccprc'gen. Las actividades residua
les se calculan tomando ccmc control (100%) las ensayos manteni
das en oscuridad. ( O ) PCL normal (A ) PCL porFírica.
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ma similar. La primer decarboxilación del Uro'gen III está

gadualmente alterada en función del tiempo de exposición a

la luz, mientras que la actividad de la segunda etapa decre

ce abruptamente entre 15 y 30 min., quizás como consecuencia

de UDSefectos: la inactivación de las enzimas por la modifi

cación quimica y la baja saturación de PCLdebida a un decre

mento del flujo de sustrato (Penta'gen). Las actividades con

trol fueron las mismas a 15 y 30 min. 2,05 y 0,98 nmol de

Uro'gen decarboxilado en 30 min por mg de proteina para la

primer etapa de las enzimas normales y porfiricas respectiva

mente y 0,35 y 0,0h5 nmol de Copro'gen Formado en 30 min por

mg de proteina para la segunda etapa de las enzimas normal

y porfírica.
El efecto de diferentes concentraciones de DEPCen la

PCLnormal y porfirica puede verse en la Fig. 36. El decre

mento de la actividad de ambas enzimas fué remarcable a

partir de 1 mMpara la primer etapa de decarboxilación y 0,5

mMpara la segunda. Al comparar el comportamiento de la en

zima normal y porfirica, se encuentra que en la primer etapa

para la enzima normal la actividad cae más abruptamente al

canzando valores más bajos que la porfirica. Este comporta
miento diferencial a altas concentraciones del reactivo no

pudo cuantificarse en la segunda etapa debido a la gran in

hibición provocada por la droga. De hecho la actividad fué

nula, no sólo para los animales porfíricos sino también para

los normales. Sdlo una pequeña diferencia entre ambas enzi

mas pudo observarse a 1 mMde reactivo.
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Fig. 36. Efecto de DEPCen la actividad PCLnormal y porfirica.
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Los ensayos se realizaron como se describe en métodos. DEPC

se analizó en concentraciones de 0,05; 0,5; 1,5 y 25 mM.El
reactivo se eliminó por Filtración pcr geles. A) primer eta
pa: decarbcxilación del Urc'gen, B) segunda etapa: Formación
de Ccprc'gen. Las actividades residuales se calculan tomando
ccmc central (100%) el ensayo sin adición de DEPC.(. ) PCL
normal, ( A ) PCLpcrfirica.



Ambas enzimas modificadas por DEPCrecuperan su acti

vidad.cuando se tratan con hidroxilamina como puede verse

en la Tabla XVII.

Cuando se realiza la reacción de modificación en la

CUbEtadel espectroFotómetro pudo observarse para las enzi

mas normal y porfirica el incremento de absorbancia a 2h0

nm. Se utilizó para ello 0,2 mg de proteina aproximadamente,

2 mMde DEPC en un volumen Final de 2,3 ml.

Para verificar si estas modificaciones implican amino

ácidos involucrados en el sitio activo se protege el mismo

con Uro'gen III antes de ser modificado con DEPE/ambasenzi
mas resultaron resguardadas de la acción del reactivo (Ta

bla XUIID.

Es interesante señalar que en los ensayos de reversión

y protección, la enzima porfirica alcanza un 100%de su ac

tividad original en ambas etapas de decarboxilación.

El efecto de 2,3-butanediona Fué ensayado a 5 y 50 mM

durante 10 y 20 min. de preincubación. Las enzimas Fueron

más inhibidss a alta concentración de reactivo y a mayores

tiempos. Siendo igual el comportamiento de las enzimas nor

mal y porFirica. A bajas concentraciones de reactivo, las

enzimas normal y porFirica presentan actividades relativas

entre 90 y 80%para la primer etapa de decarboxilación y

80 - 65%para la segunda etapa de decarboxilación. A altas

concentraciones del reactivo el grado de inhibición Fué más

notable estando las actividades remanentes para ambas enzi

mas en el rango 70- h5% para la primer decarboxilación y
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50 - 30%para la segunda etapa de decarboxilacíón (cabe acla

rar qde el rango de porcentajes presentados representa los
resultados obtenidos a cortos y largos tiempos de modifica
ción).

Para evaluar si arginina está involucrado en el sitio

activo de FCHse realizaron ensayos de protección con Uro'gen
III de la inhibición provocada por 2,3-butanediona (Tabla

X51 ). Se preincubó la enzima 2 min. a 25°C con 11 pM de

Uro'gen III y la inhibición provocada por el reactivo no se

altera, por lo tanto se probó concentraciones mayores de

sustato para proteger, asi como también mayores tiempcs de

preincubación y mayor temperatura, sin embargo la inactiva

ción provocada por el reactivo, no Fué prevenido en ningún

caso.

Fenilglioxal (Fig. 37) a todas las concentraciones

ensayadas modifica la enzima de ambas Fuentes/mostrando ma

yor eFecto sobre la PCL normal a partir de 2,5 mMdel reac

tivo. La segunda etapa para ambas enzimas Fué también inhi

bida, pero las bajas actividades alcanzadas no permitió eva

luar estrictamente las diferencias entre enzimas normal y

porFirica.



TABLAXIX .PROTECCIONDEPCLDELAHÜDIFICCIÜNCÜN2,3-BUTANEDIÜNA.
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Fig. 37. Efecto de fenilglioxal en la actividad PCL

normal y pcrfirica.
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UDSensayos se realizaron como se describe en métodos. Fenil

glicxal Fué ensayadd en concentraciones de 0,5, 2,5 y 25 mM.

A) primer etapa: decarboxilaciún del Urd'gen.

B) segunda etapa: Formación del Ccpro'gen.

Las actividades residuales se calculan tomando comcccntrcl

(100%) el ensayo sin adición del reactiva ( O ) PCL normal,

( ‘ ) PCLporFiríca.
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DISCUSION.

Todas las reacciones de modificación de PCL ensayadas

inactivaron en diferente grado esta enzima sugiriendo entog

ces un entorno positivo del sitio activo de la misma.

Es interesante mencionar que el análisis de aminoáci

dos de PCLde eritrocitos humanos mostró que la enzima tiene

un 10%de residuos aromáticos/11 histidinas, 17 lisinas y 28
argininas por mol de enzima (93).

La modificación de arginina con dos reactivos mostró

que la PCLes inactivadalpero el hecho que no sea protegida
por Uro'gen III implica que este residuo no está directamen

te involcurado en la unión del sustrato'sin embargoestaría
relacionado con la actividad de la enzima en algún punto

critico, quizás dando un entorno positivo necesario para

Favorecer la catálisis, o para mantener la integridad del
sitio activo.

La inactivación de la enzima por Fotooxidación da una

amplia gama de posibles residuos afectados sin embargo al

pH usado, los más probables serian hsitidina, triptoFano y

tirosina. En este sentido Batlle y col. (293) encuentran

Fotoinactivación de PCLde eritrocitos humanosusando porfi

rinas comcsensibizadores, y adjudican este efecto a altera

ciones en cisteina, histidina o triptoFano. La inactivación

con DEPCal pH 6,8 seria bastante especifica para histidina

lo que se corrobora por el aumento de absorbancia a 2hÜ nm

del n-carboxihistidina y su reversión por hidroxilamina, sin

embargo queda la duda de la posible reacción de tirosina. La
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PCLes protegida por el sustrato Uro'gen III, esto indica,

que el residuo afectado está implicado en la unión del sus

trato. Al comparar los puntos isoeléctricos de tirosina 5,65

e histidina 7,58 cabe pensar que al pHfisiológico histidina

está cargada positivamente, haciendo suponer que en realidad

seria muchomás probable que éste fuera el residuo involucra

do en unir al sustrato .

La enzima PCLtendria entonces un entorno positivo de

su sitio activo que Favoreceria la atracción del sustrato

quien se uniria probablemente a través de una histidina.

Se ha postulado que la enzima tendria más de un sitio

activo¡Tomio y col. (89) postulan al menos dos sitios,de
Verneuil y col. (93) postulan que tendria cuatro sitios y

más recientemente Hurlandska y col. (29h) trabajando con mu

tantes hem 12 de Saccaromyces Cereviseae que son deficientes

total o parcialmente en PCL en un 50 a 100%, encuentran que

las mutantes presentan "in vivo" un perfil de acumulación

de porFírinas similar, pero "in vitro" existen diferencias

en la actividad de las cuatro decarboxilaciones, y una mutan

te la hem 12-11 presenta un bloqueo en la tercer decarboxila

ción. Dadoque las modificaciones químicas realizadas a la

PCLde animales normales y porFiricos inactivaron ambas eta

pas de decarboxilación, siendo la segunda más afectada, se

podría en principio suponer que los residuos estudiados es

tarian implicados con el sitio correspondiente a la decar

boxilación del Uro'gen y quizás también con algún otro sitio

involucrado en la segunda etapa de decarboxilación.
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El análisis de la primer etapa de decarboxilación per

mite obsevar que las modificaciones con DEPCy Fenilglioxal

afectan más a la enzima normal que a la proveniente de ani

males porfiricos, incluso la actividad de la porFirica se
recupera un 100%en las experiencias de reversión, asi como

también Fué protegida en un 100%por el sustrato Frente a

la acción del DEPO.Estas evidencias avalarian que la enzima

de animales que se intoxican con HCBtiene su sitio activo

menos proclive a ser modificado.

El mecanismo de acción del HCBaún no ha sido elucida

do totalmente, entre las hipótesis planteadas Figuran: 1)

unión covalente de algún metabolito reactivo del HCBa la

enzima (182, 206), 2) que las drogas porfirinogénicas causan

indirectamente el bloqueo del metabolismo del hemoestimulan

do la producción de especies reactivas'peroxidos)radkales
libres (223, 22h). ea desacoplando la cadena de trans

porte de electrones microsomal ó induciendo los sistemas

enzimátícos en el higado que Favorecen la Formación

de hierro Ferroso con su consiguiente efecto dañino/catali
zardo la Formación de especies de oxigeno reactivos ó For

mando un inhibidor de PCLde alta afinidad (207). Las Formas

de oxigeno reactivas podrian inactivar 1a PCL. Por lo tanto

cualquiera Fuese la teoria válida, lo comúnseria afectar,

la proteina enzimática para disminuir su actividad, dado que
la cantidad de enzima inmunoreactiva no cambió (20h). Es da

ble pensar entonces que la enzima proveniente de animales

porfiricos es menos suceptible a ser modificada pueáo que su
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sitio activo está comprometido ya sea por unión de metaboli

tos del HCBo por reacción con especies de oxigeno activas

o por unión de un inhibidor.flespecto a este punto se ha re

portado que la PCLde eritrocitos humanoses suceptiole de

inactivarse por especies de oxigeno reactivas pero el meca

niSmc deoe requerir un catalizador especial tal que afecte

a1 sitio activo sin alterar los epitopes mayores de la pro

teina (295). Elder y ool. (28h) también presumen que un

quelato de hierro porFirina catalizaria cerca del sitio ac
tivo la Formación local de radicales hidroxilos de corta

vida.

En este trabajo se ha encontrado que la PCL normal y

panirica tienen un entorno positivo en su sitio activo,

estando probablemente el aminoácido histidina involucrado

en el sito de unión del Uro'gen. La enzima proveniente de

animales porFiricos tendría su sitio activo oomprometido,tal

que es más reFractaria a ser modificada por algunos reac
tivos oue la enzima normal, asi como también la acción de

los mismospuede prevenirse y revertirse totalmente, mien

tras que 1a normal no logra la recuperación total.
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Los resultados presentados pueden resumirse de la

siguiente manera:

a) La cromatografía liquida de alta presión resultó

un método muyútil, rápido y sensible para aplicar de ru

tina a la separación y cuantificación de porfirinas metil

éster. Se pudo poner a punto más de un sistema de solven

tes para lograr una buena resolución, calibrándose para
poder cuantificar las porfirinas con dos de dichos siste

mas que son usados de rutina. Esta metodologia Fué aplica

da a diversas situaciones, comoser, análisis de pacientes,

contenidos hepáticos de porFirinas y determinación de 1a
actividad PCL.

b)Se ensayó la capacidad de metabolitos del HCBpara

producir acumulación de porFirinas en embrión de pollo de

17 días, analizándose la naturaleza de las mismas.En dicho

sistema se evaluó la capacidad de inducir la actividad de

ALA-S, enzima regulatoria del camino. Se observó que los

metabolitos de naturaleza Fenólica Fueron los que presen

taron mayor poder para producir alteraciones en el metabo

lismo de°porFirinas,también se señaló que el HCBsólo no

produce alteraciones y que tiene un efecto sinergistico

con el FB. El FB "per se" altera el contenido de porFiri

nas y el perfil de acumulación de las mismas, a pesar de

no ser un hidrocarburo aromático halogenado. La mayoria

de los metabolitos del HCBno produjo acumulación mayori

taria de Uro respecto de las porFirinas menos carboxiladas.

que implicaría una inhibición de PCL, salvo el caso del PDF
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en el que quizás puede adjudicarse a dicho efecto.
"In vitro" los metabolitos de naturaleza Fenólica

Fueron Fuertes inhibidores de la actividad PCLde rata,

destacándose la acción de la TCH,acción que podria deber

se a la Formación de radicales libres.

Se extrajo y caracterizó al inhibidor de la activi

dad PCLde higado de rata. El poder inhibitorio o la can

tidad del mismo Formado en higado de ratas intoxicadas

cun HCBFué mayor cuanto más porFirico estaba el animal

del cual se extrajo. No pudo extraerse por los métodos

habituales para extraer metabolitos del HCBy presentó

polaridad mayor que las porFirinas acumuladas en higado

de ratas porFiricas (Uro y Firia). Es parcialmente termo

estable y está asociado a proteinas hepáticas.

c) Respecto al eFecto del hierro, se vió que tiene

incidencia en el establecimiento de porFiria dado que 1a

disminución del contenido de hierro por DFretarda y ate

núa el establecimiento de porFiria, pero una vez estable

cida la misma no se puede revertir.

d) Los estudios del sitio activo de PCLde higado

de rata mostraron que la misma tiene un entorno positivo

en su centro activo,que histidina está involucrada en el
sitio catalitico de la PCLy que arginina si bien está
involucrada con la actividad de la enzima no se relaciona

directamente con la unión del Uro'gen. La PCLproveniente

de animales porFiricos resultó más resistente a la acción
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de las modificaciones con DEPCy Fenilglioxal poniendo de

manifiesto que el centro activo de la enzima está alterado.

Estos hallagos permiten concluir que si bien los

metabolitos del HCBpueden alterar el metabolismo de las

porFirinas y la actividad PCL"in vitro", no serian los

responsables directos del establecimiento de porFiria. El

mecanismo de acción del HCBimplicaría la Formación de un

inhibidor, distinto de un metabolito del HCB,de naturale

za más polar que Uro, cuya potencia o cantidad se incremen

ta con el grado de porfiria del animal. Este inhibidor se

ria el responsable de bloquear en parte al centro activo

de la PCL, explicando asi, la menor acción de algunas mo

dificadores del sitio activo.

Respecto a la Formación del inhibidor hay dos teorias

planteadas, una avalada por el grupo de Francis y Smith

(283, 296) que supone que los xenobióticos desacoplan la

cadena de transporte de electrones del sistema metaboli

zante de drogaSIdependiente del citocromo P-QSÜ, coinci

diendo con De Matteis y SIonard (223), produciendo un pro

ceso oxidativo crónico aumentado por el hierro con parti

cipación de "UH. Este proceso daria lugar a la Formación

del inhibidor que seria una porFirina hidroxilada ó

N-oxidada (296) o un compuesto no porfirinico más polar

que las porFirinas semejante al que se Forma "in vitro"

cuando el Uro'gen está en presencia de un sistema genera

dor de radicales hidroxilos comohipoxantina/xantina oxidasa/
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Fe-EDTA(283). La otra teoria sustentada por Elder y col.

(28b)'sugiere que el inhibidor de PCLse dirije especifi
camente al sitio activo de PCLsin afectar los epitopes

principales de la enzima.SE postulala Formación de un

quelato Fe-porFirina durante la oxidación de los porfi
rinógenos a porFirinas oue se uniria cerca del centro ac

tivo de la PCL, este quelato inactivaria la enzima por
Formación de un inhibidor de corta vida.

Los resultados aquí presentados avalan la Forma

ción/con posible intervención del hierro,de un inhibidor
más polar que las porfirinas, el cual se uniria a la PCL

en las proximidades del sitio activo, alterando la Fun
cionalidad del mismo.
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