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A todos los inocentes



"Buscamos la esencia que ecstéa

detrds de lo azaroso".

Faul Klee
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I. Introduccién

I.1 FUNCIONALIDAD DEL HEMO

I.1.1 GENERALIDADES

El hemo es el metabolito central del metabolismo de las
porfirinas y de los pigmentos biliares. Cada una de las etapas
de su sintesis y degradacién hén sido y son objeto de maltiples
investigaciones, asil como sus roles fisioldgicos, cuyo espectro
se amplia permanentemente. En el reino animal, sus funciones
son miltiples, actuando tanto en forma 1libre como formando
parte de protelnas conjugadas. Guimicamente, el hemo es una

hierro-porfirina.
1.1.2 PORFIRINAS: Macrociclos tetrapirrélicos

Las porfirinas estan constituidas por cuatro subunidades
pirrélicas, con diferentes sustituyentes en sus cadenas
laterales B, wunidas por puentes metinos, que conforman un
macrociclo.

Los sistemas de nomenclatura que se utilizan son los
propuestos por Fisher (1) y la IUPAC-IUBR (2) y que difieren en
la numeracién de los atomos de carbono vy de nitrégeno del
anillo tetrapirrélico. En el primero y mas tradicional, a la
estructura bé&sica ciclica del cual derivan todas las, porfirinas
conocidas se 1la denomina "porfina" (Fig.la), mientras que en
la mas reciente nomenclatura, se la denomina "porfirina" (Fig.
ib). En los compuestos naturales, los hidrogenos de las
posiciones E} de los anillos pirrédlicos se encuentran
sustituidos por distintos grupos alquilos, lo cual le confiere

una amplia y compleja diversidad a estas estructuras.



Aunque las porfirinas libres se encuentran en la naturaleza
en pequefias cantidades, hasta el presente no se conocen
funciones especificas asignadas a las mismas; mientras que
hemos, clorofilas y corrinas -compuestos naturales en los
cuales los tetrapirroles estadn quelados con Fe, Mg vy Co

respectivamente— llevan a cabo funciones biolégicas cruciales.

F16.1: ESTRUCTURA Y NGMENCLATURA DEL MACROICiCLO TETRAPIRROLICO BASICO.

3) Portina (aumeracién de Fisher); b) Portirina (nuseracion *1-24" de IUPAC-ii3).

I.1.7 HEMO: Metaloporfirina ubicua

El hemo o protohemo es un pigmento rojo que constituye la
mas ubicua de las metaloporfirinas en el reino animal.

Esta formado por una estructura anular tetrapirrolica
conocida como protoporfirina (tipo IX, istmero III) que tiene
insertado en el centro del anillo un &tomo de hierro (Fig.2).
Es precisamente este metal de transicién,debido a su valencia
de coordinacién vy a su habilidad de experimentar cambios en su
estado de reduccidn (F92+;:: Fes*) el que confiere al hemo la

posibilidad de desempeffar multiples funciones en los sistemas



fisiolbgicos, como el ser intermediario y catalizador en los
procesos de transporte y transferencia de electrones o cargas,
oxigeno, etc. 8Sin embargo, el hierroc es responsable s6lo en
parte de estas propiedades, las que se ven notablemente
favorecidas por su unién a la porfirina y selectivamente més
ain, por la unidn del hemo a apoproteinas especificas; las que
asi aumentan la actividad catalitica del metal libre en un
rango de 5 a 1Q 6rdenes de magnitud y controlan la reactividad

inherente de la metaloporfirina (3I).

HOOC-CH, CH,—COOH

F16.2: ESTRUCTURA DEL HEMO, PROTOHEMO 0O FERROPROTOPORFIRINA IX.

El hemo como tal o como integrante de sistemas enzimaticos

cumple funciones y tiene localizaciones subcelulares muy
diversas. El hemo "libre" -formando parte de 'pooles"
especificos— es un efector que controla maltiples mecanismos.

Actia asi, como regulador de su propia sintesis a diferentes

niveles, como inductor de su propia degradacion, como efector



alostérico de enzimas del proceso proteolitico, como modulador

de enzimas transductoras (se lo considera como un segundo
mensajero) o de vias metabdlicas como la biosintesis de
proteinas en estadios tempranos, como estimulador de 1la

sintesis de hemoproteinas, como modificador del desarrollo vy
la diferenciaciéon celular, vy en la captaciédn y liberacion de
metabolitos, a veces, mediante la expresiétn de receptores
especificos (4). Participa también, como grupo prostético de un
gran numero de holoproteinas como hemoglobina (Hb), mioglobina,
citocromos, enzimas Yy como coenzima de proteinas que catalizan
transformaciones relativamente complejas de diversos sustratos

y dela produccion de GMF ciclico.

I.1.4 HEMOPROTEINAS: Proteinas conjugadas con hemo, con
conformaciones diversas que 1les permiten

cumplir actividades muy variadas.

Las metaloporfirinas son los derivados por medio de los
cuales las porfirinas intervienen en los procesos biolbgicos.
Poseen, sin embargo, wna propiedad que conspira contra este
propésito como es la de formar agregados de elevado peso
molecular. Esta capacidad de agregaciédn da origen, en el caso
del hemo, a la formaciébn de los 1llamados "ComplejosﬁT ", de
pesos moleculares (PM) del orden de 10%4-10°. Para evitar
esta autoagregacion, la evolucioétn bioclédgica ha insertado a las
unidades mondbmeras hémicas en estructuras proteicas, dando
lugar a 1la formacidtn de hemoproteinas. Esta inserciébn en
cavidades o sitios hidrofdbicos de proteinas impide la auto-
polimerizacién de la metaloporfirina y permite asi su funcion
biolbdgica.

Concomitante con 1a naturaleza miltiple de sus funciones
biolégicas, las diversas familias de hemoproteinas poseen hemos
con grupos de coordinacion distintivos Yy patrones

caracteristicos de sustitucion periférica sobre 1la unidad



porfina. Cada una de las cuatro combinaciones posibles del ién
hierro -ferroso o férrico- en su estado fundamental -alto o
bajo spin (nimero de giro)—- da cuenta de uno o mads de los hemos
presentes en la naturaleza, sin embargo, ninguno de estos tiene
un duplicado quimico exacto entre 1los ya analizados. Por lo
tanto, lo més importante es reconocer que la estereoquimica de
los grupos de coordinacidn sigue principios estructurales bien
definidos, que prevalecieron a través de la evolucion (9).
Consistente con la relacién estructura y funcién, Castro
(6) propuso mecanismos de accidn para las hemoproteinas
mediante la formulacién de un conjunto minimo de conformaciones
proteicas, las que permiten en parte, explicar la variada
actividad exhibida por las mismas. Estas conformaciones
formuladas en dos dimensiones se denominan tipo "G", "C" o "C
corta” (Fig.3). Segun estos modelos, el borde del plano de 1la
porfirina se dibuja en 1linea gruesa y perpendicular al plano
del papel. Los ligandos axiales del Fe<* que estan por arriba
y abajo del plano de la porfirina, se dibujan en el planc del

papel y se indican como "L".

L
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F16.3: COMFORMACIONES PROTEICAS DE LAS HEMOPROTEINAS.

La conformacién "G" (tipo globina) que reflejaria en forma

simplificada la estructura terciaria de una hemoproteina como



Hb o mioglobina, tendria un ligando axial del Fe accesible a
sustitucion, mientras gque la periferia del anillo porfirinico,
incluidos sus sustituyentes voluminosos, se encontraria

cooperativamente bloqueada por la proteina. En contraste, la
conformaciéon "C" (tipo citocromo C) presentaria las posiciones
axiales del metal dificilmente accesibles por 1la envoltura
proteica, pero la periferia de la porfirina estaria e)xpuesta.
En la conformaciéon "C corta” (tipo catalasa) una posicién axial
y la periferia del macrociclo estarian accesibles para la
reaccion.

En base a esta teoria puede ser explicada la reactividad de
las distintas hemoproteinas frente al oxigenoc, perédxido de
hidrdgenoc y en algunos casos, su comportamiento frente a

diferentes sustratos orgénicos (6).

I1.1.4.1 Hemoglobina y mioglobina

Constituyen dos de las hemoproteinas mejor caracterizadas.
La mioglobina, proteina monomérica compacta, tiene capacidad de
almacenar oxigeno en el miasculo y contribuye a la difusibn de
oxigeno en 1los tejidos, en condiciones de un metabolismo
oxidativo incrementado. El1 hemo de la Hb contribuye a la mayor
parte (70%) del hemo total existente en organismos superiores
(mamiferos) (7). Es una proteina tetramérica cuya funcion
principal es 1la de transportar oxigeno y también, didxido de
carbono e 16n hidrdégeno. Une ademas, compuestos organicos
fosforilados que regulan su capacidad de unir y liberar 0Oo.
Su naturaleza tetramérica ejerce una influencia especial sobre
la cinética total de reaccidn con sus ligandos, respondiendo
los cuatro sitios a velocidades diferentes (8).

Cualitativamente, sin embargo, la Hb vy mioglobina exhiben
una reactividad similar, lo cual es consistente con la unidn
idéntica en la esfera de coordinacidn que el hierro presenta en

ambas proteinas y con 1a similitud del ordenamiento proteico de



sus sitios activos.

El rol fisioldgico de estas proteinas es la oxigenacién
reversible de los complejos de Fe2*. La conformacién "G
propuesta (6) resulta esencial para explicar el fendmeno de
estabilidad de 1los aductos formados con la hemoproteina. Los
complejos oxigenados son estables debido a que esta
conformacion impide el ataque por otro grupo hemo y el proceso
de oxidacion del hierro mientras el 0O, estd coordinado al
Fe<t, Sin embargo, la interaccién de la Hb con el O
produce secundariamente una oxidacién guimica del Fe<* a
Fe3+, formandose metahemoglobina, que puede aceptar como
ligandos, aniones dadores de electrones (Hp0, OH™, CN7)
pero no un gas. Una enzima, la metahemoglobina reductasa

dependiente de NADH es capa:z de regenerar hemoglobina.

I1.1.4.2 Citocromos

Genéricamente se denomina asi a un grupo de cromoproteinas
transportadoras de electrones que estadn localizadas en
mitocondrias (citocromos b, €y y aax) Yy en el reticulo
endoplasmatico (citocromo bg y P—-4350).

La cat&lisis redox se hace por oxidacidn vy reduccion
alternada del &tomo de hierro. Se diferencian por la naturale:za
del grupo hemo (variaciones en sus sutituyentes laterales 3 y/o
uniones), su potencial redox estadndar y su espectro de
absorcion (9).

Citocromo b: Se conoce la existencia de por lo menos dos
hemoproteinas que cumplen esta funcidn en mitocondrias de
animales, con maximos de absorcidn a 560-965 nm. Estéan
fuertemente ligadas a la membrana mitocondrial interna. Los
hemos estarian unidos & la proteina por una combinacion de
interacciones electrost&ticas e hidrofdbicas vy por uniones
coordinadas al iédn metdlico, como en el casoc de la Hb (10).

Citocromo cy: Es un constituyente integral de la membrana



interna mitocondrial. Poco se conoce del mismo. Tiene un ma&ximo
de absorciétn a S52 nm y su oxidaciédn produce a través de una
interaccion hemo—hemo, un cambioc en el potencial del citocromo
br (citocromo b que absorbe a 3563 nm) siendo asi su propio
regulador.

Citocromo c: Es una de las hemoproteinas mejor estudiadas
(11) y su estructura ha sido totalmente dilucidada. La molécula
es un esferoide prolado con un PM cercano a 13.000.

Constituye una conexiotn  fundamental en la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, ya que es una proteina
periférica de la membrana interna que transfiere electrones del
sistema reductasa, inmovilizado en la membrana (cit b vy cq)
al complejo oxidasa (cit ataz). Su estructura terciaria
depende del estado de oxidacién del hierro gque alterna entre
las formas Fe2+(s=0) Y Fe3+(s=1/2). El hemo est& unido
covalentemente por los restos vinilos a la proteina, a traveés
de dos enlaces tioéteres (cisteinas) y mediante uniones
electrostdticas de ligandos axiales (histidina y metionina) con
el hierro (conformaciéon "C"). Forma compuestos con fosfolipidos
que le son imprescindibles para su integracion a la membrana.
Su mecanismo de accion ha sido objeto de numerosas hipbtesis:
las que favorecen la intervencién directa de las proteinas en
el proceso de transporte y las que hacen recaer la accidn redox
del citocromo, exclusivamente en la hierro-porfirina. En este
caso la proteina actuaria como agente facilitador del proceso
de transferencia de electrones entre los complejos b+c vy
ata=, disminuyendo la barrera de potencial entre los centros
de 1las hierro—-proteinas. Existen, sin embargo, otras hipébtesis
formuladas (12).

Citocromo ata= o citocromo oxidasa: es la oxidasa
terminal presente en todos los organismos aerdbicos. En células
eucarioticas, la proteina est& localizada en la membrana
interna mitocondrial inserta en la bicapa lipidica. Su funcibon

es la de combinarse con el oxigenoc —-de modo semejante a la Hb-



y reducirlo a dos moléculas de agua. Para ello, la enzima
contiene cuatro aceptores de electrones: dos hemos que difieren
en sus sustituyentes f3 y dos A&tomos de Cu't esenciales,
insertos en un complejo multipeptidico que tiene unidos
fosfolipidos, tipo cardiolipina. El1 complejo est& constituido
por siete cadenas peptidicas de diferentes pesos moleculares y
la subunidad activa seria de 290.000 daltons (13 y referencias
citadas). Los dos hemos est&n unidos a la proteina en sitios
distintos, el componente a se ublca hacia el lado externo de la
membrana y el az hacia la cara interna de la misma, lo que
determina condiciones de reactividad diferencial de ambos
grupos. Asi el hemo a, 1ligado a la proteina a través de dos
histidinas, Yy el Cu, son 1los aceptores del primer par de
electrones que entra al complejo, haciéndolo de forma similar
al citocromo c (conformacidn "C").

El hemo ax ligado por una sola histidina, junto con el
Cusxy; conectados por un ligando comun forman el sitio de
union del oxigeno (14). El1 hemo az no solo reacciona con el
oxigeno sino también con inhibidores como cianuro, monédxido de
carbono, azida, etc. y sus espectros caracteristicos 1lo
asemejan al hemo de la Hb (conformaciébn "G").

Citocromo bg: Es uno de los tres componentes de un
sistema enzimatico Yy transportador de electrones del reticulo
endoplasmatico que funciona desaturando &cidos grasos. Sus
funciones principales parecen ser la de activar el oxigeno
molecular vy mantener un medio reductor. El grupo prostético es
un protohemo que no est&d unido covalentemente a la proteina
sino & través de sus ligandos axiales (2 histidinas). Su
estructura es siempre octaédrica tetragonal de bajo spin
(conformaciotn tipo "C"). Durante su funcionamiento redox el
Fe<* pasa a FeY* y viceversa, sin perder su planaridad (&).

Citocromo P—-450: Bajo este nombre se agrupa una familia muy
importante de hemoproteinas presentes en mamiferos, anfibios,

levaduras, insectos, bacterias Yy plantas superiores
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que pertenencen a la clase de enzimas llamadas monooxigenasas,
oxigenasas u oxidasas de funcion mixta, ya que son
aparentemente bifuncionales. Se comportan como oxigenasas en
un sitio y como reductasas de oxigeno en el otro, catalizando
la incorporacion de un &tomo de oxigeno molecular al sustrato
mientras que otro es reducido a agua. Quimicamente pertenecen
al grupo de citocromos b Yy tienen como caracteristica
distintiva la capacidad de combinarse con CO, presentando un
maximo de absorciétn tipico a 450 nm. Se encuentran localizadas
en las membranas del reticulo endoplasmico integradas al
sistema de transporte de electrones para intervenir en
reacciones de hidroxilacién y desaturacioéon.

La funcién fisiolégica primordial del citocromo P-4%50 es la
conversion de miltiples drogas, mut&genos, carcinégenos y otras
sustancias toxicas en compuestos con mayor caracter hidrofilico
y por ende, mas Tfacilmente excretables por el organismo. Sin
embargo, se ha reconocido recientemente, que algunas
transformaciones metabdﬁcas mediadas por el citocromo P-450
(cit P-450) conducen a la formaciétn de productos téxicos o

carcinogénicos (15). Los diferentes compuestos, dependiendo de

su estructura, pueden ser biotransformados en una variedad de
metabolitos intermedios via N-—, 0-, S—desalquilacion,
hidroxilacién aromé&tica vy/0o alifatica, desaminacion,
epoxidacion, transferencia oxidativa de grupos, destruccion

suicida de olefinas,etc. (16).

Estas hemoproteinas estan también involucradas en 1la
biosintesis de hormonas esteroides (sexuales Y
corticosterocides), A&cidos biliares y en el procesamiento hacia
sus formas activas de prostaglandinas, prostaciclinas,
leuwcotrienes y vitamina D (7, 17). Los cit P-430 involucrados
en la esteroidogénesis muestran una mayor especificidad por sus
sustratos y tienen ademas localizacién mitocondrial (17).

Las diferentes formas de cit P-450 estan compuestas por una

multiplicidad de proteinas que tienen como grupo prostético al



11

protohemo que se ubica en una hendidura hidrofdbica, donde
tambiéen se encuentra el sitio de unidén del sustrato. El hierro
del hemo es capaz de formar seis enlaces coordinados, siendo en
este caso los ligandos axiales el azufre de una cisteina de la
cadena polipeptidica vy el otro generalmente agua, cuando no se
halla presente el sustrato. En ausencia de sustrato, el hierro
se halla al estado férrico de bajo spin. La presencia de
sustrato induce un cambio conformacional que determina 1la
pérdida del sexto enlace coordinado del hierro férrico y un
pasaje al estado de alto spin que conlleva un desplazamiento
del hierro desde el plano del macrociclo hacia el grupo tiélico
(17) .

Todos 1los citocromos utilizan el mismo ciclo catalitico en
la hidroxilacion de sustratos 1lipofilicos, pudiendo eéste
considerarse como una secuencia de siete pasos que utilizan al
hemo como sitio interactuante. Comprende: 1) la formacion
estequiomeéetrica rapida del complejo enzima(Fe3+)—su5trato, 2)
la adicion del primer electron, 3JI) 1la uniédn del oxigeno
molecular, 4) la adicién del segundo electrdn, 5) el clivaje
del oxigenoc para dar agua, 6) la insercion del oxigeno en el
sustrato, 7) la disociacién del producto hidroxilado dejando al
hierro en el estado original (16, 17).

Hasta el momento, estudios sobre la superfamilia de los
citocromos P-450 han permitido la caracterizacidédn de 71 genes vy
4 pseudogenes provenientes de organismos pro y eucaridticos
(13).

1.1.4.3 Catalasa y peroxidasa

Ambas enzimas pertenecen al grupo de las hidroxiperoxidasas
va que utilizan el peroxido de hidrégeno como sustrato.

La catalasa, ha sido 1la primera de las hemoproteinas
reconocida como enzima (19). Cataliza la dismutacion del agua

oxigenada —-que se obtiene como producto de la accion de las
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deshidrogenasas aerbbicas y de la supertxido dismutasa— en agua
y oxigeno molecular (20). Se encuentra en la sangre y en el
higado, en los peroxisomas.

Es una proteina tetramérica, conteniendo un grupo hemo en
cada subunidad, sin embargo, sélo uno de ellos es reactivo en
el proceso.

De acuerdo al modelo de Castro (46) el complejo se encuentra
en la configuracion "C corta" de alto spin en la que tanto uno
de 1los ligandos axiales del Fe * como la periferia del anillo
porfirinico son facilmente accesibles. Por lo tanto, la adicion
oxidativa del perdxido de hidrogeno al hierrc y a un C meso de
la porfirina ocurre sin impedimentos y su mecanistica explica
la inusual reactividad de esta enzima.

Las peroxidasas son las mas ubicuas de todas las
hemoproteinas y estan ampliamente distribuidas en plantas y
tejidos animales. Poseen al protohemo como grupo prostético.

La naturaleza general de la reacciédn que catalizan es la
oxidaciéon de moléculas orgdnicas por eliminacion de hidrégeno.
No muestran marcada especificidad en cuanto a los dadores de
hidr4dgeno y los requerimientos salientes del sustrato son la
posesiédn de enlaces del tipo C-H, N-H, 0O-H, S-H, etc., con
suficientemente baja energia de disociacién para permitir que
el proceso continue.

Las caracteristicas estructurales son similares a las de
las catalasas vy corresponden a las de una proteina con un
macrociclo porfirinico con FeS* (alto spin) y configuracibébn
"C corta", es decir con un ligando axial disponible, al igual
que la periferia de la porfirina, pero forma complejos
inestables transientes (6) pudiendo actuar como donor enddgeno,

un hidroxilo fendlico de una tirosina.

1.1.4.4 Triptofano pirrolasa

Esta hemoproteina presente en mamiferos vy Dbacterias



13

cataliza la degradaciétn del amino&cido esencial L—-triptofano
mediante un clivaje oxidativo a formilquinurenina.

Su grupo prostetico es el protohemo y pertenece al grupo de
las dioxigenasas intramoleculares, ya que ambos A&tomos del
oxigeno molecular son incorporados al sustrato. El1 complejo
ferroso de la enzima forma rapidamente un aducto con el 0o
que es estable, lo que sugeriria una configuracidn "G" de la
protetina (6). La mayor reactividad de la enzima se explicaria
como una adicidn ciclica (2+2) de oxigeno a la uniédn doble del
triptéfano.

Esta enzima cumpliria wn rol biocldgico importante en la
regulacién de la produccién de hemo hepatico, mediante el

control del "pool" de hemo libre (21).

1.2 METABOLISMO DEL HEMO Y SU REGULACION

I.2.1 RIOSINTESIS DEL HEMO:

En animales superiores el hemo se sintetiza primordialmente
en los tejidos hematopoyéticos y en el higado. E1 camino esté&
conformado por una serie de reacciones catalizadas
enzimaticamente -en diferentes compartimentos subcelulares- que
partiendo de moléculas muy simples originan estructuras mas
complejas por condensacion y polimerizaciétn de unidades
repetitivas, que se ciclizan Yy modifican para favorecer su
adaptacién evolutiva.

Los trabajos pioneros que han llevado a la identificacion
de los precursores: glicina suwccinil-CoA, S-—aminolewvulinato,
porfobilindgeno e intermediarios porfirinogénicos, asi como de
la mayoria de 1las etapas enzimaticas, pertenecen a los grupos
de Shemin, Rimington, Granick, Bogorad vy Neuberger (22 vy
referencias citadas).

La biosintesis del hemo requiere de ocho moléculas de
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glicina y de succinil-CoA asi como de ocho enzimas, siendo de
localizaciédn mitocondrial 1la primera y las tres JUltimas,
mientras que las intermedias son citosélicas (Fig.4).

El primer intermediario es el S—aminolevulinato (ALA) una
aminoacetona de cinco atomos de carbono, gue se forma por
condensacion de glicinma y succinil-CoA y que es el precursor
obligado de todas las porfirinas y hemos. Dos moléculas de ALA
se condensan para formar el monopirvrol heterociclico
porfobilinégeno (FBEG). Luego, cuatro moléculas de FBG se
polimerizan secuencialmente para formar tetrapirroles ciclicos:
uroporfirinégeno I vy III (URO'geno I vy III). El macrociclo
serie isomérica III -precursor fisioldgico del hemo- se
convierte en coproporfirindgenoc 111 (COPRO'geno III) por
descarboxilacidn secuencial de sus cadenas f laterales, vy
finalemente en protoporfirindgeno IX (PROTO'geno 1IX), que por
deshidrogenaciédn produce protoporfirina IX (PROTO IX). Con la
excepcidon de la protoporfirina, los verdaderos intermediarios
tetrapirrdlicos de esta sintesis son 1los porfirinbdbgenos,
estructuras inestables al aire que constituyen los hexahidros
derivados de las porfirinas correspondientes (23).

En practicamente todos los seres vivos la protoporfirina es
el precursor inmediato del hemo al coordinarse con el idén
ferroso (Fez+), mientras que en los organismos fotosintéticos
lo es de las <clorofilas y bacterioclorofilas, al coordinarse

con el Mgz+. En algunos microorganismos el URO'genoc III sufre

también una metilacidn reductiva para transformarse en
sirohidroclorina, compuesto precursor de la vitamina B;o, del
sirchemo (24) vy del factor Fgzo (25). Algunos organismos,

como los hemoflagelados, necesitan de una fuente exédgena de

hemo para sus hemoproteinas (26).

1.2.1.1 Riosintesis de ALA

El ALA se forma en la matriz mitocondrial por condensacion
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de una molécula de glicina con una de succinil-CoA, catalizada
por la enzima S—aminolevulinato sintetasa, L (ALA-S)
succinil-CoA:glicina C-succinil transferasa (descarboxilante);:
EC 2.3.1.37]1. Su presencia ha sido demostrada en una amplia
variedad de fuentes como bacterias, levaduras vy diferentes
tejidos de aves, insectos y mamiferos (27, 33).

La enzima requiere fosfato de piridoxal (PPL) como cofactor
y su mecanismo de reaccidn ha sido elucidado utilizando ALA-S
purificada de diferentes fuentes (34-36). E1 PPL se une a la
enzima Yy la glicina se condensa con el complejo enzima-FPFL
formando un carbanidn estable con remocién del hidrégeno
(configuracion R) del Atomo de carbono 2 del aminocacido. Se
produce entonces la condensaciédn con el carbonilo electrofilico
de 1la succinil-CoA y se forma el intermediario inestable
& —amino-B-cetoadipico, que se descarboxila espontaneamente para
dar ALA. Nuevamente se conserva en el producto final el
hidrégeno (configuracion S) de la glicina original.

La ALA-S ha sido 1localizada en la matriz mitocondrial de
hepatocitos de rata (37) vy si bien los valores de actividad
detectados son extremadamente 'bajos, la administracién de
drogas porfirindgenicas, en especial alilsopropilacetamida
(AIA) y 3,9 dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina (DDC) producen

un considerable aumento y acumulacién de la actividad de la

enzima en el citosol (38-43%). Este incremento puede ser
prevenido con cicloheximida y mitomicina C pero no con
cloranfenicol (38). Estos datos permitieron demostrar que tanto

la enzima mitocondrial como la citoplasmatica se sintetizan en
polirribosomas del citosol, representando esta Gltima umna forma
enzimAatica precursora en transito hacia la mitocondria, donde
funciona fisiolbgicamente.

Su purificacién y caracterizacidn resultd dificultosa
debido a que se encuentra en cantidades pequefilas, a su conocida
inestabilidad y a la propiedad de agregarse con ella misma o

con otras proteinas. Esto sumado a las variaciones en las
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condiciones experimentales utilizadas determind un amplio rango
de valores en los pesos moleculares informados para ambas
formas subcelulares, siendo generalmente mayores 1los de la
citoplasm&tica (41-44)., La enzima parcialmente purificada de
mitocondrias de higado de conejo, rata y cobayo exhiben valores
de Km en el rango S a 192 mM, 60 a 200 FM y 1 a loin para
glicina, succinil—-CoA y PPL respectivamente (41, 45-48).

La enzima citosdlica purificada en presencia de papaina, a
partir de tejido hep&tico de rata tratada con AIA mostré por
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) un PM minimo de 51.000 y de 110.000
por ultracentrifugacién en gradiente de sacarosaj; concluyéndose
que funciona como uwun homodimero (49). Yamamoto y col. (50)
informaron para la misma enzima inducida un valor de 77.000 y
para la mitocondrial 66.000. El1 andlisis de los clones de cDNA
de ALA-S eritoride obtenidos, permitieron predecir una proteina
de 54.804 Da de masa molecular (51).

El estudio de la estructura de 1la ALA-S hepé&tica de embrién
de pollo por microscopia electrénica permitid deducir que la
enzima consiste en dos subunidades idénticas vy curvadas,
asociadas en polaridades opuestas y de sus dimensiones se
e=stima una masa molecular relativa de 70 kDa (52). Nakakuki vy
col. (49) sugirieron la existencia de enzimas tisulares
diferentes en reticulocitos vy hepatocitos de rata, hipbtesis
que fue avalada por el comportamiento diferencial observado
para ambas en:zimas, de diferentes fuentes, frente a inductores
porfirinogénicos (S93) vy regulacién por hemo (54) y corroborada

por las caracteristicas diferenciales en tamafio molecular vy

propiedades cinéticas (S5, S56). Se propuso también, la
existencia de mRNAs diferentes en células hepaticas vy
eritroides de pollo, sugiriendo la existencia de genes
separados que producirian isoformas estructuralmente
relacionadas con diferentes PM (57). Esto fue confirmado por

Riddle Yy col. (91) quienes mediante 1la secuenciacibtn vy
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comparacién de los cDNAs completos para ambas proteinas
informaron que al menos dos genes diferentes codifican las dos
isoformas y que el producto del gen eritroide se expresa
exclusivamente en ese tipo de células, mientras que el del
hepAtico es ubicuo, sugiriendo su presencia en todos los
tejidos. Observaron adem&s que sondas de ambos cDNAs detectaban
perfiles de bandeo cromosomal Gnicos y no superpuestos, prueba
de que las dos isoenzimas se transcriben de "loci" gendmicos
separados. Las secuencias de aminoacidos deducidas para ambas
proteinas son muy similares en la zona intermedia vy
carboxi-terminal, pero muy poco en la zona amino terminal.
Bawden vy col. (39) ban clonado vy secuenciado el cDNA de 1la
enzima hepatica bhumana vy Bishop y col. (39) han localizado el
gen humano ubicuo de ALA-S en el cromosoma I y el gen
especifico eritroide en el cromosoma X.

La producciédn de ALA en mamiferos parece estar catalizada,
ademas, a través de una transaminaciédn irreversible, por otra
enzima, la L-alamina:4,5%-dioxovalerato transaminasa [ (DOVA-T);
EC 2.6.1.44]7. De esta forma el 4,5-dioxovalerato (DOVA) se
incorpora a las porfirinas y al hemo. Es una enzima localizada
en la matriz mitocondrial con subunidades de PM 146.000 y ha
sido estudiada en higado de cerdo, rata y raton (60-62). Igual
que la ALA-S, es inhibida por hemo "in vivo" e "in vitro" (63).
A pecar de que la capacidad de producir ALA en el higado parece
mucho mayor que la de la ALA-S su contribucidén fisiolbégica a
esta produccibn no se conoce, asi como no se ha establecido
fehacientemente 1la presencia del sustrato en mitocondrias de
mamiferos (62, 64).

Estudios "in vitro" han revelado que el Co2* puede
catalizar 1la formaciébn del ALA a partir de L—-alanina y DOVA,
mediante una reacciébn de transaminacién no—-enzimatica. La misma

puede ser inhibida por protoporfirina pero no por hemo (&3).
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1.2.1.2 Biosintesis de PRG

El ALA formado en la mitocondria se transporta al
citoplasma donde dos moléculas se condensan asimétricamente
para formar el pirrol PBG con liberacién de dos moléculas de
agua por accion de la S—aminolevulinato dehidrasa [(ALA-D);ALA-
hidrolasa; PBG-sintetasa; EC 4.2.1.2.4].

La enzima ha sido purificada de una gran variedad de
fuentes incluyendo bacterias, hongos, plantas, aves y mamiferos
(66-77).

Las ALA-D de diversas fuentes de mamiferos tienen PM entre
2%0.000 vy 285.000 y esté&n compuestos de ocho subunidades
idénticas de aproximadamente 39 kDa que conforman una
estructura cibica octamérica con simetria dihédrica Dg (78).

Entre las caracteristicas de esta enzima se hallan su
relativa termoestabilidad y marcada sensibilidad al oxigeno.
Esta propiedad est& asociada a la presencia de residuos de
cisteina de alta reactividad, que son requeridos para la
estabilidad vy actividad de la misma (79-81). Estos grupos
pueden ser mantenidos en su estado reducido por la presencia de
altas concentraciones de activadores tidlicos (B2). Se ha
sugerido que otros aminoacidos jugarian un importante rol en la
actividad de la enzima siendo 1los m&s significativos lisina
(8%) e histidina (84).

A diferencia de las dehidrasas bacterianas que exhiben

valores de pH optimo alcalinos, las de mamiferos presentan
valores en el rango 6,3 - 7,1 y requieren InZ+ para su maxima
actividad catalitica (85, 86). Al respecto, las ALA-D de
eucariotes han sido consideradas como =zinc-enzimas (86), &

diferencia de las de procariotes.

Jaffe vy col. (87) informaron que cuatro atomos de Zn<t
por octamero son requeridos para alcanzar una maxima activacion
de 1la apo—-ALA-D de higado bovino, por 1o tanto los cuatro

&tomos adicionales del metal que pueden unirse a la enzima no
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serian cataliticamente importantes.

Hasnain vy col. (88), mediante estudios de espectroscopia de
rayos X de ALA-D eritrocitaria humana, establecieron que cada
Atomo de Zn<%Y est4d coordinado a tres atomos de azufre Yy a un
cuarto &tomo que sugieren podria ser oxigeno o nitroégeno. De
este modo le asignarian al metal un rol estructural antes que
catalitico.

El mecanismo de accibn parece ser similar para las enzimas
de diferentes fuentes. Los estudios de Nandi y Shemin (83)
demostraron la formacion de una base de Schiff entre un residuo
lisina de 1la enzima Yy un grupo carbonilo de uwuna de las
moléculas de ALA, generando un carbanidn estable que participa
en una condensacion alddlica con la segunda molécula de ALA,
eliminandose uwna molécula de agua. Demostraron adem&s que la
primera molécula de ALA que se une a la enzima es la que da
origen al grupo propiénico del PBG, incorporando su nitrégeno
al anillo pirrdélico; la otra molécula de ALA, fuente de la
cadena acética del FPEBG, esta unida a la enzima no
covalentemente y retiene su grupo amino libre (89).

Estudios con atrapantes de bases de Schiff y de equilibrio
de unién entre 13Cc-ALA y la holoenzima bovina o la apoenzima
con Yy sin grupos sulfhidrilos modificados permitieron concluir
que la enzima posee cuatro sitios activos por octéamero, no
siendo necesarios grupos sulfihidrilos reducidos ni Zn<t para
que se forme la base de Shiff (90, 21).

La enzima tiene un alto grado de especificidad por su
sustrato y las proteinas purificadas de higado de mamiferos
exhiben valores de Km aparente de aproximadamente 4%10”% M
para ALA (67, 73, 85). Su vida media en higado de ratédon ha sido
estimada en aproximadamente 5-6 dias (92).

En la mayoria de los tejidos mamiferos la actividad de la
ALA-D presenta un nivel 100 veces mayor que el de la ALA-S. De
hecho, es probablemente 1la enzima cuya concentracibn esta en

mayor exceso comparada con las otras del camino biosinteético
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del hemo. Se observd una marcada inhibiciédn de su actividad por
el Fb2* (93) y analogos de sustrato como la succinilacetona
(94).

Los niveles de actividad de la ALA-D eritrocitaria en 1la
poblacion bhumana normal exxhiben un rango de variabilidad
interindividual de aproximadamente I a 4 veces, siendo el
control genético de esta enzima compatible con una herencia
autosomal codominante (993).

La actividad de 1la ALA-D muestra marcados cambios durante
el desarrollo animal. Es extremadamente alta en higado de feto
de raton (92, 96) y de cobayo (97)., decrece rapidamente durante
el periodo prenatal, e:xhibiendo el valor ma&s bajo en el momento
del nacimiento y alcanzando el del adulto,durante el primer mes

de vida (92). También en células eritroides cambia durante el

proceso de maduraciéon aumentando tempranamente durante 1la
diferenciacion celular y precediendo la aparicidn de Hb, para
disminuir con la maduraciéon del reticulocito. Asi, los

reticulocitos de raton exhiben 10 a 20 veces mayor actividad
que la que presentan los eritocitos (98).

El gen estructural de la ALA-D estAdA localizado en el
cromasoma 9 (99, 100).

Se han clonado Yy secuenciado los cDNAs de las ALA-D de
higado humanc (101) y de rata (102), vy a partir de sus
secuencias se han determinado las estructuras primarias de las
proteinas respectivas; ambas muestran un 887 de homologia

(103).

1.2.1.3 Biosintesis de URO'genoc 111

El URO’'geno 1IIl se sintetiza a partir de cuatro moléculas
de PBG por la acciotn concertada de dos enzimas citoplasmaticas:
la PEG-D y la URO'geno Ill-cosintetasa (URO-CoS).

La primera de ellas constituye el tema de esta tesis y ser&

tratada en detalle en 1la secciétn 1.3 por 1o que sOlo se
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desarrollaran las caracteristicas y mecanismos de accién de la
segunda enzima.

La existencia de 1la URO-CoS [URO'geno Ill-isdmeracsas
hidroximetilbilano hidroliasa (ciclizante); EC 4.2.1.7%5] fue
propuesta por FBogorad (104-106) quien demostrd que tanto la
URO-CoS como la PBG-D eran requeridas para la conversioén del
FBEG en URO'geno III. Durante las tres décadas siguientes, la
funcion precisa de ambas enzimas en el metabolismo y su
caracterizacién fue objeto de amplias investigaciones vy
debates, particularmente en lo referente al mecanismo
molecular, intermediarios involucrados en 1la formacion del
macrociclo vy su potencial interaccién en un complejo enzimatico
citosdélico (107, 108 y referencias citadas).

Actualmente se reconoce que la PBG-D forma un intermediario
tetrapirrolico lineal que en presencia de 1la URO-CoS se
convierte en URO ' geno III mediante un reordenamiento
intramolecular del ndcleo tetrapirrodlico D y el cierre del
anillo. En ausencia de la URO-CoS, el intermediario se cicla no
enzimaticamente formando URO°'geno I (108, 112).

La URO-CoS fue por primera vez separada de la PBG-D vy
parcialmente purificada en plantas superiores, a partir de
germen de trigo (106) vy en fuentes mamiferas a partir de
eritocitos humanos (113).

Tanto en eritrocitos humanos normales (113, 114) como en
bazo de ratéon (115) se ha encontrado un exceso de 1la
cosintetasa respecto de la deaminasa, lo gque asegura la
sintesis del intermediario fisioldgico. Aun en tejidos con
actividad de URO-CoS menor que la presente en tejidos
hematopoyeéticos, tales como cerebro, masculo, corazon, riffon,
higado vy pulmén de ratotn, la actividad de PEG-D es mucho menor
(116). La ardilla Sciurus niger es una especie que naturalmente
tiene una baja actividad de URO-CoS vy excreta grandes
cantidades de uroporfirina I (URO I) en orina (117).

La purificacién y caracterizacion de esta enzima se ha
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visto dificultada por su manifiesta sensibilidad al calor, lo
cual hace més dificil su aislamiento al estado puro y ademés
por su numero de recambio relativamente alto, que determina la
presencia de cantidades mmuy peqgqueflas de la proteina, aidn en
extractos crudos (118). Adem&s, 1la medicién de la actividad
enzimatica presenta dificul tades inherentes a los
procedimientos utilizados vy que se caracterizan en general por
ser ensayos largos, tediosos, de poca exactitud Y
reproduciblidad.

Los primeros ensayos, indirectos, se basaban en 1la
cuantificacion del consumo de PEG y/o la relacion de los
productos URO'geno III/URO'geno I posterior a la separacién de
los mismos como porfirinas esterificadas (116, 119, 120).
Posteriormente, 1la a&actividad de URO-CoS se pudo determinar
directamente, usando el "preuroporfirinégeno”" sintetizado
enzimaticamente (121, 122 o mediante el uso de
hidroximetilbilano (HME) obtenido por sintesis quimica (112,

23). Recientemente, la introduccién de métodos de
cromatografia liquida de alta presidtn para la separacibn de
isébmeros de URO sin derivatizacidon previa permitiéo el
desarrollo de ensayos m&s rapidos (124).

La enzima de fuentes mamiferas tiene un pH oGptimo en el
rango 7.4-7,8 Y valores de Km entre 5-20 uM, siendo
extremadamente sensible a 1la temperatura. Es estabilizada por
reactivos tidlicos, activada por iones Nat, k%, Mg<t vy
Cas* e inhibida por varios metales pesados como Zn2+,
Cul* y Cd2* (125, 126).

La enzima de germen de trigo exhibid un FM de 62.000 y un
pl de 6,1 a 6,7 (127) mientras que la purificada de higado de
rata mostro un valor de 42.000, Sin embargo, corridas
electroforéticas de esta ultima enzima, en condiciones no
desnaturalizantes, mostraron dos bandas con actividad
catalitica, 1lo que permitid sugerir 1la existencia de dos

isoformas (128). Smythe vy Williams (129) infarmaron, para la
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enzima de la misma fuente, la presencia de dos formas
interconvertibles de FM 36.000 y 20.000 obtenidas por tamizaje
molecular, pera exhibiendo ambas un valor de 28.%500 por
SDS—-FAGE.

La enzima de E. gracilis (127F) purificada a homogeneidad
mostré PM  diferentes: 38.300 por tamizaje molecular y 31.000
por SDS-PAGE, concluyéndose que se trata de una proteina
monomérica asimétrica.

Tsai vy col. (126) y Jordan vy col. (130) utilizando las
mismas tecnicas informaron PM idénticos para la enzima de
eritrocitos humanos y de E. coli (29.3%00-30.000).

lohashi Yy col. (128) presentaron evidencias de 1la
existencia de un cofactor que podria ser disociado de la enzima
de higado purificada, sugiriendo que el mismo es un pteroil
poliglutamato reducido y que adn en ausencia de URO-CoS, el
cofactor podia sintetizar URO’'geno 1II1 a partir de PEG y en
presencia de PBG-D. Sin embargo, en trabajos mas recientes
realizados con enzimas de E. gracilis (123), E. coli (130) e
higado de rata (129) no se pudo detectar la presencia del
mencionado cofactor.

La transformacion eficiente del HMB generado por la FBEG-D a
URO'genoc III por la URO-CoS ha llevado a sugerir que ambas
enzimas podrian estar fisicamente adyacentes (126), de hecho
varios investigadores han sugerido que conforman un complejo
proteico (114, 120 y 127).

Tsai vy col. (131) han clonado y secuenciado el cDNA de la
enzima de eritrocitos humanos, coincidiendo la secuencia de
aminoc&cidos deducida a partir del mismo, con la obtenida de la
enzima purificada. La enzima purificada a homogeneidad de una
recombinante de E. coli K12, sobreproductora de la proteina,
evidencidé propiedades similares a las de la enzima humanaj; sin
embargo, la comparacidon de la secuencia de amino&cidos de ambas

proteinas mostré baja homologia (132).
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I.2.1.4 Biosintesis de COPRO'geno III

El primer tetrapirrol funcional con ocho cadenas laterales
carboxi{icas, URO‘geno III, descarboxila secuencialmente sus
cuatro cadenas laterales acéticas por accién de la URO'geno
descarboxilasa L (URO-D);poarfirindgenc carboxiliasas EC
4.1.1.37].

Los cuatro isdmeros de URO'geno, asi como otros sintéticos
que posean sustituyentes acetatos son sustratos de la enzima
formandose 1los intermediarios con menor numeroc de carboxilos
(133-135).

La descarboxilacién enzim&tica de los URO'genos I y III fue
estudiada en preparaciones crudas de Chlorella (136),

reticulocitos de conejo (133), Rp. spheroides (137) Yy

eritrocitos de ave (138).

Los productos medidos: heptacarboxiporfirina,
coproporfirina Yy pequeffas cantidades de penta—- vy hexa-
carboxiporfirina sugirieron que la descarboxilacién  del

URC'geno seria un proceso que ocurriria en etapas. EBattle y
Grinstein (139), vy San Martin de Viale y Grinstein (140) 1lo
confirmaron demostrando que el heptacarboxiporfirindgeno 111 vy,
el hexacarboxziporfirinégeno 111 y pentacarboxiporfirindgeno II1I
respectivamente, son intermediarios naturales del camino
biosintético del hemo.

Los estudios cinéticos realizados con enzimas parcialmente
purificadas de diferentes fuentes han sugerido que la reaccidn
ocurre en dos etapas, una 1inicial y r&pida que involucra la
eliminacidén del primer carboxilo conduciendo a la formacién de
heptacarboxiporfirindgeno III seguida de una mas lenta que
comprende la remocitn de los restantes residuos carboxilos de
los acetatos, paso a paso, hasta COPRO’'geno III. A través de
estas investigaciones se postuldé 1l1la existencia de una dnica
proteina catalitica con m&s de un sitio activo (141-143F).

Los isédmeros de la serie IIIl muestran una mayor velocidad
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de transformacioén que sus correspondientes de 1la serie
isomérica I (134, 135).

El mecanismo de accién de 1la URO-D para el URO’'geno III fue
demostrado por Jackson vy col. (144). El mismo comprende la
eliminacibn secuencial de los carboxilos de cada anillo
pirrdlico, comenzando por el D y prosiguiendo luego segun el
sentido de las agqujas del reloj. Para el URO'genc 1 el
mecanismo de descarboxilacién =i bien es secuencial no parece
seguir una ruta especifica sino que es al azar (14%5).

De Verneuil vy col. (146) propusieron para eritrocitos
bhumanos, la existencia de una sola proteina catalitica con
cuatro sitios activos, ocurriendo en cada uno de ellos la
descarboxilaciéon de porfirindgenos (I o III) comn distinto
numero de carboxilos.

La enzima eritrocitaria humana purificada a homogeneidad
(147) mostrd ser un mondmeroc de 46 kDa y pl 4,6. Su ¥Km para
URO'geno III es 0,33 uM y para pentacarboxiporfirindgeno III
0,03 KM postulandose que contendria al menos dos sitios
activos. Su actividad, al iqgual que ocurre con la enzima de
otras fuentes, se inhibe por Cu2¥, Hg<* y Pt2*t siendo
sensible & 1la modificacidn de residuos sulfhidrilos vy se
sugiere que al menos uno de ellos estaria involucrado en el
proceso catalitico.

Straka Yy Kushner (148) purificaron a homogeneidad vy
caracterizaron la enzima proveniente de higado humano. Es una
proteina monomérica de PM §7.000 vy pl 4,6. Su actividad se
inhibidé por iones divalentes. Estos investigadores sugirieron
la presencia de dos sitios activos no interactuantes y una
acumulacién diferencial de intermediarios dependiente de la
relacion URO'genoc IIl/enzima.

Segun Kawanishi vy col. (149) la enzima proveniente de
eritrocitos de ave, purificada a homogeneidad, es una proteina
de PM 39.700 obtenido por SDS-FPAGE vy 79.000 por tamizaje

molecular por 1o que sugirieron que se trata de un dimero.
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Compraobaron también 1a inhibicién de la actividad enzimatica
por bifenilos policlorados.

Recientemente Elder y col. (150), utilizando técnicas
inmunologicas, demostraron que la actividad de URO-D en
eritrocitos humanos reside en una sola proteina. Su comparacién
con la de higado humano evidencid que ambas proteinas son muy
similares inmunolégicamente, pero no idénticas, pudiéndose
atribuir las diferencias halladas &a modificaciones post-
traduccionales debidas a proteblisis u oxidacidn de grupos
tioles.

Romeo vy caol. (1951, 132) clonaron varios cDNAs a partir del
mRNAs de URO-D aislado de bazo de rata, los que fueron usados
como sondas para aislar cDNA humano obtenido de mRNA de URO-D
aislado de bazo humano. Se dedujo la estructura primaria de la
proteina de rata y de la humana hallandose entre las mismas una
alta homologia (153).

El gen humanc de 1la URO-D se halla presente en una uGnica
copia, localizado en el cromasoma 1 en la banda p34 (154,1595).
El an&lisis de la expresion de este gen evidencid que los mRNAs
de diferentes tipos celulares son idénticos Yy que su
acumulaciéon  producida durante la diferenciacion eritropoyética

se deberia a uwuna activacidn transcripcional del gen tejido-

especifica (152).

[1.2.1.9 Biosintesis de PROTO'geno IX

La formacién del PROTO 'geno IX a partir de COPRO'geno III,
que atraviesa la membrana mitocondrial externa, involucra la
decscarboxilacidn oxidativa de dos de las cadenas laterales de
dcidos propidnicos en las posiciones 2 y 4 de los anillos A y B
para dar dos grupos vinilos. Esta reaccidn estd catalizada por
la enzima COPRO’ geno oxidasa [ (CPG—-0X) ;COPRO' geno
descarboxilasa oxidativa; EC 1.3.3.3].

La enzima ha sido purificada parcialmente a homogeneidad a
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partir de higado bovino (186, 1%7), de rata (158) y ratéon
(139).

En mamiferos es uwuna enzima mitocondrial que puede ser
facilmente solubilizada sin el uso de detergentes, no
encontrandose unida a membranas (158). Elder vy Evans (160)
demostraron que se halla localizada en el espacio intermembrana
de la mitocondria de higado de rata, sugiriendo la existencia
de una union débil con alguna de las superficies de la membrana
que limitan este espacio. Estos resultados son consistentes con
las observaciones de Grandchamp y col. (161) referentes a que
una fracciéon de la actividad enzimatica (24%) aparece asociada
con el complejo membrana interna - matriz mitocondrial,
sugiriendo una uniodn i1o6nica débil con la cara externa de la
membrana interna.

La reaccion catalizada por la CPG-0X requiere la presencia
de oxigeno, que actuaria como oxidante en la reacciéon y puede
usar isémeros de COPRO’'geno tipo III y IV, no actuando sobre
los de tipo I o II (136, 138, 162).

Los organismos que crecen en condiciones anaerobicas
estrictas utilizan otro sistema aceptor de electrones distinto
del oxigeno, probablemente S-adenosil metionionina (163, 164).

Para la enzima nativa de higado de rata vy bovino se
determinaron PM de 80.000 y 71.600 respectivamente. Se comprobé
que la enzima bovina es monomérica. En ambos casos no mostraron
requerimientos de cofactores o grupos prostéticos, siendo la
enzima bovina activada por fosfolipidos vy detergentes no
ibnicos (157, 198).

La enzima de levadura, localizada en el citosol de la
célula demostré ser un homodimero de 70 kDa y contener dos
dtomos de hierro por mol de enzima nativa. Se inhibe por
reactivos ti6dlicos, se activa por fosfolipidos vy wutiliza
oxigeno como aceptor (163).

La CPG-0X purificada de higado de ratdn tiene una masa

molecular minima de 35.000, confirmada por caracterizacién



29

inmunolégica, mientras que la proteina nativa parece ser un
dimero de 70 kDa. Estas caracteristicas la asemejan mucho mas a
la enzima de levadura aunque ambas difieren en su composiciédn
aminoacidica (159, 16%).

El mecanismo de la reaccidn que conduce a la formacién de
PROTO'genao IX implica una descarboxilacidn que ocurre sélamente
a través de 1la pérdida estereoespecifica de uno de los atomos
de hidrdégeno 3 de la cadena propidnica (166).

Yoshinaga vy Sano (167) mediante la utilizacion de sustratos
sintéticos sugirieron 1la formacidn de 1los grupos vinilos a
partir de intermediarios f-hidroxipropionatos, ocurriendo la
transformacioén de la cadena lateral de 1la posicién 2 més
rapidamente que 1la de la posiciotn 4. Este mecanismo secuencial
corrobord 1los resultados inicialmente obtenidos por Sano vy
Granick (1%6) quienes informaron por primera vez la presencia
de un intermedirio tripropionatomonovinilporfirinégeno, que
posteriormente se aisld de la glandula de Harder de rata (168,
169), identificado como 2-vinil-4-propionato-deuteroporfirina
IX Yy denominado harderoporfirina IX (169). Utilizando
harderoporfirinégeno e isoharderporfirindgeno sintetizados
quimicamente Y diferentes fuentes enzimaticas, diversos
investigadores confirmaron que el &cido propidnico de la
posiciébn 2 se convierte en vinilo antes que el de la posicibn 4
(170-172).

Fara 1la enzima hep&tica bovina se sugirid que al menos un
residuo tirosina estaria involucrado en el sitio activo,
participando presumiblemente en la reaccién inicial de
oxidacion (157).

La localizaciétn del gen humano de esta enzima se ha

establecido en el cromosoma 2 (173).

1.2.1.6 Biosintesis de FPROTO IX

El FROTO'geno IX se oxida a PROTO IX perdiendo seis atomos



30

de hidrédgeno por accién de la PROTO'geno IX oxidasa [(FBG-0X)g;

PROTO 'geno IX:oxigeno oxidoreductasa; EC 1.3.3.4], oxidacion
que también puede ocurrir no enzimdticamente a velocidad
apreciable.

Esta actividad enzimatica fue inicialmente sugerida por las
experiencias de Sano Y Granick (156) vy posteriormente
identificada en levadura (174), higado de rata (175) vy
fibroblastaos, linfocitos vy leucocitos humanos (176-178) siendo
atribuida a una proteina mitocondrial.

El grupo de Jackson (179, 180) demostrd que el proceso
llevado a cabo por 1la enzima es estereoespecifico, teniendo
lugar de un solo lado del anillo tetrapirrdlico. Se ha sugerido
adem&s, que de los cuatro hidrdgenos en posiciones meso que se
eliminan durante la reaccion, tres de ellos lo harian como
hidruros y el restante como protomn (181).

La enzima tanto de levadura como de mamiferos es
dependiente de oaxigenoc molecular (174, 173, 182) y tiene una
gran especificidad de sustrato (182).

En condiciones de anaerobiosis, Jacobs vy Jacobs (184)
describieron para procariotes otros compuestos que pueden
funcionar como aceptores alternativos de electrones tales como
fumarato o nitrato. En estos casos las reacciones de
Oxido-reducciétn estan acopladas a traveés de intermediarios de
la cadena de transporte de electrones (18%5).

Klemm y Barton (186) postularon que en Desul fovibrio gigas,

un anaerobio estricto, la enzima tendria actividad de
deshidrogenasa en lugar de oxidasa.

En levaduras la enzima se sintetiza en mitocondrias a
diferencia de 1lo que ocurre en mamiferos donde se demostré que
su sintesis no ocurre en esas organelas (187, 188).

En mamiferos 1la enzima estad localizada en la membrana
interna mitocondrial anclada en la bicapa lipidica, teniendo el
sustrato igual acceso al sitio activo desde ambos lades de la

membrana (189).
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Se ha informado una variedald de PM para las enzimas de
diferentes fuentes, dJdeterminandose valores de 3%, 32, 57 y 68
kDa para 1las hepaticas de rata (17%5), humana (190), bovina
(191) y de raton (192) respectivamente; mientras que en
organismos inferiores, valores de 180 y 148 kDa se informaron

para la de §S. cereviciae (174) y la de Desulfovibrio gigas

(193), sugiriéndose en este Gltimo caso, 1la presencia de
subunidades de distintos tamafos.

La enzima hepatica humana medida en mitocondrias
homogeneizadas Yy en presencia de detergente reveld una
actividad especifica de 8,37 nmoles de PROTO IX/h.mg de
proteinas y una inhibicién por csustrato a partir de ZO‘HM.
Ademas, algunas metaloporfirinas produjeron efectos
inhibitorios (190).

La PFG-0X de mitocondria hepa&tica de ratén purificada a
homogeneidad es una proteina monomérica de 6% kDa que no
presenta evidencias de poseer un cofactor cromofdérico, ni
activarse o inhibirse por cationes divalentes o reactivos
sulfhidrilicos (192).

Siepker vy col. (191) informaron, para la enzima de higado
bovino purificada a homogeneidad, la presencia de un cromoforo
fuertemente unido a la misma que identificaron comao FAD,
sugiriendo que ello explicaria cémo ocurre la transferencia de
electrones al oxigeno molecular durante la oxidacidn. Ademas
informaron la existencia de epitopes comunes entre la PPG-0X vy
la ferroquelatasa proponiendo la existencia de un gen ancestral

comiin para ambas enzimas.
1.2.1.7 Biosintesis de protohemo

La insercion de Fe2* en la PROTO I1X, catalizada por 1la
ferroquelatasa [ (FqQ):hemo sintetasa; protohemoc ferroliasa; EC
4.99.1.1] , lleva a la sintesis de protohemo con liberaci6n de

dos protones. Aunque esta reaccidn puede ocurrir en ausencia de
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la enzima (194, 1993), la actividad de la misma ha sido
identificada en multiples especies vy tejidos de organismos
procariotes y eucariotes (192-203F).

La enzima est&d asociada a 1la membrana plasm&tica en
procariotes (202, 204) y a la membrana interna mitocondrial en
eucariotes (205, 206). Ha sido ampliamente estudiada en cuanto
a su mecanismo cinético, su inhibicidn por N-alquilporfirinas vy
su especificidad por el sustrato i6bn met&lico y la porfirina,
siendo para ello purificada a homogeneidad a partir de varias
fuentes (204, 207-212).

Porfirinas dicarboxilicas como deuteroporfirina Y
mesoporfirina pueden actuar como sustratos de la enzima "in
vitro" (208-210, 213) y metales como Co<* y Zn2% pueden ser
incorporados eficientemente por la misma (205, 212). Tephly vy
col. (214) vy De Matteis y col. (213) informaron que productos
de la metabolizacidn de Ciertas drogas actuaban como
inhibidores de la enzima "in vitro". Estos fueron identificados
como N- metilprotoporfirina, comprobandose que el compuesto
inhibia competitivamente, respecto de la porfirina, a la enzima
hepatica bovina (216).

Dailey vy Fleming (210) propusieron para la Fq de higado
bovino un mecanismo cinético secuencial ERi-Bi en el que la
unién del Fe2%t opcurriria antes que la de la porfirina, y la
liberaci6tn del producto hemo seria anterior a 1la de los
protones. Camadro vy col. (212) propusieron para la enzima de
higado humano un mecanismo Bi-Ei al azar.

Varios investigadores han propuesto que grupos sulfhidrilos
son esenciales para la actividad catalitica (207, 217). Se
postuld que el Fe<* se uniria al sitio activo de la enzima
bovina a través de dos grupos sulfhidrilos vecinales y que la
presencia de al menos una arginina en el mismo jugaria un rol
importante en 1la orientacién apropiada de la porfirina en el
sitio activo catalitico de 1la Fq (218, 219).

Se ha propuesto un modelo molecular para el sitio activo de
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la enzima hepatica bovina, describiéndolo como un
"bolsillo"hidrofédbico parecido al que se encuentra en las
globinas y citocromos (219, 220).

Todas 1las Fq purificadas de vertebrados exhibieron PM
cercanos a 40.000. Taketani vy Tokunaga (207, 209) informaron
para las enzimas nativas de higado de rata y bovino valores de
PM cercanos a 200,000 vy a 40.000 por SDS-PAGE. Si bien ello
sugeriria la naturaleza oligomérica de la Fq, esta discrepancia
podria explicarse por 1la tendencia de 1la enzima a formar
agregados (221).

La enzima de higado bovino ha sido localizada en 1la
membrana interna de 1a mitocondria, siendo descripta como una
proteina intrinseca con su sitio activo orientado hacia 1la
matriz mitocondrial (222). La actividad de 1la proteina
solubilizada es influenciada en mayor o menor grado por la
presencia de lipidos o &cidos grasos (207, 210, 211, 223).

Los estudios realizados sobre la sintesis de la Fq de S.
cereviciae (212) vy de ratén (224) "in wvitro" e "in vivo"
indicaron en ambos casos que al igual que otras proteinas
mitocondriales se sintetiza en citoplasma como un precursor de

mayor PM siendo luego transferida y procesada para convertirse

en la proteina madura.

I.2.2 REGULACION DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO

La capacidad de las células mamiferas para sintetizar y
utilizar hemo es fundamental para la vida y se avan:za
continuamente en el conocimiento de los mecanismos involucrados
en el mantenimiento de sus concentraciones finamente
controladas en los diferentes compartimientos subcelulares.

La expresion cuantitativa y la regulacion de su produccibn
en animales superiores difiere en 1los distintos tejidos. En
estos aspectos, el tejido hepatico y el eritroide han sido los

m&s investigados debido a que producen la mayor parte del hemo
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requerido por el organismo. Normalmente, el higado humano
adulto sintetiza alrededor del 134 del hemo corporal total
(225) siendo destinado en mayor proporcion a la formaciébn de
citocromo P-430 y minoritariamente a otras hemoproteinas
esenciales como citocromos, catalasa, peroxidasa, etc. El hemo
restante es sintetizado en 1las células eritoides de médula
6sea, respondiendo de ese modo a la necesidad de sintesis de Hb

que requiere el organismo.

1.2.2.1 Regulacidon en células hepéticas

La velocidad de sintesis del hemo en el higado esté
primariamente controlada por la actividad de la ALA-S, primera
enzima de la via, que ha sido identificada como la de velocidad
limitante (226-228). Su vida media es extremadamente corta vy el
Km para uwuno de sus sustratos, la glicina, se halla en el orden
de S5-19 mM (229). Asi, ambas caracteristicas, el tiempo de
recambio y la disponibilidad de sustrato contribuirian a su
identificacibn como enzima limitante de un camino caracterizado
por reacciones termodin&micamente favorecidas en la direccion
de sintesis vy la casi no existencia de rutas alternativas para
la metabolizaciétn de 1los intermediarios. Su localizacién es
mitocondrial, asi como 1o son el sustrato succinil-CoA y la
formacién del producto final, hemo.

Se acepta que el hemo, mediante mecanismos de
retroalimentacion negativa, actuaa sobre la ALA-S,
autorregulando su propia sintesis en el higado de aves (227,
228) y de mamiferos adultos (226, 230).

El trabajo pionero de Granick (227) demostrd que la ALA-S
hepatica de embriones de pollo se induce por una serie de
drogas porfirinogeénicas vy que este efecto puede prevenirse por
la administraciéon simultanea del producto final de la via:
protohemo. Asi, se postuld que el hemo reprimia la

transcripcion y que las drogas competian directamente por una

2>
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proteina (aporrepresora) que controlaria la sintesis a nivel
génico.

Investigaciones mas detalladas <cobre el mecanismao de
induccidn de tan variados agentes porfirinogénicos -—-que

incluyen esteroides, numerosas drogas de uso terapéutico y
compuestos quimicos—- se encaminaron a explorar una hipétesis
alternativa: que estos actuaran indirectamente disminuyendo el
nivel de hemo (225, 229). Srivastava y col. (231) demostraron
que la 1induccidn por drogas seria una consecuencia secundaria
provocada por la disminucién del nivel del hemo.

Actualmente, se asume la existencia de un "pool"
intracelular de hemo libre regulatorio, el que seria alimentado
tanto por fuentes exdgenas como enddgenas. Aunque han sido
obtenidas evidencias indirectas de su existencia (228,
232-234), su identidad vy localizacidn precisa no han sido aun
claramente definidas.

Las evidencias presentadas hasta ahora demostrarian que el
mecanismo por el que el hemo ejerce su control sobre la ALA-S
hepatica involucra la represidon de la sintesis de su mRNA y que
drogas y “enobidticos que inducen a la enzima lo hacen
estimulando la transcripcion y aumentando la cantidad de su
mensajero (235-238). Este dltimo efecto seria el resultado de
la potencialidad de los 1inductores para disminuir el "pool"
hémico regulatorio por uno o mas de los siquientes mecanismos
(239): a) aumento de la destruccién del hemo, b) inhibicibn de
pasos enzim&ticos de la biosintesis del hemo y c) incremento de
la velocidad de combinaciétn del hemo con apoproteinas para la
sintesis o reconstitucién de hemoproteinas. Aunque los tres

mecanismos conducen & una estimulacion de la sintesis de ALA-S,

de variable intensidad, vy también a cierta acumulacién de los
intermediarios del camino, solamente en el caso b) esa
acumulacion resulta particularmente remarcable para el

intermediario gque precede al bloqueo enzimatico, como ocurre en

las porfirias experimentales producidas por drogas como
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hexaclorobenceno, griseofulvina, etc.

Otro camino por el cual el hemo controla la cantidad de
ALA-S cataliticamente activa., resulta de su efecto inhibitorio
sobre el transporte de 1la proteina sintetizada en el citosol
hasta 1la mitocondria. Hayashi y col. (240) comprobaron gque la
administracién de hemina a ratas tratadas con AIA causaba una
acumulacion en la fraccion citosédlica de ALA-S hepatica
proveniente del mensajero preexistente.

El estudio de la reqgulacidén por hemo de la sintesis de
ALA-S a nivel traduccional ha arrojado resultados conflictivos.
Whiting (241) observé que concentraciones de hemo hasta 10 FM
no afectaban 1la sintesis de la enzima, en experimentos de
elongacién realizados con polisomas y la fraccién sobrenadante
post— mitocondrial de higado de embritn de pollo. Yamamoto y
col. (242) informaron que concentraciones mayores de 20 FM
inhibian su sintesis a nivel del paso de elongacién cuando se
utilizaba un sistema heter6logo de polisomas de higado de rata
y lisado de reticulocitos de conejo. Sin embargao, experimentos
similares realizados por otros investigadores (243) utilizando
sistemas de traduccion no homblogos, mostraron que el hemo no
ejercia ningun efecto adn a concentraciones de 100 FM. A pesar
de que se desconoce la razéon de los resultados no concordantes,
estos autores han sugerido que la utilizaciédn de sistemas
heter6logos de traduccion puede no reflejar la situacibn real
que ocurre en la célula.

Por otra parte, no se ha estudiado el efecto del hemo a
nivel de la etapa de iniciacién de la traduccion. E1 hemo no
parece inhibir directamente 1la actividad de ALA-S cuando se
estudid su efecto sobre la enzima purificada o de mitocondrias
intactas proveninte de higado de embridén de pollo (244, 245).

De este modo, el nivel de hemo intracelular "in situ", cuya
concentracién en higado de rata en condiciones normales se
supone del orden de 30-100 nM (246), es considerado como el

mediador final de su propia sintesis a través de sus efectos
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sobre la producciétn y el trancporte de la ALA-S.

La concentraciéon del "pool" regulador est& determinada
Aademas por su utilizaciétn, destinada a mantener los niveles de
hemoproteinas hepaticas mayoritarias vy por la hemo oxigenasa,
enzima de velocidad regulante de su catabolismo que se induce
por su propio sustrato, el hemo. BRadawy vy col. (21, 247)
demostraron gque una hemoproteina minoritaria citosélica, la
triptofano pirrolasa, puede ser utilizada como un marcador
sumamente sensible &a los cambios de concentracién del hemo
intracelular libre, en virtud de su grado variable de
saturabilidad por el mismo. Esta proteina jugaria asi, un rol
importante en el control de su disponibilidad.

Este "pool" es también afectado por el hemo exédgeno que
ingresa al hepatocito vy por el pasaje del endbébgeno desde su
sitio de sintesis a otros compartimientos a través de la

membrana mitocondrial y/o de otras organelas o de células

blanco. Estos procesos de traslocacidtn no constituyen un
mecanismo de simple difusién sino uwuno m&s complejo, que
requiere la participacion de miltiples proteinas intra vy

extracelulares (246).

Cabe destacar que ademids de la ALA-S, otras enzimas ocupan
un lugar destacable en el control de la biosintesis del hemo.
En pacientes con porfirias hep&aticas inducibles se considera a
la PBG-D como un segundo control de la via biosintética del
hemo, ya que en situaciones en las que la ALA-S est&
desreprimida, la actividad de 1la PBG-D pasa a ser la enzima de
velocidad limitante. Asi, tanto en PAI como en variegata y
coproporfiria hepatica, se acumulan los precursores ALA y PBG,
reflejo del bloqueo y control que ejerce dicha enzima. Estas
situaciones pueden controlarse y normalizarse mediante la
administracidén del hemo, en forma de hematina
(hidroxiferriprotoporfirina) constituyendo esta practica una de
las terapias que con mayéor éxito se han aplicado para el

tratamiento de este tipo de porfirias (248).
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Otra enzima que ejerceria un rol regulatorio a nivel de la
sintesis del hemo hepAtico es 1a PBG-oxigenasa ([(PBG-0); EC
4.2.1.247 que cataliza la oxidacién del PBG a 2-hidroxi-5-oxo
porfobilindgeno (249), metabolito que no se convierte en
porfirina. Se ha encontrado que esta enzima se induce en higado

de rata por sustrato mas fenobarbital, asi como por esteroides

(250, 251).

I1.2.2.2 Requlacidon en células eritorides

En tejido eritroide, el control de la biosintesis del hemo
est4d menos definido, pero parece ser diferente al hepatico. Una
de las razones primarias que explicarian la diversidad sefialada
recaerfia en 1los diferentes requerimientos de hemo de ambos
tejidos y la funcidn diferente que éste cumple en los mismos.
Otra estarta referida al hecho que en el higado adulto la
multiplicaciédn o divisidn celular ocurre minimamente, mientras
gue en el tejido eritroide los eventos de diferenciacion y
proliferacioén, y los de maduracién vy sintesis de Hb en
eritroblastos se suceden continuamente. Asi, el higado fetal de
rata, gue es primordialmente eritroide, exhibe una alta
actividad de ALA-S no inducible y no reprimible por hemo (252).
Otros trabajos bhan mostrado que las ALA-S hepa&atica y eritoride
exhiben diferente respuesta a la hipoxia, policitemia,
eritropoyetina vy dreogas porfirinogénicas (253). Ademas, la
actividad de 1la ALA-S no es limitante para la formacién de Hb
en células eritorides de higado fetal de ratén (253)

En cultivos de médula Osea de rata tratados con
eritropoyetina 1la actividad de PBG-D se incrementa hasta 3,5
veces, correlacionandose temporalmente con 1la sintesis del
hemo. Este aumento se debe probablemente a la sintesis "de
novo" de la proteina, mientras que los valores de actividad de
ALA-S, DOVA-T, ALA-D y Fg no se afectan en forma significativa.

Estudios "in vivo" en cultivos de médula ésea con niveles bajos
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o altos de eritropoyetina exhiben actividades de PBG-D
inferiores o superiores al valor normal respectivamente (2%54).
Frydman vy col. (23%9) informaron que en médula 6sea de ratas
hipéxicas, las actividades de PHEG-D y PBG-0 mostraron cambios
temporales inversos, sugiriendo que la relacidn de ambas podria
ser un punto de control de 1la biosintesis del hemo en este
tejido.

Los experimentos realizados con celulas eritroleucémicas de
raton transformadas con virus Friend han aportado datos
significativos al estudio de la regulaciéon de la sintesis del

hemo durante la diferenciacién eritoride (2%4). Cuando éstas

células son inducidas a diferenciarse en presencia de
dimetilsulféxido, la concentracidn de hemo aumenta
aproximadamente 350 veces. Este aumento es el resultado de una

inducciétn secuencial de las enzimas del camino biosintético,
siendo el aumento de la Fq coincidente con el de la formacidén
de hemo. Estos resultados llevaron a Sassa y col. (234,256) a
proponer a la Fq como 1la enzima de velocidad limitante en
tejido eritroide. También se informd que durante 1la
diferenciacion de células normales de médula dbsea humana
tratadas con eritropoyetina, se aprecia un aumento temprano de
la actividad de PBG-D (2537). Estas evidencias permitieron
sugerir que la induccidn temprana de ciertas enzimas responde a
la activacién de un reloj bioldgico, tal como una serie de
genes temporales programadores de la funcionalidad de genes
estructurales durante la diferenciacidn celular (258).

Granick vy Sassa (259) observaron que la adicion de hemina a
cultivos de células Friend incrementaba la sintesis del hemo
incluyendo la actividad de ALA-S. Sin embargo Beaumont y col.
(260) hallaron que en estas células inducidas con
dimetilsulféxido y tratadas con succinilacetona, la actividad
de ALA-S se incrementaba notablemente, siendao este aumento
prevenido por hemo. Se sugirié asi, que la ALA-S eritroide

estaria regqulada por el hemo.
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Resultados diferentes se informaron cuando se utilizaron
reticulocitos de conejo (261-263) ya que en estos sistemas, el
hemo inhibe primariamente la incorporaciédn del hierro, provisto
por la transferrina, al macrociclo. Por el contrario, este
mecanismo no opera normalmente en ceélulas eritopoyéticas
inmaduras de humanos, en las que la biosintesis estaria sujeta
a una regulacién por retroalimentacidn negativa a nivel de la
formacion de ALA, no habiéndose establecido claramente el
mecanismo y el punto de control (263).

La actividad reducida de ALA-S observada en médula Osea de
pacientes anémicos por deficiencia de hierro sugiere que la
expresion de la enzima durante 1la diferenciacion estaria

relacionada o regulada por la disponibilidad de hierro (264).

1.2.5 BIODEGRADACION DEL HEMO

La ruta de degradacién del hemo mas importante en todas las
células estudiadas involucra la pérdida del atomo de hierro, la
eliminacidén del carbono que conforma el puente o« metinico con
fijaciébn de un &tomo de oxigeno y su liberacién como monbxido
de carbonog la incorporacion de dos &tomos adicionales de
oxigeno en los anillos A y B del tetrapirrol y generaciébn de
una estructura bilénica denominada biliverdina IX « (265, 266)
(Fig.95).

Este bilatrieno se reduce quimica o enzim&ticamente en el
puente metinico central, utilizando a&agentes reductores como
donores de los electrones involucrados en el proceso. El
biladieno fisiolégico asi formado constituye el pigmento
lipofilico conocido commo bilirrubina IX & + Sus dos grupos
propionatos son esterificados por una glucuronil transferasa
hepatica microsomal para dar mono- Yy di-glucor6nidos de
bilirrubina solubles. Este proceso utiliza UDP-glucuronato como
co-sustrato. Esta conjugacidn permite su secrecién a la bilis vy

su eliminacidon casi cuantitativa como compuestos
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tetrapirrédlicos mas reducidos denominados genericamente

pigmentos biliares (2&67).

Y
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F16.5: CAMING OE LA BIODEGRADACION DEL HEMO.

M, metilo; V, vinilo; P, propionato. Bilirrubina-ixa

En  humanos, el hemo proveniente de 1la hemoglobina de
eritrocitos senescentes es la fuente m&s importante de
bilirrubina vy es responsable del 75 al 85% de su produccidén
diaria. Aparte del eritron todas las células contienen
cantidades variadas de hemoproteinas, muchas de las cuales
recambian tan lentamente o estan presentes en tan pequeflas

cantidades que su contribucibn a la producciéon de bilirrubina
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es despreciable. La notable excepcion involucra a hemoproteinas
(particularmente tipo b) intrinsecas del higado, que son
responsables del 20% restante. De todas las hemoproteinas
presentes el cit F-430 es el principal contribuyente, hecha que
refleja su alta concentracidn en este tejido y su vida media
relativamente corta. Aproximadamente, el 70% del hemo total

sintetizado en el higado es usado para generar cit F-450 (267).
1.2.3.1 Biodegradacioén a biliverdina

La oxidacién acoplada del hemo y un agente reductor, por el
oxigeno, puede ocurrir por cat&lisis enzim&tica o quimica. En
el primer caso, el clivaje regio-selectivo en el borde m&as
lipofilico del macrociclo, la extensidn del C meso & vy su
oxidaciéon con pérdida del metal son 1llevadas & cabo por el
sistema microsomal hemo oxrigenasa ((HO) hemo:NADPH:ox1igeno
oxidoreductasa; EC 1.14.99.3)) (265, 266, 268). Todas estas
transformaciones dan como producto especifico el isbmero de
la biliverdina, un tetrapirrol abierto de conformacién
helicoidal. En el segqundo, se obtienen los cuatro isébmeros
posibles de bilirrubina (« , B,%¥, v § ) indicando un ataque
oxidativo al azar, de los cuatro puentes meso del macrociclo
(269). Por otra parte, el hemo puede ser degradado por especies
activas de oxigeno, & otros pigmentos no bilénicos. Sin
embarqgo, la HO es el sistema degradante m&s eficiente. La mayor
actividad se encuentra en el bazo y es alta en Organos ricos en
células del reticulo endotelial.

La enzima est& presente en higado, rifitbn y otros tejidos en
niveles muy bajos pero puede elevarse por accidon de diversos
inductores (270).

La HO ha sido aislada vy posteriormente purificada hasta
aparente homogeneidad de higado de rata (271, 272) de bazo de
cerdo vy bovino (272, 274) vy de testiculo de rata (275). En

todos los casos evidencia ser una proteina monomérica,
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localizada en fraccion del reticulo endoplasmatico liso y de
aproximadamente 3I2.000 Da. A partir del cDNA clonado de bazo
(276) se dedujo la estructura primaria de la enzima de rata,
estando constituida por 289 aminocacidos. Recientemente, se
demostrd que la proteina humana contiene 288 amino&cidos (277).
Ambas proteinas exhiben un segmento rico en amino&acidos
hidrofébicos cercanos & su carboxilo terminal, secuencia que
permite su integracion en las membranas del reticulo
endoplasmatico, siendo este mecanismo post-traduccional y de
insercién espontanea (278).

Con técnicas mas refinadas, el grupo de Maines (279 y
referencias citadas) logré demostrar 1la existencia de dos
isoformas de HO en higado, testiculo, bazo y cerebro de rata,
las que diferian en PM, movilidad electroforética, sensibilidad
a la temperatura, ¥Km, antigenicidad y respuesta a inductores.
Estos hallazgos 1le permitieron proponer que estas formas, HO-1
Yy HO-2, son 1isoenzimas que representan los productos de
transcripcién de dos genes diferentes, siendo la expresion de
los mismos independiente de la fuente del tejido. La abundancia
relativa de las dos isoformas difiere en los distintos tejidos.
En condiciones normales, la HO-2 constituye la forma
predominante de la proteina en el higado (2:1), es mds sensible
al calor y no se ve afectada por inductores; mientras que la
HO-1 es sensible a miltiples efectores, entre ellos su propio
sustrato que la induce significativamente, es cataliticamente
m&s reactiva y no contiene cisteina (279).

La acciéotn de 1a HG, localizada mayoritariamente en la

membrana del reticuloc endoplésmico 1liso, requiere NADPH,
oxigeno molecular, la actividad concer tada de la
NADPH-citocromo P-450 reductasa microsomal, asi como 1la

presencia de un Atomo de hierro central en la metaloporfirina
para que ésta se comporte como un sustrato efective (270). E1
hemo libre o sus complejos en los cuales se encuentra

débilmente unido a apoproteinas son los sustratos preferidos,
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mientras que si la uniéon es fuerte, su capacidad de comportarse
como tal es nula o se ve muy restringida (267, 270, 279). Las
protoporfirinas queladas con A&tomos de Sn, Co, Zn o Mn actian
como inhibidores competitives (274).

Tomaro Yy col. (280) estudiaron lo requerimientos
estructurales de los sustratos, utilizando un amplio espectro
de hemos sintéticos con modificaciones en las cadenas B de los
pirroles. Demaostraron que la especificidad de sustrato esta
restringida a hemos que posean dos cadenas propionatos
vecinales en las posiciones & y 7 correspondiéndose con el lado
hidrofilico del macrociclo, mientras que los sustituyentes en
los pirreles A y B jugarian un‘éol menor .

Por analogia de la union del protohemo en las
hemoproteinas, ubic&ndose en zonas selectivas o "bolsillos” de
las apoproteinas, es probable que el hemo en su interacciébn con
la HO se vea orientado de manera que el puente metino« se
sitite dentro del sitio active, con 1los anillos C y D y sus
cadenas hidrofilicas de los propionatos expuestas hacia el
medio hidrofilico, favoreciendo asi el clivaje
regio~-selectiva. La HO 1localizada en la membrana microsomal
forma con su sustrato una hemoproteina transiente que
interacciona con una flavoproteina NADFH-cit P-450 reductasa
intrinseca y acepta 1los equivalentes de reducciéon del NADPH
para asegurar el estado reducido esencial del sustrato (Felt)
y para la activacién intramolecular del 0o que permita el
atagque sobre la posiciéon & (281, 282). Este proceso parece
involucrar la formacién de al menos tres intermediarios con
tres etapas diferenciales no muy bien conocidas (Fig.6). El
producto de la primera reaccion oxidativa seria el
X hidroxi-(xoxi-dprotohemo. Las secuencias quimicas desde este
intermediario hasta la biliverdina no estan suficientemente
aclaradas, pero se sugiere que seguiria la conversidén oxidativa
del hidroxihemo a un intermediario no bien caracteri:zado que

presenta uwna absorciétn maxima a 688 nm, con liberaciéon del C
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meso o de la porfirina como CO. Finalmente, la oxidacién de
esta sustancia a un complejo Fe-biliverdina que espont&neamente
se convierte en biliverdina IX <& por liberacién del hiertro

(281, 282). Itano e Hirota (283%) han sugerido que la sustancia

intermedia es verdohemo.

1
<
[ 4
v Y

citocromo ¢

(R450) reductasa
HEMO OXIGENASA |

688 nm
sustancia

4

FIG.b: SECUENCIA POSTULADA PARA EL MECANISMO DE REACCION DE LA HEMO OXIGENASA.

1. hemo; 2. hidroxiheso; 3.« oxihemo; 4. sustancia 668 na (estructura descomocidal; J. verdohean; 6. coaplejo
hierro-biliverdina; 7. biliverdina; M, metilo; V, vinilo; P, propiopato.

Como 1lo ha sefialado Kikuchi y Yoshida (281) el proceso como

un todo, comprende una serie de oxidaciones autocataliticas con
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intervencion de una Gnica enzima, la HO, con intermediarios de
reaccion que actuan como cofactores.

Es interesante destacar que se ha caracterizado un sistema
degradativo del hemo, localizado en la membranma interna de las
mitocondrias, asociado con el complejo I respiratorio, la NADH-

ubiquinona oxidoreductasa para la transferencia de electrones
(284).

I1.2.3.2 Biodegradaciotn a bilirrubina

Mientras que en pajaros, reptiles y anfibios la biliverdina
no sufre uwna degradacidtn posterior y se excreta como tal, en
mamiferos se reduce y se conjuga para ser secretada a la bilis

como bilirrubina conjugada (282).

La transformacién del bilatrieno, biliverdina IX& , a un
biladieno, bilirrubina IXX , es llevada a cabo por una enzima
citosoblica presente en exceso, la biliverdina reductasa

(bilirrubina NAD(F)* oxidoreductasa; EC 1.3.1.24] (268, 285).
La reducciétn del puente metilénico central del tetrapirrol
puede ser catalizada también por diversos agentes quimicos
(286).

La enzima exhibe dos pH optimos distintivos a valores 7,0 y
8.7 con preferencia también selectiva por su cofactor dador de
electrones, NADH a pH 7,0 vy NADPH a pH 8,2 (279). Su
especificidad de sustrato es amplia, s6lo restringida a la
presencia de al menos dos residuos propidnicos gque pueden o no
ser vecinales (286). Es inhibida por su producto y sensible a
reactivos sulfhidrilicos. La proteina ha sido aislada vy
purificada de diversos tejidos animales (282) y purificada a
homogeneidad de higado de rata (28%). Puede ser obtenida en dos
formas moleculares que difieren en sus cinéticas, PM, presencia
de residuos cisteina, etc. Una de ellas, forma i, de PM 35.000
Yy que contiene 3 residuos de cisteina, exhibe una alta

velocidad de reducciéon para el sustrato fisiolédgico (isdmero «)
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y uwuna baja velocidad para la bilirrubina IX B (Apertura en C
meso B); mientras que la forma 2, presenta velocidades de
reduccion similares para ambos isémeros (287). Bajo condiciones
de estres oxidativo vy por ende, degradaciéon de hemo inducida,
la biliverdina reductasa hep&tica cambia sus modelos de formas

moleculares. La forma 1 desaparece y se origina una nueva forma

3 con PM diferente, atn al de la forma 2, que reduce ambos
isbmeros con igual velocidad (288). La conversion de la forma
molecular 1 a la 3 estd mediada por un proceso que requiere

sintesis proteica vy nucleotidica. Se induce una deshidrogenasa

peroxisomal dependiente de NADY que oxida la forma 1 a la 3,

dimeriz&ndola, mediante uwuna uniédn disulfuro intercatenaria de
la forma 1. "In vivo", esta conversidn es un proceso rapido
(288).

La especificidad de la biliverdina reductasa es mucho menor
que la de la HO, aunque sblo reduce bilatrienos que poseen 2
residuos hidrofilicos (286). La existencia de estas tres formas
moleculares que poseen capacidad de reducir diferentes isdmeros
de biliverdina permitiria 1la transformaciétn no sélo de los
productos enzim&ticos fisiolbdgicos sino también los generados
por oxidaciones quimicas no especificas de hemoproteinas que
ocurren "in vivo".

ta bilirrubina es un producto de deshecho y toxxico si se
elevan sus niveles fisiolédgicos, especialmente en neonatos. La
exposiciétn a luz fluorescente azul o blanca del recién nacido
ictérico, es la terapéutica convencional por excelencia. El
fundamento de este tratamiento est& basado en la fotorreaccibn
que sufre la bilirrubina y que involucra probablemente una
isomerizacion configuracional vy estructural de la misma, por
disrupcion de uniones hidrégeno intramoleculares. No se
descarta adem&s, que ocurran oxidaciones a mono y dipirroles;
en ambos casos se originan productos que son suficientemente
polares para ser excretados (289).

Otro tratamiento m&s reciente es la utilizaciébn de
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metaloporfirinas no férricas (i.e. Sn-protoporfirina) que
actuando como analogos de sustrato de la HO intentan modularla
para suprimir estados de hiperbilirrubinenia en humanos.

El grupo de Kappas (290) ha estudiado en detalle 1la
capacidad de 1la Sn-protoporfirina de participar como inhibidor

de la enzima microsomal tanto "in vitro" como "in vivo".

I.2.4 REGULACION DE LA BIODEGRADACION DEL HEMO

El hemo celular es regulado en su metabolismo degradativo
por el nivel de la HO. La importancia biolégica de esta enzima
proviene de su funcion, dado que cataliza la etapa inicial, de
velocidad limitante de este camino y su dual importancia
toxico- farmacologica por su sensibilidad a efectores
regulatorios y potencial capacidad terapéutica.

La acci6tn de la HO estd modulada por un elevado mumero de
factores aparentemente no relacionados (270, 279, 282). Algunos
de ellos ejercen su efecto variando el nivel celular del hemo,
mientras que otros 1o hacen por efecto directo, o a través de
sustancias no hémicas, sobre la actividad de la enzima y/o su
concentracion. Entre ellos se pueden destacar:

a) Hemo: Tenhunen vy col. (291) fueron los primeros que
informaron una estimulacidn de 1la HO en higado de ratas
previamente tratadas con hemoglobina o metahemoalblmina.
Shibahara vy col. (292) demostraron que esta estimulacidon se
acompafla de un aumento de 1la sintesis del mRNA funcional
especifico de esta proteina. Este modelo de induccion de la
enzima por su sutrato, sugirid un rol fisioldgico de la HO en
el catabolismo del protohemo.

b) Iones metdlicos pesados vy de transicidn: Su efecta fue
investigado inicialmente por Maines vy IKappas (293) quienes
encontraron que "in vivo", el 1i6n Co<* en forma inorgé&nica,
elemento esencial para el hombre, actuaba como un potente

inductor de 1la HO hepAtica. Otros metales como Cd, Sn, Ni, Hg,
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Ag, As, Au, Cr, Cu, Fe, In, Mn, Pt, Sb han mostrado capacidad
inductiva de magnitud variable y tejido especifica en o6rganos
como higado, riftbn, corazon, pulmon e intestino (279, 294). La
potente vy ré&pida induccidn de la HO provocada por Co, Cd y Ni
como cloruros se viéd suprimida potr inhibidores de la sintesis
de proteinas y &cidos nucleicos, tanto "in vivo" como "in
vitrao" (295, 296).

c) Metaloporfirinas sintéticas: Algunas metaloporfirinas,
analogas del sustrato fisioldgico, como Co—-protoporfirina y
Cd—protoporfirina son potentes inductores de la HO hepatica
(297). Recientemente se ha demostrado que 1la Sn- y Co-
protoporfirina pueden actuar como inhibidores competitivos de
la enzima hep&atica o como inductores de su sintesis,
dependiendo el balance final de ambos efectos —-en términos de
velocidad neta del catabolismo de hemo—- de la naturaleza del
dtomo metalico de la metaloporfirina (298).

d) Agentes quimicos vy bioldgicos: La actividad de la HO puede
ser también inducida por 1la administraciédn de insulina,
glucagon, adrenalina o AMPc (299). La hormona tiroidea es un
potente estimul ador de su actividad, asi caomo el ayuno
prolongado vy 1la adrenalectomia (282, Z00). Compuestos quimicos
como el sulfuro de carbono bromobencenao, dietilmaleato vy
etionina aumentan tambien su actividad (301-304).

En general la actividad de la HO se incrementa cuando las
células estan sometidas a estrés o en estado de enfermedad.

Dada 1la gran variedad de factores que estimulan a la HO, se
infiere que m&s de un mecanismo de accidébn podria operar en su
modulacion, dependiendo del agente inductor.

Con el prop6sito de estudiar los mecanismos moleculares de
la induccién de 1la HO, el grupo de Shibahara (305, 3J06) ha
clonado vy caraterizado el gen de la enzima de rata. Su an&lisis
sugiere la existencia de un Gnico gen constituido por cuatro
intrones, cinco exones y un nimeroc de secuencias ded DNA en 1la

region flanqueante %', con potencial significancia no sélo como
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inductoras sino como represoras de su  transcripciéon. Ellas
incluyen un elemento ‘"sensible al calor", otro elemento que
uniria un factor putativo de transcripcién "sensible a hemo", vy
un elemento cis—-actuante requerido para la precisa y eficiente
iniciacién de la transcripcidn desde su promotor especifico
(207, Zo08).

El gen de la enzima humana también contiene un elemento
"sensible al calor" que seria funcional en ciertas lineas
celulares por 1lo que habria mecanismos adicionales para la

regulacion de estos elementos.

1.3 PORFOBILINOGENO DEAMINASA

I1.3.1 GEMERALIDADES

La porfobilinbgeno deaminasa [(PBG-D)juroporfirindgeno 1
sintetasa; hidroximetilbilano sintetasa; porfobilindgeno
amonio—-liasa (polimerizante); EC 4.3.1.8] cataliza la
condensacidn de cuatro moléculas de FPBEG, unico precursor de
todos 1los ndcleos tetrapirrdlicos naturales (104, 310), para
dar un intermediario abierto con 1la 1liberaciédn de cuatro
moléculas de amoniaco, que finalmente se transforma en URO geno
I (105, 108, T11-313) (Fig.7). Este Gltimo no es sustrato de 1la
URO-CoS como tampoco lo es el PBG mientras que se transforma en

la COPRD'geno I por acciéon de la URO-D.

I.3.2 CARACTERISTICAS

La FBG-D ha sido aislada vy purificada parcialmente o a
homogeneidad de numerosas fuentes, incluyendo bacterias (314-
319) a&algas (320-322), plantas (127, 323-326), aves (3I27) vy

mamiferos (113, 114, 116, 120, 328-337). En la totalidad de las
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fuentes investigadas la actividad est&d localizada en el
citosol, aunque ha sido también detectada actividad en
cloroplastos de espinaca (1035) y de E. gracilis (338). En esta
tltima fuente, 1la sintesis de clorofila a partir de glutamato
ocurre en cloroplastos aislados por lo que se infiere la

presencia de esta actividad en dicha organela (339).

M Pt

FI6.7: FORMACION DE URO'qeno I y III.

1. PB6; 2. tetrapirrol abierto; 3. URD'geno III; 4. URD°gane I; A, acetato; P, prcpionato.

La caracterizaciédn de 1la enzima en las distintas fuentes
investigadas evidencid que se trata de una proteina monomérica
con un PM entre 25.000 y 45.000,

Se han descripto formas heterogéneas de la enzima, respecto

a su carga vy/o tamafio, en eritrocitos humanos vy bovinos
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(329-331, =33, 335-337, 340), higado vy linfoblastos humanos
(340), bazo de rata (332) vy E. coli (319) y se han sugerido
diferentes formas moleculares vy postulado diversos mecanismos
para su generaciédtn. Anderson y Desnick (331) han informado la
existencia de cinco entidades estructurales para la enzima
eritrocitaria humana Yy han adscripto dichas formas a
intermediarios estables formados por la unién de un distinto
nuamero de moléculas de sustrato a 1la enzima durante el
transcurso de la reaccién. Por sus propiedades de estabilidad
estos intermediarios serian compatibles con estructuras que
involucran la uniébn de una, dos, tres y cuatro moléculas de
sustrato a la PEG-D libre (Fig.8).

Miyagi vy col. (329) han descripto la obtenciédn de un numero
diferente de formas moleculares considerandolas como iscenzimas
y favoreciendo la hipbtesis de su generacion por diferencias en
el proceso de maduraciédn de 1la enzima. Otros investigadores han
propuesto mecanismos que implican modificaciones post—
traduccionales (319, 335, 337, 341) o degradacion proteolitica
(332, 337).

Hart vy col. (342) y Jordan y Warren (343) informaron para
la enzima obtenida de E. coli, la existencia de un cofactor
cuyas propiedades espectrales son las de un dipirrometano. Este
seria responsable de 1la unidn del sustrato dirigiendo 1la
sintesis del tetrapirrol en el sitio catalitico. Ambos grupos
demostraron que el caofactor se halla unido a un residuo
cisteina (334, 3I3I9) (Fig.9). Se ha informado también su
presencia en la enzima proveniente de eritrocitos humanos,
cloroplastos vy hojas de cebada (346).

La PBG-D cataliza 1la polimerizacién del PEBG siguiendo la
cinética de Michaelis-Menten. Los valores de kKm muestran un
rango variado (1-85 unM) que depende de la fuente estudiada,
siendo siempre mayéres para las enzimas provenientes de

organismos inferiores.
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FI6. 8: ESQUEMA DE REACCION PROPUESTO PARA LA BIOSINTESIS DE URO'geno I CATALIZADA POR PBG-i.
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El PBG no tiene an&logos naturales por 1lo tanto los
estudios sobre especificidad de sustrato se realizaronm
utilizando pirroles sintéticos. Sus efectos sobre la actividad
de la enzima de diferentes fuentes demostraron que monopirroles
con al menos una posicibn X libre o s6lo un grupo aminometilo
o metilo en la otra poq/icibn =4 y dos grupos acetatos o
propionatos en 1la posicidon 3 se comportan como inhibidores
competitivos (114, 324, =47, IZ48).

Es una enzima termoestable, propiedad que es aprovechada
especialmente para aislarla de la URO-Cos (10S) y es activa en
ausencia de oxigeno (103, 349).

El comportamiento de la actividad, medida como producto
formado, frente al pH muestra valores m&ximos entre 7,2 y 8,2,
segitn la fuente enzim&tica considerada (107).

Estudios realizados para determinar la presencia de ciertos
aminoacidos en el proceso catalitico evidenciaron la
importancia de grupos guanidinos y monotioles como fue

demostrado por el grupo de Ruscsell (350, 381) para la enzima de

germen de trigo. Las PBG-D de eritocitaos de pollo (327) e
higado bovino (352) se inhiben por agentes que clivan uniones
disul furo; por 2-metoxinitrotropona, asi como por algunos

adcidos, sugiriéndose una competencia de estos UGltimos con los
carboxilatos del sustrato por grupos aminas libres de 1la
proteina (restos £ -amino de lisinas o guanidino de argininas).
Se demostrd la presencia de al menos un grupo lisina en el
sitio activo de la enzima proveniente de germen de trigo (353),

de E. gracilis vy Rh. spherocides (354). Este hallazgo parece

confirmarse por estudios con la proteina purificada de E.
coli, en 1la que se identificaron dos grupos lisina, altamente
conservados en otras PBG-D vy cuya modificacibn indistinta, a
nivel genético, produce una perdida considerable de actividad
(3595).

Se sugiridé ademas, que la enzima de germen de trigo

requiere al menos un residuo triptofano paa su actividad (3%96),
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y que residuos aspartico o gluté&mico intervendrian en el
proceso catalitico (387).

La FBG-D se inhibe por amonio e hidroxilamina, compuestos
que presumiblemente, liberarian los precursores del producto
final del sitio activo (388-360).

El grupo de Fiper (128, 328, 361) encontrd que el PbCl,p
inhibe 1la FBG-D eritocitaria de rata y no la hep&atica, a menos
gue se elimine un factor dializable de bajo PM y termoestable.
Estudios de competencia en medios de crecimientoc de
microorganismos dependientes de folato, le permitieron asimilar
a este factor, como un derivado pteroilglutamato, con potencial
funcion regulatoria de la conversion de PBG & URO‘geno.
Posteriormente informé que se forma URO'geno III como producto
de la acciotn de preparaciones de PEG-D libre de URO-CoS, en
presencia de tetrahidrofolato vy PBG. Smythe y Williams (336)
demostiraron, sin embargo, gue compuestos derivados de folato no
activan la deaminasa de eritrocitos humanos ni cumplen el rol

de la URO-CoS.
I.Z.3 MECANISMO DE LA REACCION

1.2.3.1 Autopolimerizacién del sustrato

La estructura del PBG tiene caracteristicas Gnicas que
podrian explicar su reactividad en cuanto & su capacidad de
polimerizarse quimicamente. El PEG es una base X -Mannich
de un pirrol vy como tal reacciona liberando amonio y formando
un ion carbonio o el dieno equivalente que inicia la reaccion
de polimerizaci6tn por ataque electrofilico sobre un segundo PBRG
(Fig.10). La reaccion tiene lugar a traves de la formacibn de
un derivado intermediario o -pirrolenina (362 vy referencias
citadas). El1 ataque a la posicion o libre (Fig.10A) predomina
a pH &cido, mientras que el ataque a la posicidn X -sustituida
(Fig.10R) se ve favarecida a pH neutro.

£1 ion imonio (CH2=NH2)+ liberado puede recondensarse
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con el dipirrilmetano que tiene posiciones X y &’'libres
formando 2-aminometildipirrilmetano o bien puede hidrolizarse
generando formaldehido Yy amonio. El formaldehido puede
recondensarse también con el o o ’-dipirrilmetano libre

propagando la reaccidon de polimerizacion. Los 2-aminometildi-

pirrilmetancs formados se autocondensan formando URQ’genos
(362).
Mauzerall (363) encontrd que el formaldehido 1liberado

durante la polimerizaciéon quimica del PEBG-D bajo condiciones de
anaerobiosis, calentamiento y pH A&cido, neutro y bé&sico, se
incorpora desde el medio de reaccidtn a los isbmeros de los
URO " genos farmados.

Cuando el PBEG se condensa & pH 3,2 los URO ' genos se forman
a menor velocidad que cuando la reaccidn se produce a pH 7,4.
El rendimiento de URO’'genos durante el procesc de auto-
polimerizacidn se incrementa con el tiempo de reaccién, lo que
indica que se forman intermediarios estables Yy discretos

durante la consumisién del PBG (363).

I1.3.3.2 Identificacion del producto de la reaccidn

La identificacion del producto de la reacciodon catalizada
por la PBG-D fue encarada como la busqueda de la estructura
polipirrélica maxima comén a la formacidn de URO‘geno I vy III,
y asociada con ella, la determinacién del tipo de interaccion
espacial entre la PBG-D y la URO-CoS.

Dos tipos de aproximaciones se utilizaron: en la primera se
usaron derivados sintéticos, 2-(aminometil)dipirrilmetanos,
2=(aminometil) tripirranos Yy 2-(aminometil)bilanos, como
posibles intermediarios de la reaccidn enzim&tica que conduce a
la sintesis de URO'genos (364-369). Los resultados obtenidos en
estos estudios no fueron concluyentes debido a la baja
incorporacion de dichos compuestos en los URDO' genos productos y

a la capacidad de autopolimerizacidn que los mismos presentan.
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La segunda, consistid en el estudio de la polimerizacién
del sustrato natural marcado, (13C)PBG, catalizada por 1la
FBG-D, mediante el monitoreo por resonancia magnética nuclear
(RMN) de 13C. Este método permitid® la postulacion de una
serie de intermediarios tetrapirroédlicos eventualmente liberados
por la deaminasa que podrian actuar como sustratos de la URO-
CoS (109, 3F70) llam&ndolos genéricamente "preuroporfirindgenc”.
Faralelamente Battersby vy col. (110, 371) mostraron evidencias
de que la estructura del intermediario buscado corresponde a la
de Ln tetrapirrol abierto, el 2-(hidrometil)bilano (HMB)
(Fig.11) y que la formacion del URO'geno I resulta de la
ciclacidn espontanea del HME, que tiene lugar en ausencia de la
URO-CoS. Sin embairgao Scott y col. (372) aunque confirmaron la
existencia del HME informaron que el mismo no satisface

totalmente los espectros obtenidos por 13¢c RMN Y 13N RMN.

FIG.1i: ESTRUCTURA DEL HIDROXIMETILBILANO.

A, acetato; B, propionato.

Evans vy col. (317) estudiando la polimerizacion enzimatica

del (?H)FBG con PEG-D de Rh. spheroides y empleando RMN de

3H mostraron que se formaba URO°geno I sin que se detectara

el HMB.
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Estos resultados se atribuyeron a la elevada concentracién
proteica utilizada que estabilizaria la especie azafulveno (Fig.

12) liberada por la enzima antes de la formacibn del HMB.

F15.12: ESTRUCTURA DEL AZAFULVEND.

A, acetato; B, propionato.

Scott y col. (373F) propusieron que si bien el HMB es usado
eficientemente como sustrato por 1a URO-CoS, las especies
tetrapirrélicas inestables liberadas por 1la reaccion de 1a
PBG-D indicarian que el azafulveno es el sustratc "verdadero"
de la URO-CoS.

Rosé y col. (374) en incubaciones de PBG-D con (1°C)FEG
detectaron por RMN un intermediario tetrapirrélico, diferente
del HMB, débilmente unido & la enzima. Este complejo enzima-
tetrapirrol se comporta como un sustrato eficiente de 1la

cosintetasa para la sintesis de URO'geno I1II.

1.3.23.3 Identificacidbn de complejos intermediarios enzima-

sustrato

El1 mecanismo por el cual la PBG-D cataliza la formacioéon del
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tetrapirrol a partir de PBG ha sido investigado mediante
experimentos de recambio simple con sustrato marcado. Se
establecid que 1la condensacién de las cuatro moléculas del
pirral sigua un mecanismo de ensamblaje secuencial ordenado,
"cabeza a cola", adicion&ndose primero el anillo A vy
consecutivamente el B, el C y finalmente el D (371, 375, 376).

En condiciones normales 1la FEG-D no libera intermediarios
entre el PBG vy el tetrapirrol, prefiriendo sintetizar a este
ltimo a traves de un mecanismo de estadios discretos que
involucra complejos constituidos por 1la unién de diferente
numero de unidades pirrdlicas a la enzima (362).

Anderson y Desnick (331) identificaron por primera vez las
especies enzima-sustrato(s) (E-Sn) & partir de FEBG-D de
erotrocitos humanos incubada con (SH)PEG y sometida a
electroforesis. Detectaron cinco bandas radioactivas que se
atribuyeron a los complejos enzima- mono, di, tri y tetrapirrol
ademé&s de la correspondiente a la enzima libre.

La existencia de pirrilmetanos intermediarios
covalentemente unidos & la enzima fue también detectada por
otros investigadores (377, 378).

Recientemente Warren vy Jordan (379) han propuesto el
siguiente mecanismo para la reaccidn catalirada por PHEG-D de E.
coli (Fig.13). Consideran la presencia de un Gnico sitio activo
responsable de la cat&lisis de las dos reacciones basicas: 1)
desaminaciétn del sustrato y condensacidn del mismo con el
cofactor dipirrometano (DPMC) o con alguno de los complejos
intermediarios E-Sp; 2) clivaje hidrolitico para dar HMB.
Esta reaccion estd normalmente restringida a la liberacidédn del
producto, pero en ausencia de sustrato, cualquiera de los
intermediarios E-S formados puede ser clivado, aunque a
velocidad menor que el producto final. La topografia del centro
catalitico presentaria dos <citios de reconocimiento del PEG,
uno para el sustrato entrante (sitio S) y otro (sitio C) que

permitiria acomodar un anillo pirrdlico con su  posicién
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S, sitio S; C, sitio C; A, acetato; P, propionato.
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Alibre 1lista para su condensacién con el sustrato del sitio S.
En la holoenzima este segundo sito estaria ocupado por el DPMC.

En el caso de 1la apoenzima, primero se produciria la
condensaciotn de dos moléculas de PBG y su anclaje a una
cisteina para formar el DPMC permitiendo que la PBG-D asuma su
configuracion estable de holoen:zima.

El primer sustrato entrante ocuparia el sitio S vy
reaccionaria con el DFMC que actiua como cebador. El complejo
E-DFMC-S4 se traslocaria de modo tal que el pirrol
recientemente unido ocupe el sitio C permitiendo asi que una
nueva molécula de FPBG ocupe el sitio S para que ocurra la
siguiente desaminacion vy formacidn del complejo intermediario
E-DPMC-S~. Cuando se logra el complejo final, E-DFMC-Sg4,
consideraciones estéricas impedirian la unién de mas sustrato
produciéndose entonces el clivaje hidrolitico cuyo resultado es
la 1liberacitn del HME, gque normalmente ocurre a menor velocidad
que las reacciones de condensacién.

El DFPMC cumpliria dos funciones: 1) actuaria como un
“primer" de la reaccibon, 2) impondria una restriccion estérica
del numero de anillos pirrdédlicos que pueden ser incorporados.

Se comprobd ademds, que los complejos intermediarios con
una, dos vy tres moléculas de sustrato son transformados
enzimaticamente en HMB -alin cuando se incubaran en ausencia de
PBG—- mediante reacciones de intercambio que involucrarian a la
unidad pirrdlica terminal, que puede ser removida como
hidroxi-PBG, vy reaccionar con cualquiera de 1los complejos

intermediarios presentes (379)(Fig.14).

I.3.4 ASPECTOS MOLECULARES

El gen estructural de la PHG-D humana ha sido localizado en
el cromosoma 11 en la regidn 11q23 —> 1lqter (380, 381).
Grandchamp vy col. (38Z) aislaron el primer cDNA de FBG-D a

partir de mRNA de bazo de rata anémica. El mismo se utilizo
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para obtener cDNA humano de fuentes eritoidea y no eritroidea
(383, 384).

La estructura primaria de 1l1la PEG-D de eritrocirocitos
humanaos deducida a partir de 1la secuenciaciétn del cDNA
demuestra que es una proteina compuesta por 344 amino&cidos
coincidiendo 1los del extremo NHo—-terminal con los obtenidos a
partir del estudio de la proteina purificada (383).

El andlisis del c¢cDNA no eritroide revela un extremo S no
relacionado con el de 1la forma eritroide, consistente en una
secuencia que codifica para un péptido de 17 aminoacidos
adicionales. Este hecho coincide con la diferencia de PM gue
ambas formas proteicas exhiben en ana&lisis por SDS-FPAGE e
inmunotransferencia (384).

Los investigadores franceses, en una serie de excelentes
trabajos de biologia molecular (384-38%) han demostrado la

existencia de dos isoformas de esta enzima con localizacidn
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diferenciada: una ubicua, que se espresa en todas las células
del organismo Yy la otra tejido especifica, restringida
exclusivamente a tejidos eritropoyéticos. Han demostrado

ademas, que si bien un soclo gen estructural codifica ambas
isoenzimas, ellas <son traducidas a partir de dos mRNAs que
difieren sd6lo en sus regiones 5° terminales. El gen codificante
tiene al menos 10 kb de largo y est& compuesto por 15 exones y
14 intrones, transcribiéndose en dos mRNAs distintos por un
mecanismo de ruptura alternativa de dos transcriptos primarios
solapados, siendo generados por dos promotores diferentes. Asi,
la enzima ubicua se traduce de un mRNA compuesto por 13 exones
comunes (3 al 13%) vy el exon 1 adicional en su extremo §°;
mientras que para la enzima eritroide (tejido especifica) s6lo
se traducen los 13 exones de la regibn comin, aunque su mRNA
posee el exbn 2 como regidn "cap". El primer promotor, que es
activo en todas las células, tiene caracteristicas
estructurales propias de un promotor ubicuo Yy se encuentra
"cadena arriba" en la regién flanqueante 5°. El segundo, activo
sblo en células eritroides, m&s cercano en la regibn 57,
"cadena abajo" de su sentido de iniciacibn, sugiere una
organizacibn modular que pareciera comun a promotores
especificos de ceélulas eritroides. Demostraron ademas, que los
niveles de mRNA de PBG-D en diferentes lineas celulares humanas
son modulados, tanto por 1la naturaleza eritroide del tejido.
como por la proliferaciédn celular (386, I87).

Thomas y Jordan (288) han clonado y secuenciado el gen de
la PEG-D de E. coli.

La comparaciébn de las secuencias de amino&cidos deducidas
de sus secuencias gendmicas indican un 907 de identidad entre
las enzimas eritocitarias de rata y humana (389) y un 637 de
identidad entre éstas y la de la enzima de E. coli. For otra
parte, la PBG-D de E. gracilis evidencia un &0 a 70%Z de
similitud tanto con las enzimas de mamiferos como con la de E.

coli (390).
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I.4 PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE

I1.4.1 GENERALIDADES

Las porfirias constituyen un grupo de enfermedades
metabblicas provocadas por alteraciones en el camino de la
biosintesis del hemo. Presentan una distribuciédn mundial, sin
embargo, algunas formas predominan en determinados paises y m&s
ain en regiones de los mismos.

Dentro de las enfermedades producidas por desérdenes en
este camino, las porfirias han sido las m&s estudiadas. A pesar
de que la biocenzimologia ha revelado con precisiédn cual es la
enzima especificamente defectiva en cada tipo de porfiria y que
los estudios bioquimicos como el analisis de metabolitos
hémicos en excretas vy medicidon de las actividades enzim&ticas
posibilitan el diagnéstico de los diferentes tipos, la relacién
entre la patofisiologia de cada una de ellas y su manifestaciobn
clinica respectiva no se conocen claramente. Los analisis a
nivel molecular estédn revelando heterogeneidad en varias de
ellas, abriendo paso al estudio de las causas de las eventuales
variaciones en las manifestaciones clinicas de cada una de
ellas.

Dentro de las porfirias hepaticas agudas, la porfiria aguda
intermitente (PAI) es una enfermedad autosomal dominante, cuyo
defecto primario se debe a la deficiencia parcial de la enzima
FBG-D, cuya actividad se halla reducida al 50% del valor normal
en los distintos tejidos y tipos celulares investigados: higado
(391, 392), eritrocitos (349, 393, 394), fibroblastos (3995,
396)., células amnidticas (396) y linfocitos estimulados con

mitbgenos (397)., lo que implicaria que 1la expresion seria

relativamente constante. Sin embargo la enfermedad tiene como
organo blanco el higado, en el cual el bloqueo parcial
enzimatico originaria un desbalance de los mecanismos

regulatorios existentes en el hepatocito produciendo un efecto
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despresor sobre la primera enzima del camino (ALA-S) por
disminucion de la sintesis de hemo.

La existencia de portadores latentes de este defecto avala
la existencia de factores adicionales que permiten su
manifestacion fenotipica, es decir que el defecto enzimatico
seria necesario pero no suficiente para la expresién bioquimica
y clinica.

En diferentes poblaciones se ha encontrado un rango de
incidencia entre 1,2 vy 8/100.000, su ocurrencia seria, sin
embargo, ma&s frecuente debido a 1la existencia de portadores
asintom&ticos (398). Ademés la incidencia de portadores
manifiestos es significativamente mayor en mujeres que en
hombres (399).

Este tipo de porfiria no presenta sintomas dermatolbgicos,
pero representa el prototipo para el estudio de los ataques
agudos, los cuales son comunes a otros dos tipos de porfirias,
menos frecuentes, que cursan con manifestaciones cutaneas, como

la porfiria variegata y la coproporfiria hep&tica (398).

I.4.2 MAMIFESTACIONES CLINICAS

La PAI permanece latente desde el punto de vista clinico en
la mayoria de 1los individuos portadores (7). Su expresibon se
manifiesta después de la pubertad y por lo general entre los 20
y 40 afos de edad, siendo muy variable 1la frecuencia vy
severidad de los ataques.

Los signos Yy sintomas dominantes son de car&cter
neurolédgico vy psiquiatrico (7). El m&s comin es una neuropatia
autonémica que causa dolores abdominaleas, vémitos Yy
constipacién los que pueden llegar a ser severos y prolongados,
taquicardia e hipertensiéon, asi como también paraddéjicamente
hipotensibon postural Yy retencidn urinaria (229). Estas
manifestaciones parecen estar relacionadas con un desbalance de

la neurotransmisidn colinérgica y adrenérgica. Menos frecuente
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es la manifestacidn de neuropatia motora que puede involucrar
paresis vy paralisis de los mlusculos de las extremidades,

cuadriplegia, paralisis respiratoria y paresis bulbar.

También se han observado alteraciones que involucran
estructuras hipotalamicas en la region de los nlcleos
suprabptico Yy paraventricular (400) que conllevan & una

inapropiada secreciétn de la hormona antidiurética (7). La
hiponatremia resultante junto con la disminuciébn de 1la
concentraciéon de magnesio sérico, qgue ocurre en ocasiones,
serian causales de los episodios tetanicos (401).

Entre las anormalidades psiquiatricas pueden citarse una
conducta histérica, depresion, confusiébn vy pseudopsicosis
(402).

A pesar de 1la variedad de estudios realizados, no se ha
podido demostrar fehacientemente, que la acumulacién de ALA vy
FBG alteren la estructura y la funcidtn neural (403),
sugiriéndose que la disponibilidad restringida de hemo para las
ovxidaciones enzimAticas y las reacciones productoras de energia
constituyan probablemente la relacié6n entre los defectos
bioquimicos y las manifestaciones clinicas.

Recientemente, Litman y Correia (404, 403) postularon al L-
triptofano como el comiin denominador de los eventos bioquimicos
y neurolégicos que acontecen en las porfirias agudas. Segun
estudios realizados en animales de experimentacion, la
inducciédn de una deplecidtn aguda de hemo disminuye la actividad
de 1la triptéfano pirrolasa 1o que provoca un aumento de las
concentraciones de triptofano y S-hidroxitriptamina, efecto que
se revierte por la administracién de hemo.

Por otra parte, si los niveles de hemo hepatico son
aumentados por administraciéon de ALA, la produccion de S5-
hidroxitriptamina se ve inhibida por 1la disminucion de la
disponibilidad de triptofano a través de la activacién de la

triptofano pirrolasa hepatica (406).
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I1.4.% RASGOS EBIOQUIMICAS

Durante las crisis 1los pacientes excretan por orina
cantidades marcadamente aumentadas de ALA y PBG (90 a 200
mg/dia) siendo la de ALA aproximadamente la mitad de la de FEG.
En individuos clinicamente manifiestos, 1la excreciédn de los
metabolitos permanece aumentada después de la remisiédn clinica.
También puede aparecer aumentada en individuos clinicamente no
manifiestos. A veces se observa un aumento de la excreciébn de
URO vy otras porfirinas en pacientes con PAI que presentan altos
niveles de precursores siendo en parte el resultado de la
ciclaciébn no enzimatica del PEG. El color rojizo oscuro de la
orina que presentan los pacientes con PAI puede deberse a la
presencia de las mencionadas porfirinas y/o a la formaciéon de
porfobilina, un producto del PBG (402, 407) o a la presencia de
dipirrometanos (408) . Graham vy col. (409) informaron en
pacientes con PAI latentes y manifiestos, agudos o en remisitn,
la presencia en orina de un segundo monopirrol, el
hidroxihemopirrolin-2-ona.

Las porfirinas fecales pueden aparecer levemente
aumentadas.

Los niveles de ALA y FPBG se hallan elevados en suero,
pudiendo alcanzar durante los atagques valores de 20 a 300
pg/dl.

Se han encontrado contenidos elevados de PHEHG en higado y
rifMén provenientes de autopsias, no asi en médula Gsea y se ha
detectado la presencia de URO en higado (410).

Las pruebas de funcidn hepé&tica son usualmente normales
salvo una alteraciédn en la excrecidon de bromosulfoftaleina
(411).

Se ha informado 1la existencia de pacientes con una
significativa hipercolesterolemia (412) vy en algunos casos
elevados niveles de tiroxina y de su proteina transportadora en

suero (413).
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1.4.4 FACTORES DE PRECIPITACION

La deficiencia enzim&tica por si misma no conlleva 1la
eclosibn o exacerbaciétn de la enfermedad a menos que factores
fisiolbgicos o ambientales adicionales coexistan.

La manifestaciétn o 1la crisis pueden ocurrir en portadores

adultos del defecto genético por cuatro factores principales:

1) drogas de uso terapéutico, particularmente barbituratos,
sul fonamidas, clorcdiazepbxidos, hidantoinas, glutarimidas,
succinimidas, etec. o xenobibticos variados (229). Sin embargo,
porfiricos latentes han sido expuecstos a drogas

porfirinogénicas sin experimentar sintomas agudos, por lo tanto
factores permisivos serian ademds necesarios para completar la
potencial caracteristica que ciertas drogas poseen de producir
crisis agudas. 2) hormonas esteroides, particularmente aquellas
que conducen & la sintesis de cortisol. Estos estrogenos son
conocidos inductores de la ALA-S y explicarian el hecho de que
mujeres portadoras del defecto genético no lo manifiesten hasta
la pubertad y de que en ciertos casos los sintomas agudos esten
relacionados con los periodos menstruales y la gravidez (414),
para disminuir después de 1la menopausia. Kappas y col. (229)
han propuesto que la expresion clinica del defecto esta
relacionada con la alteraciébn de la S— X -reduccién de las
hormonas esteroides en el higado, gque se halla reducida en

portadores clinicamente manifiestos. ) dietas hipocaldricas vy

ayunos prolongados, debido al efecto que los carbohidratos
tienen =obre la sintesis del hemo (41%). 4) enfermedades
sistémicas, las cuales hacen imperativa la utilizacién de

antibidticos no contraindicados.

I1.4.5 DEFECTO GENETICO

Waldenstrom (416), basandose en el estudio de familias con

PAI, fue el primero en postular un caracter autosomal dominante
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para su herencia.

La medicion de la actividad de 1la PBG-D en sangre
periférica permitid la detecciédn de portadores no manifiestos vy
corrobord el vya mencionado caracter hereditario mendeliano de
esta patologia. Se observd en estudios familiares un porcentaje
aproximadamente igual de individuos portadores y normales y una
relacion aproximadamente igual de individuos portadores frente

a normales para ambos sexos (417).

1.4.5.1 Heterogeneidad molecular d 1 PAI

Todos los portadores investigados de PAI son heterocigotas.
Estudios 1llevados a cabo tanto a nivel proteico (418-422) como
a nivel génico (423, 424) indicaron que esta patologia es una
enfermedad heterogénea a nivel molecular.

La utilizacion de métodos inmunolégicos permitid la
clasificaciétn de los individuos con PAI en dos grandes grupos.
Uno de ellos, constituido por el B85% de los portadores, no
produce proteina reconocible por un anticuerpo policlonal
generado contra la enzima eritrocitaria nativa. Presenta una
relacion de material inmunolégico de reaccidn cruzada (CRIM)/
actividad enzim&tica de FPBG-D idéntica a la de los individuos
controles, asign&ndosele un valor arbitrario igual &a 1. Es
decir una equivalente reduccibn de la actividad enzimatica e
inmunolégica de la PEG-D eritrocitaria vy se 1lo designa
CRIM-negativo. El otro grupo, con actividad de PBG-D
eritrocitaria reducida aproximadamente al 50% del valor normal
produce cierta cantidad de proteina reconocida por el
anticuerpo, aunque no funcional cataliticamente y se lo designa

CRIM-positivo (418).

Desnick vy col. (419) hallaron, en estudios de familias no
ralacionadas pertenecientes a diferentes grupos étnicos o
demogr&ficos, cuatro subgrupos. Uno de ellos, denominado

CRIM-negativo tipo 1 presenta actividad de PBG-D eritocitaria
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disminuida al 9S0%. Otro, CRIM-negativo tipo 2, exhibe las
caracteristicas clinicas vy bioquimicas de la PAI pero presenta
actividad de PBG-D eritrocitaria normal. Con respecto al grupo
CRIM-positivo se hallaron 1los subgrupos tipo 1, con una
relacion de CRIM/actividad enzimatica de PBG-D = 1,7, vy el tipo
2 con un valor para esta relacibn de 5,7. Estos estudios les
permitieron sugerir que mutaciones puntuales mas que deleciones
del gen serian las causales mas frecuentes del defecto.

Wilson y col. (420) observaron en la poblaciéon holandesa
porfirica wna similar distribuciétn de la heterogeneidad de la
PAI.

La determinaciodon de las mutaciones responsables de los
difaerentes subtipos de PAI ha comenzado recientemente. Se han
informado dos mutaciones puntuales independientes que producen
una ruptura defectiva del intron 1 y que serian responsables
del subtipo de PAI, muy poco frecuente, para el cual el defecto
enzimdtico se manifiesta sé6lo en tejido no eritroide (4295,
426) .

Para 1la m&s comin de las formas de PAI, CRIM-negativo, con
deficiencia de la actividad en todos los tipos celulares, no se
han informado adin mutaciones responsables del defecto. Sin
embargoc un estudio preliminar indicé uwna anormalidad en el
procesamiento post—-transcripcional del mRNA que podria ser
responsable del defecto (427).

Con referencia a los portadores CRIM-positivos, Grandchamp
y col. (428) encontraron una mutacion puntual al final del ex6n
12 responsable de su eliminacién durante la maduracion post-
transcripcional vy de la producciédn de una proteina estable y no
funcional con 40 aminoacidos menos que la normal, que es

reconocida por el anticuerpo.

1.4.5.2 Diagnéstico

Desde 1930 el diagnéstico de 1a FPAI se basaba en la

determinaciobn de cantidades aumentadas de FPEG en orina (416,
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429, 430). Sin embargo, esta excrecidtn aumentada sb6lo se
observa en un tercio de los casos latentes, segun estudios
realizados en familias francesas y britanicas (431, 432).

Desde hace aproximadamente dos décadas la mediciédn de la
PBG-D en eritrocitos se utiliza para la detecciébn de portadores
de PAI (349, 393, 394, 433-436), pero debido a que se produce
un solapamiento entre 1los valores de actividad de individuos
portadores Yy controles (437-439) vy a la existencia de
portadores manifiestos con actividad de FPBG-D eritrocitaria
normal (4192, 440), este método de diagnéstico no siempre
asegura con certeza la identificacidn de los portadores de la
falla genética

Se ha encontrado que la actividad de la enzima varia con el
grado de maduracion de la ceélula eritroide (441, 442),
habiéndose encontrado valores elevados de actividad
eritrocitaria en enfermedades hemoliticas (442), también en
afecciones hepaticas crénicas (443) Yy en enfermedades
linfoproliferativas (444). Se han informado ademas, valores
disminuidos de 1la actividad en casos de poliartritis crénica
(443) vy urémicos cronicos (44%5).

Fisiol6gicamente la FPBG-D eritrocitaria se halla
incrementada durante 1los primeros meses de vida, por lo tanto
loes valores obtenidos durante ese periodo deben interpretarse
con precauciédn (4446).

La introduccién de métodos inmunoldgicos para cuantificar
la proteina, conjuntamente con la determinacidn de su actividad
enzim&tica ha permitido la identificaciéon de algunos portadores
inciertos en estudios familiares (447, 448). MAas precisibn
aportan los métodos de genética molecular, como el analisis de
polimorfismos ligados al gen de la PBG-D, especialmente en los
casos de portadores latentes inciertos (423, 424).

Un diagnéstico preciso depende entonces de una combinacién

de informaciébn genealédgica, clinica y bioquimica.
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1.4.6 TERAPEUTICA

El primer tratamiento, que se utiliza desde hace
veinticinco affos, es la administracién de carbohidratos en
exceso 229, 449). Esta terapia estaria basada en la habilidad
de la glucosa de disminuir la sintesis de porfirinas en higado.
La mayor desventaja de la misma es que no resulta efectiva en
todos los pacientes, desconociéndose 1la o0 las causas de su
ineficiencia; no obstante se la recomienda como tratamiento de
base de un ataque agudo (229, 449, 430).

El otro tratamiento untilizado es la administraciéon
endovenosa de hematina introducido por Bonkowsky y col. (4%51)
en Estados Unidos en 1971. La racionalidad de su efecto se
deberia a la represion de 1la porfirinogénesis con la
consiguiente disminucién de una o m&s sustancias téxicas y/o la
reposiciéon exédgena del hemo endédgeno deficiente.

En general el éxito de la terapéutica practicada con
hematina parece estar influenciado por la duraciébn vy severidad
de los sintomas previos a su administracién. Si el tratamiento
se aplica tempranamente en el curso de un ataque, la
recuperacién es generalmente buena (248, 452).

La hematina es usualmente bien tolerada, pero puede tener
algunos efectos colaterales cuando se la administra en dosis
altas y a tiempos cortos, como tromboflebitis (453, 454) vy
alteraciones en la cascada de coagulacién (455, 456). La mayor
desventaja que limita su uso es su inestabilidad, habiéendose
propuesto recientemente que sus efectos indeseables son
causados por 1los productos de =su descomposiciédn antes que por
el hemo "per se". Pierach (4%7) ha sugerido gque cuando la
hematina se inyecta fresca se une inmediata y completamente a
proteinas, preferentemente a hemopexina, previniendo asi sus
efectos adversos sobre la coagulacioén.

Otras terapias fueron propuestas por Jusic y col. (458)

quienes informaron sobre la administracién por largos periodos
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de corticosteroides y por Doner vy col. (459) quienes 1lo
hicieron sobre la administracién de elevadas dosis intravenosas
de propranolol. Estas terapias a pesar de haber tenido énito,
tendrian efectos colaterales indeseables que requeririan un
continuo control de los pacientes. Adem&s sus mecanismos de
accion no han sido aclarados.

Wider de Xifra y col. (460) bhan informado que 1la
administracion oral de &cido fblico, en pacientes con ataques
agudos, produce mejoria clinica y bioquimica.

Recientemente, Anderson y col. (461, 462) han reportado gque
ataques asociados a la menstruacidn pudieron prevenirse por la
administraciétn subcuté&nea diaria y por largo tiempo de un
agonista andlogo de la hormona 1liberadora de 1la hormona

luteinizante.
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Objetivos

Los antecedentes enunciados en la Introduccidn muestran a
la PBG-D como la enzima clave de la patologia hepatica humana:
Porfiria Aguda Intermitente.

Con 1la finalidad de profundizar en el estudioc bioquimico-
molecular de esta enzima y aportar datos que permitan descifrar
los mecanismos fisiopatoldgicos de la PAIl y tomando en cuenta
los conocimientos preexistentes hasta el 1inicio de este
trabajo, se propuso esta investigacién que comprende los

siguientes objetivos especificas:

a) Aislar la enzima hepatica de rata para 1lograr una

metodologia accesible y reproducible con muestras humanas vy

caracterizarla.

b) Identificar vy caracterizar 1la FBG-D de higado humano,

Oorgano diana de esta patologia.

c) Abordar estudios comparativos de las isoenzimas humanas, Yy

la hepatica de rata.

d) Obtener anticuerpos contra 1la enzima eritrocitaria humana

para el analisis poblacional de portadores de PAI.

e) Realizar el seguimiento y analisis estadistico de 1la

terapéutica con hematina.
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II. Materiales y Métodos

II.1 MATERIALES

IT.1.1 DROGAS, REACTIVOS Y ACCESORIOS

PEG y patrones de porfirinas 1libres vy esterificadas se
adquirieron en Porphyrins Products, Utah (USA).
Los marcadores de FM, coeficiente de sedimentacion y plj;

los inhibidores de proteasas; glutation reducido, ditiotreitol,

cisteina, cistina, p—cloromercuribenzoato de sodio,
N-etilmaleimida, 3, S5’'~ditiobis(acido 2-nitrobenzoico), iodoace
tamida, fosfato de piridoxal, Azul de metileno, Rosa de
Hengala, dietilpirocarbonato, fenilglioxal, reactivo K de
Woodward, l-ciclohexil-3-(2-morfolino-4-etil) carbodiimida,

DEAE-celulosa, adyuvantes de Freund, inmunoglobulina anti-IgG
de conejo (en cabra) y agarosa se adquirieron a Sigma Chemical
Co., St. Louis (USA).

Los diferentes tipos de Sephadex, Phenyl Sepharosa, Azul de
Dextrano, agarosa IEF y anfolitos se obtuvieron de Pharmacia
Fine Chemicals, Uppsala (Suecia).

DE-32 se compré a Whatman Inc., New Jersey, (USA).

Los materiales usados para electroforesis en gel de
poliacrilamida provinieron de Laboratorios Bio-Rad, Richmond
(USA).

Todas las dem&s drogas vy reactivos de grado analitico
empleados, se procedieron de fuentes comerciales nacionales.

Las mallas de acero inoxidables fueron marca Spectrum (USA)
de tamaffo de apertura variable (EOO—BOO‘Hm).

Las membranas utilizadas para ultrafiltracidn fueron marca

Amicon.



IT.1.2 ANIMALES

Se wutilizaron: a) Ratas Wistar adultas de 150 a 300 g sin
tratamiento, para la obtencidtn de tejido hepatico. b) Ratas
Sprague Dawley machos y hembras (fetos, neonatos, preplberes vy
adultas) para 1la obtencién de tejido hepatico. c) Conejos New
Zealand, adultos, machos, para la obtenci6tn de anticuerpos.

Los animales provinieron del Bioterio de la F.C.E. y N.

I1.1.3. MUESTRAS HUMAMAS

Se utilizo tejido hepatico, proveniente de material
remanente de biopsias quirdrgicas, hepatectomias y de autopsias
(6 a 10 hs. "post—-mortem") de personas de ambos sexos adultas,
y de autopsias de neonatos (6 a 10 hs "post-mortem") provisto
por diversos servicios hospitalarios. En todos los casos la
observacién histolégica del material no reveld anormalidades
importantes.

Las muestras de sangre se obtuvieron de dadores voluntarios
sanos provenientes de servicios de hemoterapia. Las muestras
utilizadas para isoelectrcenfoques y electroinmunoensayos se

obtuvieron de dadores voluntarios (controles) y portadores de

FAI.

I1.2 METODOS

La actividad enzim&tica se midid fluorométricamente, segun
el método de KkKreimer—-Birnbaum vy Tomio (394), determinando 1la
cantidad de producto formado (URO'geno I) después de su
conversion a porfirina. La mezcla esténdar incluyd 20 nmoles de

FPBRG, 10 Pmoles de buffer fosfato de sodio 9,1 M pH 7,3 6 7,6
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y la cantidad de enzima adecuada en un volumen final de 100,H1'
Las incubaciones se realizaron a 37°C en oscuridad vy
aerobiosis durante JI0 a 60 minutos. La reaccidn se detuvo por
el agregado de 800 ul de una mezcla acetato de etilo:acético
(2:1 v/v) y las porfirinas se extrajeron de la fase org&nica en
1 ml de HCl 0,5 M. Se realizaron blancos de enzima o sustrato
a 3I7°C y ensayos a tiempo 0, 30 vy 60 min de incubacioébn a
40C.

La medicion de las porfirinas se realizd en un espectrofoto
fluordmetro Aminco—Bowman previamente calibrado con soluciones
de sulfato de quinina en &cido sulfuarico 0,1 N. Se utilizaron
longitudes de onda de excitacién y emisibn: 405 vy 9595 nm
respectivamente; y como patrones de referencia URO 1 y COPRO
IIT libres.

El an&lisis y la composicién isomeérica de las porfirinas se
realizé por el método de Doss (463). La unidad enzimatica (U),
se definid6 como la cantidad de enzima requerida para catalizar
la formaci6tn de 1 nmol de tetrapirrol, medido como URO I, por
hora, en las condiciones de temperatura, pH y fuerza ibnica
indicados en la determinaci6n de actividad.

En algunos ensayos, la actividad enzim&dtica se cuantificé
midiendo el PBG remanente con el reactiveo de Ehrlich segun el
método de Urata y Granick (464).

En los experimentos en que se quiso determinar el efecto de
reactivos especificos, écstos se incorporaron al medio de
incubacibn, o se incubaron con la enzima previamente &l ensayo

de su actividad como se indica en cada caso.

11.2.2 DETERMINACION DE PROTEINAS

La concentracién de proteinas se determind por el método de
Lowry Yy col. (465) utilizando seroalbdmina bovina como proteina
patron.

La elucién de proteinas de las columnas cromatograficas se
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siquio por la medicién de absorbancia a 260 y 280 nm de acuerdo
al método descripto por Warburg y Christian (46646) y empleando
la ecuacidbn propuesta por Kalckar (467); o bién a 280 nm y
asumiendo un valor de absorbancia para una concentracion de 1

mg/ml, en una cubeta de 1 cm de paso de luz igual a 1 (4&8).

IT.2.3 PURIFICACION DE ENZIMAS

I1.2.3.1 Higado de rata

Se empleb como buffer A: fosfato de sodio S5 mM, pH 7,5.

Los higados de 1los animales muertos por decapitaciébn, se
perfundieron "in situ" con varios volumenes de solucion
fisiclbgica. Todas las operaciones se realizaron a 49C. Se
disectaron y se homogeneizaron en 4 voliumenes de KC1 1,15%. La
suspension se centrifugb a 11.000 xg, 20 min para eliminar los
restos celulares vy mitocondrias. El sobrenadante se calentd a
S5-609C durante 10 min, con agitaciédn suave. La suspension se
enfrib Yy se centrifugé & 8.000 xg durante 10 min. E1
sobrenadante se us6 o0 se quarddéd a -20°9C conservando su
actividad después de tres meses.

Al sobrenadante de calentamiento se agregd sulfato de
amonio sblido hasta obtener una saturacidn del 3IZ8%. Se
centrifugd a 8.000 xg durante 20 min y el sobrenadante obtenido
se llevé a 60% de saturacion de la sal. Se mantuvo la agitacion
por 30 min vy se centrifugdt a B.000 xg durante 20 min. Durante
los agregados de sulfato de amonio se mantuvo el pH a 7,5 por
adiciédn de amoniaco. E1  pellet resultante se resuspendid en

buffer A y se dializé durante toda la noche contra el mismo

buf fer.

La fraccién dializada se puso en contacto con DEAE-
celulosa (forma fibrosa) en "batch" equilibrada con el buffer
A. Después de IO min de agitacidn, la resina se lavé con dos

volumenes de buffer A y la enzima se eluyd con = volumenes de
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buffer fosfato de sodio ©,174 M, pH 7,5. El eluido se concentré
mediante ultrafiltracidn con membranma Amicon PM-10.

La fraccion concentrada se sembrd en una columna de
Sephacryl S-200 (2,2 % 60 cm) eluyéndose la misma con buffer A
a un flujo de 35 ml/h. Se recogieron fracciones de 2 ml,
reuniéndose las de mayor actividad especifica.

El "pool" de elucidtn se sembrd inmediatamente en una
columna de DEAE-celulosa microgranular (2 % 70 cm) equilibrada
con buffer A. La elucidn se realizé a un flujo de 60 ml/h,
usando un gradiente lineal 0-0,2 M de KCl1 (300 ml) en el mismo
buffer. Se reunieron las fracciones con mayor actividad
especifica, se concentraron y la muestra resultante se caongelo

a —200°cC.

11.2.3.2 Higado humano

-

[1.2.3.2.1 Eliminaciétn de la contaminacién eritrocitaria

Se emplearon las siguientes soluciones: solucién  H:
sacarosa ©,2% M, EDTA 5 mM y solucidén C: sacarosa 0,25 M, EDTA
S mM, fenilmetanmosulfonilfluorurao (PMSF) O,1 mM.

El procedimiento adoptado comprendiod las siguientes
operaciones realizadas a 49C: Se 1lavo el material 3-4 veces
con solucion fisioldgica. Se secd el tejido con papel de filtro
y se retir6 vy descartd el tejido conectivo que recubre la
capsula. Se lo dividid en trozos de 2-3 g y se los coloco sobre
una hoja de papel de filtro humedecido soportado en un vidrio
plano, donde se procedid al corte en trozos muy pequefios (0,5-1
mm de espesaor) mediante una hoja de bisturi. Se reunid todo el
material en un cristalizador que contenia solucidn fisiolébgica
y se agité suavemente esta suspensidn con una varilla de vidrio
en forma discontinua. Se dejd reposar y se descarts el
sobrenadante con una pipeta Pasteur conectada a una bomba de

agua. Esta operaciétn se repitidé varias veces hasta obtener
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sobrenadantes practicamente incoloros. Se suspendié el material
en la solucibn B en una relacion de 1-2 volumenes por gramo de
tejido durante 15 minutos, se dejé decantar y se elimino el
sobrenadante. Se colocaron los trozos en etapas sucesivas sobre
una malla de acero inoxidable (40Q }mn montada sobre un
recipiente cilindrico de vidrio o acrilico que contenia un
volumen por gramo de tejido de soluciédn C y se procediéd a
realizar una filtracién forzada mediante la aplicacién de
presion suave y movimientos giratorios realizados con un émbolo
de teflon (2,5 cm de di&metro). Se retird el material pasado a
traves de la malla, pero adherido a ella, con la ayuda de una
espatula y se 1lo reunid con el filtrado. Una vez que todo el
material se procesd en las condiciones mencionadas, se lavé el
residuc (R) sobre 1la malla con un volimen por gramo de tejido
de la soluciédn C. La suspensiédn obtenida se designé fraccion
inicial (FI). Se pesd el residuoc que no pas6d por la malla. Se
centrifugsé la suspensitn a 600 xg durante 10 min y se separd un
sobrenadante "inicial” (Sny) Yy un precipitado (Pdoj). Se
resuspendi6 este precipitado en 2 voluamenes de soluciédon C y se
centrifugd a 200 %g durante I minutos, se separtd el
sobrenadante vy el precipitado obtenido se lavd 3 veces con un
volumen de <oluciéon C. El precipitado final se designé Pdozx.
Los liquidos de 1lavado se reunieron con el sobrenadante
separado, design&dndose & toda esa fraccion Snop. El1 Pdox se
resuspendid en un volumen de solucién C.

En cada una de las fracciones se determind la actividad de
PBG-D vy el contenido proteico total, como se indicd en las
secciones II.2.1 vy 1II.2.2;3 vy el contenido de Hb siguiendo el
método de Crosby Yy Furth (469) . Tambieén se midid
espectrofotométricamente & 412 nm la recuperaciédn relativa de
Hb (en %) respecto de FI, después de cromatografiar 0,5 a 1 ml
de cada una de las fracciones por columnas de DEAE-celulosa
(microgranular) (0,S% % & cm) equilibradas con buffer Tris—-HC1

0,05 M, pH 8,5 vy eluidas con buffer Tris—-HCl 0,0% M, pH 7,0
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segiin lo indicado por Efremov y col. (470).
I1.2.3.2.2 Purificacién

Se emples como buffer D: fosfato de sodio 10 mM, pH 7,6.

Durante el procedimiento de purificacién se agregaron a
todas las soluciones de trabajo los siguientes reactivos PMSF
0,1 mM; aprotinina 3 pg/mly EDTA 0,53 mM vy clorhidrato de
benzamidina 1 mM.

La fracciéon Sny, rica en componentes citoplasmaticos de
hapatocitos, provenientes de aproximadamente 60 a 200 g de
tejido hepatico, se centrifugd a 11.000 xg durante IO min. E1
sobrenadante se calentd con agitacién suave a 55-60°9C durante
7 min; se enfri6 inmediatamente y se centrifugdé a 11.000 xg, 10
min. Se hizo un fraccionamiento con sulfato de amonio entre 35
y 60% de saturacidn, manteniéndose el pH (7,6) por agregado de
amoniaco. El pellet resultante se resuspendid en buffer fosfato
de sodio 10 mM, pH 6,8 y se dializ6 durante toda la noche
contra el mismo buffer.

La fraccion clarificada por centrifugacién se sembrd en una
columna de DEAE-celulosa (fibrosa) de 2,5 % 17 cm equilibrada
con el buffer de la muestra. La resina se lavd con 2 vollmenes

de este buffer vy luego con 2 volumenes de KCl1 25 mM en buffer

D. La elucitn, a un flujo de 80 ml/h, se realizd con 2,95
volumenes de KC1 250 mM en buffer D. El eluido total se
concentrd por ultrafiltracién. La muestra obtenida se llevé a

una concentracion 1,2 M de sulfato de amonio y se sembrd en una
columna de Phenyl Sepharosa (1,5 % 6 cm) equilibrada con buffer
D conteniendo 1,2 M de sulfato amonio. Se eluyd a un flujo de
20 ml/h con un gradiente discontinuo formado por distintas
soluciones de sulfato de amonio en buffer D, i.e.: 60 ml de
solucién 1,2 M3 30 ml de solucibn 0,6 M; 60 ml de solucibn 0,2
M3 luego 90 ml de buffer D, vy finalmente 260 ml de agua

destilada 1llevada a pH 7.6. Se recogieron fracciones de & ml vy
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la actividad enzimatica de las mismas se midid previa di&lisis
contra el buffer D. Aquellas con mayor actividad especifica se
reunieron y concentraron por ultrafiltracién.

La muestra obtenida se sembtrd en una columna de Sephadex
G-100Q (2,2 60 ecm). La elucibtn se realizd recogiendo
fracciones de 3 ml, a un flujo de 26 ml/h en buffer D. Las
fracciones con mayor actividad especifica se reunieron y se
sembraron en una columna de DE-52 de 1,1 % 20 cm. La elucién se
realizé con un gradiente lineal de KC1 0-0,2 M en buffer D (220
ml), recogiendo fracciones de 2 ml a un flujo de 40 ml/h. Las
frracciones con mayor actividad especifica se reunieron vy
concentraron por ultracentrifugacién. La muestra obtenida se
sembré en una columna de Sephadex G6G-7% (1,1 »x 60 cm) y la
eluciébn se realizé con buffer fosfato de sodiao 0,1 M, pH 7,6,
recogiéndose fracciones de 1 ml a un flujo de 20 ml/h. Las
fracciones con mayor actividad especifica se reunieron vy
concentraron po+r ultracentrifugacion. La fraccion asi obtenida
se recromatografié en idénticas condiciones y la preparaciotn
obtenida se concentrdé nuevamente Yy se conservd dividida en

alicuotas a =20°cC.

I1.2.3.3 Eritrocitos humanos

En todas las soluciones de trabajo se adicionaron los
reactivos —inhibidores de proteasas—- especificados en 1la
seccidn anterior (II.2.3.2.2).

Los eritrocitos se obtuvieran a partir de sangre
anticoagulada (200-250 ml), se lavaron con soluciotn fisiolbgica
(3 veces) eliminando los glébulos blancos y se lisaron por
congelamiento con un volumen de buffer fosfato de sodio = mM,
pH 6,8. El1 hemolizado se centrifugd a 8.000 xg, 10 min y el
sabrenadante se puso en contacto ("batch") con DEAE-celulosa

fibrosa, equilibrada con el buffer de lisado, manteniendo una

relacién de 1 ml de resina por 1 ml de hemolizado y se agitd
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durante 30 mmin. La resina se lavo con el mismo buffer hasta
eliminaci6én de 1la Hb no adsorbida y luego con 4 volumenes del
mismo buffer conteniendo NaCl 20 mM. La eluciotn de las
proteinas se realiz6 con 1 volumen (5 veces) de buffer fosfato
de sodioc 10 mM, pH 7,3 conteniendo NaCl 0,2 M.

El eluido se fracciond en alicuotas de 100 ml que se
calentaron 10 min a 55-60°9C. Las suspensiones se enfriaron en
bafio de hielo vy centrifugaron a 8.000 xg, 10 min. E1
sobrenadante se concentrd mediante precipitacién con sulfato de
amonio & 70% de saturacion. Las proteinas se sembraron en una
columna de Sephadex G-100 (2,2 x 80 cm) equilibrada con buffer
fosfato de sodio 50 mM, pH 7,3. La elucitn se realizé con el
mismo buffer recogiéndase fracciones de 3 ml a un flujo de 28
ml/h. Las fracciones con mayor actividad se reunieron vy
concentraron por ultrafiltraciédn. La muestra aobtenida, previa
didlisis contra buffer Tris-HCl 10 mM, pH 7,2, se sometibé a una
electroforesis preparativa segun el método de Davis (471)
utilizando geles planos (12%x16%0,2cm) y concentracién 7,72 T vy
2,82 C para el gel separador, vy 4,64 T y 2,5% € para el gel
concentrador. La zona que contenia la mayor actividad
enzim&tica -banda m&s catddica- se cortd vy eluyd en buffer
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,5 durante 16 hs. Se reunieron los
eluidos de varias placas, se concentraron por ultrafiltracibn vy

se congelaron a —20°C.

IT.2.4 DETERMINACTION DEL GRADO DE PUREZA

I1.2.4.1 Electoforesis en condiciones no desnaturalizantes

Las cotrridas se realizaron en geles de poliacrilamida
cilindricos (12%0,7 cm) o planos (12x16x0,1 cm) segun el método
de Davis (471), formados por un gel concentrador de 474 T, 2,6%
C y un gel separador de 7,34 T vy 2,6% C. Las muestras se

corrieron a 4°C durante 4 hs, en condiciones de amperaje
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constante (4 mA/gel cilindrico o 2 mA/cm para gel plano). Se
us6é Azul de bromofenol como indicador del frente de corrida.

Los geles se fijaron, tifNieron con Azul brillante de
Coomassie R-250 y decoloraron segun instrucciones del Manual de
Canalco (472). Para tinciones rapidas se uséd Azul brillante de

Coomassie G-250, siguiendo la técnica de Reisner y col. (473).
I1.2.4.1.1 Detecci6n de la actividad enzimatica en geles

Para 1la detecci6bn de la actividad, los geles se cortaron en
trozos de 2 mm vy se incubaron 100 min en un volumen final de
150 pl conteniendo PBG 0,2 mM y buffer fosfato de sodio 0,1 M,
pH 7,5. La reaccion se detuvo colocando los tubos en un bafio de
hielo, se removieron 1los geles Yy se agregbé-a la mezcla de
reaccié6on 0,5 ml de HCl1 10% (p/v). Las porfirinas libres se
midieron fluorométricamente, segun se indicé en 1la seccibn

I1.2.1.
11.2.4.2 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

Las corridas se realizaron en geles planos (12x16%0,1 cm)
preparados con un gel separador de 9 & 10%Z T segun el método de
Laemmli (474). Se utilizd como buffer de corrida Tris 0,0125 M
-glicina 0,096 M, pH 8,3 conteniendo 10% SDS.

Las muestras se trataron con un volumen de mezcla
desnaturalizante (50 pl de Z-mercaptoetanol, 300 Fl de SDS 10%,
125 ul de buffer de corrida, 500 ul de glicerol y 50 ul de Azul
de bromofenol 0,05%) durante 5 min a 80°C.

La corridas se realizaron a 4°C y a 2 mA/cm durante 4 hs.
Los geles se fijaron y revelaron segun instrucciones del Manual

de Canalcao (472).

I1.2.5 DETERMINACION Y CALCULO DE PARAMETROS MOLECULARES E
HIDRODINAMICOS
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11.2.95.1 Electroforesis

en condiciones desnaturalizantes vy
determinacion de PM
Las electroforesis en condiciones desnaturalizantes se

desarrollaron seqln se indicd en la secciéon precedente. En las
diferentes corridas se utilizaron alternativamente las
siguientes proteinas marcadores de FM: fosforilasa B de mésculo
de conejao (97.400), seroalbumina bovina (66.000), ovoalbimina

(45.000), gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de misculo de

conejo (36.000), anhidrasa carbébnica de eritrocitos bovinos
(29.000), tripsindgeno de pancreas bovino (24.000) Yy
—-lactoglobulina bovina (18.400). Los FM de las proteinas en

estudio se determinaron por interpolaciédn en los graficos

obtenidos de 1la representacidon de las movilidades relativas de

las proteinas marcadoras en funcion de sus FPM.

I1.2.5.2 Filtracibon molecular por geles de dextrano vy

estimacion de PM

Se us6 filtracibn por gel de Sephadex G-100, empleando
columnas de 2,5%90 cm 6 1,180 cm. El volumen de exclusibdn se
determind con Azul de dextrano. Las condiciones de siembra y
elucidn se indican en cada caso. Para la calibracién de las
columnas se utilizaron las siguientes proteinas marcadoras, las
que se determinaron midiendo su absorbancia. Sus patréametros

caracteristicos se resumen en la siguiente tabla:

PROTEINA FMx1C™3 Radio de Absorbancia
Stokes (rg) (A en nm)
(A)
Seroalbumina bovina
dimero 132 43 .59 230
monbmero 66 35,0 23
Ovoalbumina 43 27,3 230
Anhidrasa carbbnica 29 24,0 230

Citocromo C 12,4 16,4 410




87

Los valores de 1los volumenes de elucidn (Ve) de las
proteinas se obtuvieron de sus respectivos perfiles de eluciébn,
y se representaron graficamente en funciédn de sus PM,
astimandose en cada caso el correspondiente a la PEG-D en

estudio, segun el método de Andrews (475).

11.2.5.2.1 Determinacién del radio de Stokes

Los valores del radio de Stokes (rg) de las PBEG-D se
obtuvieron graficamente, segin el métodao de Laurent y Killander
(476) representando (- 1log Kav)l/z versus rg de las

proteinas marcadoras. El K5, se define como la relacién:

Fay Ve—-Va siendo: VYo: volumen de exclusién

Vt-Vo Vt: volumen total de la columna

Ve: volumen elucién proteina

Todos estos datos se obtuvieron de los estudios de filtracidn

por geles.

11.2.5.3 Ultracentrifugacidn en gradientes de sacarosa

Se prepararon gradientes lineales de <csacarosa 5-20% en
buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,2 conteniendo NaCl 0,1 M.
Para ello, se depositaron capas sucesivas de soluciones de
sacarosa de concentraciones 203 17,53 15; 12,53 103 7,53 y S%
respectivamente, cada una de 0,65 ml, y se dejaron reposar 2

horas a temperatura ambiente. Luego se los enfrid a 4°9C y se

sembro en cada uno la muestra adecuada Jjunto con los
marcadores. Las preparaciones se sometieron a centrifugacion
durante 16 hs. a 40.000 rpm vy 49C en una ultracentrifuga

Beckman L8-5% con rotor SW 55Ti. Al finalizar la corrida, los
gradientes se descargaron haciendo sifédn mediante un catéter

conectado a una bomba perist&ltica. Se recogieron fracciones de
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0,2 ml en las que se determinaron las marcadores y la actividad
de PEG-D. Las proteinas marcadoras con sus respectivos
coeficientes de sedimentacién (s20,w) expresados en S fueron:
fosfatasa alcalina de E. coli (6,3 S); peroxidacsa de rabano

picante (3,5 S) y citocromo C de corazén bovino (1,7 S).
I1.2.5.3.1 Medicibéon de las proteinas marcadoras
Catalasa: Se midid 1la actividad enzim&tica valorando el

sustrato no consumido (H205) con solucion IK (477).

Fosfatasa alcalina: Se dosé a 410 nm midiendo el

p—nitrofenol liberado, segin la técnica descripta en el manual
de Worthington (478).

Peroxidasa: Se midid dosando a 460 nm el color desarrollado
por la 0O-dianisidina oxidada al descomponerse el H,02 segin
la metodologia descripta por Maehly y Chance (479).

Citocromo C: Se valord por espectrofotometria en el

visible, midiendo la absorbancia a 410 nm.
11.2.5.27.2 Estimacion del coeficiente de sedimentacion

Los szo,w de las PBEG-D se obtuvieron a partir de los
datos de sedimentaciébn en gradientes de sacarosa. Se graficéd la
distancia recorrida por los marcadores desde el menisco del
gradiente (expresada en cm) en funcién de sus coeficientes
respectivos, Yy se interpold el valor para 1la proteina en

estudio segén el método de Martin y Ames (480).
I1.2.5.4 CAlculo del peso molecular

El PM de cada una de las enzimas se calculd de acuerdo al

método de Siegel y Monti aplicando la férmula:

PM=6.TW.NN20 w-rs-520,w/ (1-V)P20,u
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Siendo N= Numero de Avogadro; s= coeficiente de sedimentaciéng

7

viscosidad del agua a 20°C; rg= radio de Stokes;

volumen especifica parcial (0,725 cm3/g);

P

densidad del agua a 209C.

I1.2.5.5 C&lculo del cociente friccional y de 1la relacién

axial/ecuatorial

Para calcular los cocientes friccionales se utilizaron los
parametros moleculares previamente obtenidos (rg y FPM) que se
relacionan mediante la siguiente formula propuesta por Sieqel vy

Monti (481):

f/fo=rg (4 N/3.PM.V)L/3

Siendo: f cociente de friccién de la proteina
fg = cociente de fricci6tn de la proteina esférica vy

anhidra de igual masa.

Con el valor de f/fg y mediante las ecuaciones de Perrin
(482) vy del volumen de un elipsoide de revolucién prolato, se
calcularon la relaci6tn axial/ecuatorial (a/b) vy los valores
absolutos de ambos ejes (a Yy b) de acuerdo a las
consideraciones formuladas por Neurath (48%), asi como el radio

de una esfera equivalente anhidra.

11.2.5.6 Isoelectroenfogue en gel de agarosa

Las corridas se realizaron en geles planos haorizontales de
agarosa IEF (11x11x0,1 cm) preparados segun el manual de
Pharmacia (484) en una cuba LKB 2117 Multiphor II a 49C. Se

utilizé una fuente de poder LKR 2297 Macro Drive & y se trabajoé
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a potencia constante (8 W) durante 2 hs. Se emplearon anfalitos
con rangos de pH 4-6,5 y 5S5-8. Las muestras se sembraron en
papeles (0,5x1 cm) y consistieron en preparaciones purificadas
de 1la enzima de diferentes fuentes o extractos crudos y/o
calentados segun se especifica en cada caso.

Una vez finalizadas las corridas, los geles se procesaron y

tiffrieron para visualizar proteinas segiin instrucciones (484).
II1.2.5.6.1 Deteccidtn de actividad en geles de agarosa.

Para detectar la actividad de PBG-D, después del
isoelectroenfoque de las proteinas en estudio, los geles se
cortaron en trozos de 5S%1 mm, se incubaron Yy se midié el
producto formado sequn se describid en la seccion I11.2.4.1.1.

Fara 1la deteccitn de los perfiles de isoelectroenfoque de
los extractos proteicos, los geles se colocaron en contacto con
papel Whatman Z MM embebido en solucidén 0,8 mM de PHEHG en buffer
Tris-HCl1 0,3 M pH 8,3 a 45°C durante 60 a 90 min. Las bandas

fluorescentes se visualizaron después de 10 min de exposicion

bajo luz ultravioleta y se fotografiaron inmediatamente.
I11.2.5.6.2 Determinacion del punto isoeléctrico

La obtencion de los perfiles de pH en funcidén de la
distancia al catodo se logrd mediante 1la utilizacibn de
marcadares de pl ccmo se indica en cada caso; o bien midiendo
el pH sobre las placas mediante un microelectrodo de
superficie, inmediatamente de finalizada la corrida a 4°C.

Los valores de pl se determinaron midiendo la distancia al
catodo de 1las enzimas enfocadas, e interpolando sus valores en
el gr&fico de pH versus la distancia recorrida paor las

proteinas marcadoras o por los anfolitos enfocados en el gel.



91

IT.2.6 ANALISIS ESPECTRAL

Los espectros de absorcitn de las proteinas puras se
registraron en un espectrofotémetro Shimatzu UV-3000 entre 200

y 900 nm.

I1.2.7 ESTUDIOS CINETICOS

Para la determinacion de Km vy Vmax se utilizé el
tratamiento de Lineweaver-Burk (48%3) aplicado a 1los datos
obtenidos en el estudio de las velocidades iniciales (v) en
funcion de las concentraciones de sustrato [S], segun 1la
ecuaciodn de Michaelis—-Menten.

Los estudios de dependencia de actividad de PHG-D con el pH
se realizaron wutilizando diversos buffers para cubrir un rango
amplio de pH seglin se indica en cada caso.

Los datos obtenidos del estudio de la dependencia de la
velocidad con 1la temperatura se utilizaron para calcular la
energia de activacidon de la reaccidn enzim&tica, a través de la

ecuacion de Arrhenius, una de cuyas formas de expresibn es:

dlnk/dt=Ea/R.TZ

de su integracidn se obtiene la sigueinte formula:

log k = c—-Eas/2,3Z03 R.T

siendo Ea:energia de activacién; k: constante de velocidad de
la reacciébn; R: constante ideal de los gases; 7T:

temperatura absoluta (K) vy ¢c: constante (factor de

frecuencia).

Se graficd el log de la velocidad (proporcional a k) en funcion

de la temperatura absoluta de la reaccion. De la pendiente de
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las rectas se obtuvieron los valores de Ea.

11.2.8 COMPOSICION DE AMINOACIDOS

Para el analisis de amino&cidos, muestras de enzima
purificada (S0 Mg) se hidrolizaron al vacio en HC1 6M
conteniendo 1 mg/ml de fenol durante 20 y 40 hs a 110°9C
(486). El1 contenido de cistina m&s cisteina se estimd como
acido cisteico después de una oxidacibn con Acido perfbérmico
previa a la hidrélisis (487).

La composicién aminoacidica se determind con un analizador

de amino&cidos Beckman 119 CL.

IT.2.9 ESTUDIOS INMUNOLOGICOS

I1.2.9.1 Producciéon de anticuerpos

Los conejos se inmunizaron mediante inoculaciones
intramusculares en ambas patas traseras, con PBG-D hep&tica
animal (300 png) emulsionada con adyuvante de Freund completo
(1:1 v/v) para 1la primera inyeccidn y con adyuvante de Freund
incompleto (1:1 v/v) para las posteriores que se realizaron
cada 1% dias durante cuatro meses. Los animales se sangraron
por la arteria central de la oreja a partir de la quinta semana
después de la primera 1inyeccion. Los sueros se conservaron a
-200C.

Las diversas fracciones de suero se reunieron y el volumen
total se precipité con sulfato de amonio s6lido hasta 40% de
saturacion a 40C. Después de dos horas la fraccibébn se
centrifugé a 10.000 xg durante F0 min, el precipitado obtenido
se redisolvié en un volumen de buffer fosfato de sodioc 20 mM,
pH 7,4 conteniendo NaCl 0,15 M igual al 40% del volumen inicial
del suero, y se dializd contra la misma solucidn. El1 anticuerpo
(IgG—anti-PBG-D animal) se fracciond en alicuotas y se conservo

a —-200cC.
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Para la produccidén de anticuerpos contra PEG-D
eritrocitaria humana se siguidé un esquema de inoculacibon
semejante al descripto para la enzima animal, pero las primeras
dos inyecciones se realizaron con enzima nativa contenida en
gel de poliacrilamida disgregado en soluci6on ficsioldgica vy
posteriormente emulsionado con adyuvante de Freund completo
(1:1 v/v). Las restantes inoculaciones se realizaron con enzima
eluida del gel (100 Hg) emulsionada con adyuvante de Freund
incompleto (1:1 v/v).

El tratamiento de los sueros y la obtencién de la IgG-anti-
PBG-D eritrocitaria humana se realizo como se 1indico

anteriormente.
11.2.9.2 Inmunodifusion en gel

La teéecnica de doble difusiétn de Ouchterlony (488) se us6O
para: a) estimar semicuantitativamente el titulo de los
antisueros durante 1las inoculaciones y, b) exgminar la pureza
inmunolégica de las enzimas y comparar éstas con la proveniente
de otras fuentes (higado humano). Se hicieron los respectivos
controles con 1los sueros obtenidos antes pe iniciar los
esquemas de inoculaciotn o realizando los mismos con inyecciones
de adyuvante solamente.

Los experimentos de inmunodifusidn se realizaron sobre
portaobjetos, en agar al 1,54 en soluciétn fisioldgica. Los
geles se incubaron durante 48 hs a temperatura ambiente en
camara humeda, se lavaron con solucion fisioldgica, se secaron
y revelaron con Azul brillante de Coomassie R-250 para la

visualizaciétn de las bandas de inmunoprecipitacién.

11.2.9.3 Inmunotitulacidon y electroinmunoensayo

La inmunotitualcibn del anticuerpo (Ig6—anti-PBG-D

eritrocitaria humana) obtenido se realizé utilizando cantidades
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constantes de unidades enzimaticas de proteina purificada, vy
lisado de gl6bbulos rojos (GR)(un volumen de GR lavados m&s tres
volumenes de agua destilada) & las cuales se agregaron
diluciones seriadas de IgG—anti-PBG-D eritrocitaria en buffer
fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4 conteniendo NaCl 0,1 M. Se
trabaj6 <ciempre con una concentracién final de proteinas de 80
mg/ml que se obtuvo mediante el agregado de seroalbumina
bovina. Los controles se realizaron con IgG de conejo no
inoculado con 1la enzima. Las mezclas se incubaron 60 min a
37°C, después de 1o cual se agregbd a cada una de ellas una
cantidad constante de anti-IgG de conejo generado en cabra (70
fu). Las muestras obtenidas se dejaron toda la noche a 49C, Yy
al dia siguiente se centrifugaron a 15.000 »g durante 4% min.
La actividad enzim&tica remanente se midid en el sobrenadante
utilizando el ensayo est&ndar indicado en la secciéon II1.2.1.

La técnica de electroinmunocensayo o "rocket" inmunoelectro-
foresis (489) se puso a punto con el antigeno eritrocitario y
se empled para cuantificar la proteina PBG-D inmunorreactiva en
lisados de eritrocitos preparados a partir de GR lavados,
diluidos al 254 en buffer fosfato de sodio 350 mM, pH 7,4. Para
la misma se utilizaron geles de agarosa 1,5%Z en buffer Tris—HCl
0.050 M, pH 8,6 de 1,0 mm de espesory las corridas se
realizaron en cuba refrigerada a 13 mA durante 3 hs. Los geles
se lavaron con soluciédon fisioldbgica, se prensaron bajo papeles
de filtro y se tiMieron con Azul brillante de Coomassie R-250.

Se realizaron curvas de calibracién con la enzima purificada.

I1.2.10 ESTUDIO POBLACIONAL

La determinaciétn cuali y cuantitativa de 1los indices
hémicos caracteristicos ALA, PBG vy porfirinas se realizé en
diferentes liquidos Yy excretas bioldgicos de individuos
controles y pacientes porfiricos segun metodologias de rutina

en nuestro laboratorio (392, 490-492). Estas comprenden
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separaciones en resinas de intercambio ionico, por
solubilizacibon en mezclas de solventes orgé&nicos, por
cromatografias en placa delgada; reacciones de colorimetria,
etc. -

Los estudios de familia se proyectaron después de
identificado un portador, que en la mayoria de los casos, se
presentd en estado de crisis aguda.

Se hicieron mediciones en sangre de actividad enzim&tica de
FBG-D segan el método Kreimer—-Birnbaum vy Tomio (394),
determinaciones de sus pl segiin se describe en seccion 11.2.5.6
y dosaje de proteina inmunorreactiva segun se detalla en la
seccion 11.2.9.3.

Para 1la obtencion de hematina se partid de GR humanos de
sangre provista por Servicios de Hemoterapia garantizada apta
para transfusibtn. Se aislé vy cristalizd hemina de acuerdo al
Método de Fisher (493); se obtuvo hematina solubilizéndola en
carbonato de sodio 0,25%. Se' prepatr6 para su administracion
sequn lo descripto por Watson y dol. (494).

El dosaje de hematina en suero se realizé segtn el método

de Dhar y col. (230).
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II1. Resultados y Discusion

I1I1.1 PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE PEBG-D DE TEJIDO
HEPATICO DE MAMIFEROS

ITI.1.1 Enzima de higado de rata

IIT.1.1.1 Purificacién

Se 1inici6 el estudio de la FEG-D hep&tica, utilizando como
modelo el higado de rata, con dos objetivos parciales: &)
seleccionar los procedimientos mas eficaces, para ser aplicados
en la obtencibn de la enzima humana, en el tejido que es blanco
de 1la &alteracién porfirica y gue es de muy dificil acceso
(biopsias o hepatectomias); b) abordar estudios comparativos de
la enzima de diferentes especies.

En higado de rata adulta, sin tratamiento, esta enzima
muestra una actividad muy baja, uno a dos dérdenes de magnitud
menor, cuando se 1la compara con 1la enzima proveniente de
eritrocitos humanos (331, 336, 3F37), de bazo de rata tratada
con fenilhidracina 332 Y especialmente con la de
plantas y microorganismos (I15, 316, 322, 324).

La determinacibn de 1la actividad basal en este érgano
mostré uwn valor de 5,01 ¥ 0,5 U/g de tejido, con un rango de
4,41 a 5,51 U/g, medida como formacién de URO I.

La actividad de 1la PBG-D hepatica de rata exhibid cambios
en sus niveles basales en funcién del tiempo de vida, asi, sus
valores en el periodo prenatal (fetos de 16 a 18 dias) fueron
20 a 24 veces mayores a los del adulto (119,2 ¥ 11,7 U/g de
tejido), en el periodo neonatal 5 a 7 veces mayores (30,1 *
3,9 U/g de tejido) vy en el periodo postnatal alcanzaron los

niveles del adulto, recién B8 dias después del nacimiento. Se
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deduce que el nivel de la PBG-D aumentado en tejido fetal
hepatico corresponde a los focos de hemopoyesis que se
desarrollan en el mismo, existiendo buena correlacién entre la
migracion de la funcion hemopoyética y dicho increméhto.

Cuando se ensayd 1la actividad en homogenatos de higado de
rata preffada no se observd variacidén de los valores respecto de
los obtenidos en estadios puberal o adulto (hembra o macho).

La enzima de higado de rata adulta se purificé a
homogeneidad vy los resultados correspondientes a las diferentes
etapas del esquema de purificacidn wutilizado se hallan

resumidos en la Tabla I.

TABLA 1: CUADRO DE PURIFICACION DE PB6-D DE HIGADO DE RATAa

Los detalles experimentales de cada etapa y el ensayo esténdar de forsacién de URD I se indican en Metodos.

Etapa Proteinas Act. ecsp. Purific. Rto.
(mg) (Ux/mg) (%)
1 .Homogenato 15.280 0,036 1 100
2.Sn 11.000xg 8.645 0,054 1,5 85
3.Calentamiento 1.902 0,230 6,4 80
4 .Frecipitacién
Salina 859 0,394 10,9 61
S.DEAE-celulosa
batch 134 1,69 47 41,1
6.Sephacryl S-200 15,0 8,92 248 24,3
7 .DERE—celulosa 3,1 36,2 1.00%5 20,4

2 A partir de 100 g de higado.
$U = naal de URD I/h
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Los encsayos con homogenatos de higado de rata previamente
perfundido para eliminar la sangre contaminante mostraron una
actividad ecspecifica de 0,036%0,006 U/mg de proteina vy un
valor de 36,2 ¥ 6,8 U/mg para la enzima pura, coff un
rendimiento de aproximadamente 20%. Cabe destacar que para
obtener enzima purificada en el orden de miligramos se requiere
partir de cientos de gramos de tejido, lo que sugiere que la
proteina en estudio esta presente en baja proporciotn.

La preparacion después del calentamiento produjo sélamente
URC I. NMNo obstante, las condiciones seleccionadas para la
mediciotn de la actividad asequran la formacién de este isémero
o s6lo trazas del isédmero III1 en los primeros pasos de
purificaci6bn, como se verificé por cromatografia en placa
delgada (463). El1 calentamiento a 6&0°C por S5 min resultéd un
método celectivo que permitid separar 1la enzima de una gran
cantidad de proteina contaminante (mas del 73%Z) y a la vez, con
casi no pérdida‘ de 1la actividad total. Estos resultados
ratifican el caracter termoestable de esta enzima. La proteina
asi purificada precipitd en el rango 35-60% de saturacion de
sulfato de amonio.

El tratamiento en '"batch" de las proteinas con la resina
anidnica permitié eliminar totalmente 1los restos de Hb
presentes.

El perfil cromatografico obtenido por pasaje a través de
Sephacryl S-200 como puede observarse en la Fig.1S muestra un
unico pico de actividad que eluye después del pico mayor de
proteinas. Es de destacar que siempre se observd en este paso
una perdida significativa de 1la actividad, cercana al 50%,
hecho que puede deberse a la baja concentracion proteica con la
cual eluye.

La cromatografia en columna por 1la resina DEAE-celulosa
resolviéd la actividad enzimatica total en un sbdlo pico que
eluydé a una concentracion de KC1 95 mM (Fig.16). La proteina

recromatografiada dié un Qnico pico de proteina y actividad.
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F16,13: PERFIL DE ELUCION EN SEPHACRYL S5-200.

La fraccion proveniente de la etapa de DEAE-celulosa batch (70 ag de proteinas) se seabré en una coluana de Se-
phacryl §-200 equilibrada con buffer A. )

La elucién y la sedicién de proteinas y actividad se realizé seqin se indica en Métodos. Las fracciones con aa-
yor actividad especifica {52 a 59) se concentraron por ultrafiltracibn.
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F16.16: PERFIL CROMATOGRAFICO EN DEAE-CELULOSA.

La fraccitn proveniente de Sephacryl 5-200 (15 sg de proteinas) se seabré en una colusna cuyas disensiones y con
diciones de elucién se describen en Métodos. Se recogieron fracciones de 3 al y aquellas con msyor actividad es-
pecitica (46-50) se concentraron.
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Sin embargo, cuando la fracciéon proveniente de la precipitacion
salina (etapa 4) se dializ6 vy sometié a una cromatografia
similar, se observaron varios picos de actividad, como puede
verse en la Fig.17, que eluyeron a concentraciones de KCl &5,
95, 120 y 145 mM; siendo el segundo pico, aunque variable en
proporcitn de una preparacion a otra, el que prevalece siempre
en actividad. Estos resultados indican heterogeneidad de carga
en la preparaciéon enzim&tica menos purificada, lo cual podria
ser explicado por la presencia de formas moleculares maltiples
como se informb6 para la enzima eritrocitaria humana y bovina y
la de linfoblastos e higado bhumanos (329-331, 3JF40) o por
modificaci6tn proteolitica como han sugerido otros autores (332,
337) .

Con 1la intencidn de investigar esta segunda posibilidad, se
realizaron purificaciones en presencia de inhibidores de
proteasas. Cuando se utilizaron 0,1 mM de PMSF y 3 pg/ml de
aprotinina en las soluciones de homogeneizaciédn y a través de
las etapas de purificaciébn, se obtuvieron resultados similares
para ambas preparaciones enzimaticas. Estos hallazgos
permitirian descartar un efecto de protebdlisis y sugerir que
durante el proceso de purificacién las formas cargadas, que
aparecen minoritariamente en la distribucién de la actividad,
no se recuperan, o bien en ausencia de sustrato, se

interconvierten especialmente hacia una forma Unica.

III.1.1.1 Pureza y estabilidad

La pureza de la PEG-D de higado de rata se estableci6 de
acuerdo a dos criterios diferentecs:

a) Mediante el andlisis electroforético de la enzima nativa
a pH 8,9 como se indicé 1la seccion I1.2.4.1. En estas
condiciones se abservé una uGnica banda de proteina que se
correspondi6t con la de actividad enzim&tica, como se ilustra en

la Fig.18a. Estos resultados fueron confirmados cuando se
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F16.18: ELECTROFORESIS EN CONDICIONES NO DESNATURALIZANTES.

a) 60 pg de proteina purificada se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida (7,5 % T). La actividad
enzimdtica y la tincién de proteinas se realizaron segun se indica en Métodos. b) 40 pg de proteinz se incubaron
a 37°C durante 10 min.con PBG 0,2 aM. La muestra se seabré y corrid en iguales condiciones que en a). La posi-
cion del azul de bromofenol se indica sediante flechas.

’
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realizaron corridas electroforéticas en condiciones
desnaturalizantes, en presencia de SDS vy Z2-mercaptoetanol vy
cuyo analisis e realiza en la seccidon II.1.2.1. No obstante,
cuando la enzima pura s&* preincubd con su sustrato, FEG a
tiempoe (5-10 min) y concentraciones diferentes (0,1--0,2 mM)
los perfiles de las electroforesis mostraron otras dos bandas
de actividad m&s anddicas. Estas bandas coincidieron con los
respectivos componentes proteicos comoc puede verse en la
Fig.18b.

b) Mediante an&lisis inmunolédgicos segln se describi6 en
Métodos (seccion 11.2.9.2). Los anticuerpos de conejo obtenidos
contra PBG-D hepé&tica de rata enfrentados contra fracciones
crudas y puras de la enzima mostraron uwna dnica banda de
precipitacion. Como se muestra en la Fig.19, aparece un soclo
arco de identidad entre ambas fracciones. Estos resultados
indican 1la ausencia de otracs proteinas antigénicas en la enzima
purificada.

La PBG-D pura, en concentraciones de 100 pg/mllmantuvo su
actividad por no m&s de &6 horas en buffer fosfato de sodio
0,1 M, pH 7,5 a temperatura ambiente, para decaer muy
rapidamente vy alcanzar valores de inactivacion del 60% en 24
hs. Por otra parte el congelamiento a -200C no'previno en
forma significativa este efecto, lo que indica que es una
proteina 14bil en soluciocones diluidas. La estabilidad del
sobrenadante del calentamiento y de 1la fraccion 3JI5-60% de
saturacion de sulfato de amonio fue de seis meses conservados a

-200cC.
IT1.1.1.2 Caracterizacién
IIT.1.1.2.1 Parametros moleculares e hidrodin&micos
Con el objeto de caracterizar a la enzima hepatica de rata

se iniciaron estudios de sus propiedades moleculares.

Se determind el peso molecular aparente para la enzima
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F16.19: INMUNODIFUSION DE OUCHTERLONY.

Fracciones proteicas correspondientes a diferentes etapas del esquesa de purificacién se enfrentaron contra el
anticuerpo anti-PBG-D de rata {Ac). 1) 50 sl de la fraccién correspondiente al sobrenadante del calentamiento;
2) 50 aUl de 1a fraccion proteica hoaogénea.
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nativa por tamizaje molecular utilicando una columna de
Sephadex G6G-100, vy diferentes proteinas marcadoras segun se
deccribi6é en la ceccion 11.2.5.2. En la Fig.Z20a se muestra la
posicién de los marcadores y de la FEG-D para la cual se estimo
un valor de 41.000%f3.000 Da. Fara confirmar este dato se
realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. La
Fig.20b muestra una corrida electroforética en condiciones
desnaturalizantes de la enzima purificada y de los marcadores
uwtilizados, asi como el gr&fico que representa la relacibn
entre PM vy la movilidad relativa de las proteinas respectivas.
Como puede verse en la figura, se detectd una Gnica banda
proteica con movilidad intermedia respecto de los marcadores
ovoalbumina vy tripsinégeno correspondiéndole en el grafico un
PM de 42.000, valor muy cercano al informado para la enzima de
otras fuentes; lo sefialado confirma la pureza de la preparacion
enzim&tica, asi como la propiedad de ser una proteina
monomérica.

Para el calcylo de los parametros moleculares e
hidrodinamicos se utilizaron 1los datos de los coeficientes de
sedimentaciédn y radio de Stokes obtenidos por estudios de
ultracentrifugacidbn .en gradientes de sacarosa y filtracién en
geles, respectivamenﬂe.

En la Fig.21 se muestra el perfil de actividad de PRG-D,
asi como la posicion de las proteinas marcadoras de szo,w
indicadas con flechas. €Como puede observarse, la actividad se
recuperd en un dnico pico, que eluyd muy cercano al marcador
peroxidasa. El inserto en la figura muestra la relacion lineal
entre 1la distancia recorrida por las proteinas desde el menisco
del gradiente hacia el fondo en funcidn de sus respectivos
S20,w- El coeficiente de sedimentacibn para la enzima pura se
obtuvo por interpolacién en la recta obtenida, correspondiéndo-
le un valor de 3,% S.

El radio de Stokes de 1la enzima nativa se determinéd

analizando los datos de elucién de la columna de Sephadex G—-100



F16.20: DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR.

a) PM de ls proteina nativa por filtracién por gel, 3 og de PBE-D purificada y 5 sg de cada una de las proteinas
marcadoras de pesc aclecular se seabraron en una colusna de Sephadex 6-100 (2,5 x 90 ce) equilibrada con buffer
fosfato de sodio O,1M, pH 7,5. La elucitn se realizé en el smiseo buffer a un flujo de 35 sl/h. Se recogieron ali
cuotas de 4 pl. La determinacibn de los volusenes de elucién (Ve) de la PB6-D (O) y de las proteinas sarcadoras
{e) se realizb seqtn se indica en Métodos. 1. citocromo C; 2. ovoalbimina; 3. seroalbGeina bovina (mondeers) y
4, seroalbleina bovina (digero)

b) PH siniso por SDS-PABE. La enzima (5 ug) y una sezcla de proteinas sarcaderas {5 ug c/u) previasente desnatu-
ralizadas se corrieron en gel plano (107 T) segdn se indicé en Métodos. La tincitn se realizé con Azul Brillante
de Coomassie R-230, La sovilidad relativa a la del colorante indicador del frente de corrida se representa en
funcidn del PN de los sarcadores (e). 1. seroalbiwina bovina (sontmerc); 2. ovoalblisina; 3. Tripsinégeno y 4. B-
lactoglobulina. PB6-D {0).
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F16.21: DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE SEDIMENTACION.

En gradientes lineales de sacarosa, como se describe en Métodos, se sembraron 250 ul de la fraccibn de Sephacryl
§-200 conteniendo 150 pg de protefnas junto con 25 ul de la mezcla de marcadores de spg . La detersinacién de
la actividad enzisdtica (o) y de los sarcadores en las alicuotas recogidas se describen en Metodos. Se usa-
ron: peroxidasa (PER), fosfatasa alcalina (FA} y citocrome C (CIT), sus posiciones de elucién desde el fondo del
tubo son indicadas por flechas. Inserto: grafico de la distancia recorrida por las proteinas (@) versus 526,n°
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como se describid en Métodos. En 1la Fig.22 se muestran los
perfiles proteicos de 1los marcadores de rg y de actividad de
la PBG-D purificada. El1 inserto en la Fig.22 muestra la
relaciéon entre (-log Kav)l/Z Yy los rg de las proteinas
marcadoras. Por interpolacién se obtuve un valor del rg de
27,0 A para la enzima nativa.

Con los datos de spo,w Y rs oObtenidos y combinados
mediante la ecuacién propuesta por Siegel vy Monti (secciébn
I1.2.5.4) vy considerando un volumen especifico parcial de 0,725
cm3/g, semejante al de las proteinas globulares solubles, se
pudo calcular el PM para 1a PBG-D, obteniéndose un valor de
41.600 Da.

Con 1los valores dé PM y rg asi obtenidos se calculé el
cociente friccional de la enzima aplicando la farmula detallada
en la seccion 11.2.5.3. Se estimd un valor de f/f5 = 1,18
para la forma prolato hidratada.

Si se' considera, ;demés, la suposiciédn de Neurath (483)
referente a 1la influencia de la hidrataciétn sobre la constante
de disimetria, es decir que ésta se puede relacionar
especificamente con la forma de la molécula proteica
deshidratada, es posible calcular la relacidtn de los ejes a
({largo) vy b (corto)= a/b para un elipsode de revolucidn prolato
Yy sus valores absolutos (a, b) por combinacibon de las
ecuaciones para el c&lculo del cociente friccional con la de
Perrin (482) vy la del volumen de dicho elipsoide. Mediante este
analisis se obtuvieron valores de: 4 para la relacién a/b vy
115 Ay 20 A para las dimensiones absolutas de los ejes a y b
respectivamente.

Loz estudios de isocelectroenfoque, en el rango 4-6,5, de
muestras de la enzima correspondientes a homogenatos calentados
a 953°C durante 9 nin, revelaron la presencia de una o dos
bandas a pH 4,3-4,9. Cuando se analizd por este método la
@anzima pura se detectd la precsencia de dos bandas proteicas muy

cercanas que fueron practicamente 1indistinguibles cuando =e
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F16.22: DETERMINACION DEL RADID BE STOKES.

Se utilizaron los datos de elucibn de la colusna de Gephadex 6-100 de la Fig.20. La actividad de PB5-D (o) y la
absorbancia de las proteinas patrones, indicadas en la figura coso 1 respecto del valor sdxiao obtenido en cada
taso, se determinaron segin se indica en Métodos. Las proteinas marcadoras fueron sercalbasina bovina (dimero)
(a}; seroalblaina bovina aonbmero (e); ovoalbimina (@) y citocroso € (x). Inserto: grafico de (-log Kav) /2 ver-
sus los radlus de Stokes de las proteinas marcadoras segin se detalla en Nétodos. V,:volisen de exclusién.
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determiné actividad enzim&tica y pH. La Fig.23 muestra la
relacion entre 1los valores de pH del gradiente obtenidos a
partir de los pl de las proteinas marcadoras enfocadas y la
distancia de las mismas al c&todo. De la representacién lineal
se obtuvoc un wvalor de pIl = 4,9 para la enzima pura. Estos
resultados demuestran que 1la forma molecular predominante en
tejido hepatico es mas &cida que las encontradas en eritrocitos
de rata y de higado humano, como se informa y discute méas

adelante (secciétn 111.3.1).

III1.1.1.2.2 Composicién de amino&cidos

ta Tabla Il resume los resultados de la investigacitn de la
composicién de aminocacidos, considerando un PM de 42.000 para
la enzima pura. El anélisis de los mismos reveld una proporcién
relativamente alta, mas del 404 de amino&cidos A&cidos; la
enzima contiene ademas una muy baja proporcién de aminoacidos
azufrados (metionina, cisteina y/o cistina).

Estos resultados son similares a aquellos obtenidos para 1la
enzima eritrocitaria humana, pero diferentes especialmente en

el contenido de residuos de tirosina (331).

I1I1.1.1.2.3 An&lisis espectral

El espectro de absorcion (UV-visible) de la enzima pura en
buf fer fosfato 0,1 M a pH 7,5 mostré6 un tipico perfil
correspondiente al de una proteina libre (maximo 276-278 nm).
Por lo tanto no hubo evidencias de cofactores u otros
compuestos unidos a la enzima obtenida en estas condiciones;
observandose adem&s que aun la eventual presencia de isbmeros

de carga diferenciales no afectartian su perfil de absorcién.

IIT.1.1.2.4 An&lisis cinético

En las condiciones del ensayo estandar de mediciébn de
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F16.23: DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO.

La proteina purificada (2 pq) y los aarcadores (2 ug c/u) se enfocarcn en gel de agarosa cca un gradiente de pH
4 - 6,5. La tincidn de protelnas y la determinacidn de actividad de PBS-D se realizb segin s2 espacifica en Mé-
todos. Las distancias al cdtodo de -los aarcadores (e} se rapresentaron en funcisa de sus pi. 1. anhidrasa carbo-
nica bovina B; 2. @-lactoglobulina A; 3. inhibidor de tripsina de scja; 4. glucosa oxidasa. n la parte superior
de la figura se auestra el carril del gel teNido para proteinas correspondiente a la FBG-D Q).
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TABLA 11: COMPOSICION DE AMINOACIDAS

La determinacion de la coaposicién aminoacidica se realizbé coso se indica en Métodos. Los datos pesentados son
valores prosedios obtenidos después de hidrélisis de 20 y 40 hs.

Amino&cido Residuos %
(moles)
Asx 41,7
Thré 29,6
Serd 33,2
Glx 59.2
Fro 18,6
Gly 41,8
Ala 30,6
Cyeb 5,6
Val 20,6
Met 6,7
Ile 11,1
Leu 30,5
Tyr .7
Fhe 12,8
Trp N.D.C
Lys 18,8
His 8,4
Arg 14,5

t Residuos por 42,000 Da.

3 valores obtenidos por extrapolacion a tiespo cero de
hidr8lisis,

b Medido coao 4cido cisteico después de la oxidacibn con
acido perféraico.

€ N.D. no determinado.
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actividad como se indicé en Métodos, la PBG-D hepatica muestra
una formacién del producto, medido como URDO I, que aumenta
proporcionalmente con el tiempo Yy lo hace en forma lineal al
menos por una hora, no observandose "lag". La cantidad de
porfirinas formadas resul to ademé&s, proporcional a la
concentraciéotn de enzima desde 0,03 a 0,7 nmoles de URO I/h a
370cC.

La Fig.24 muestra la dependencia hiperbo6lica de 1la
actividad enzimatica asi como 1los resultados de aplicar el
tratamiento de Lineweaver-Burk a 1los datos de velocidades
iniciales en funciotn de las distintas concentraciones de
sustrato, confirm&ndose un tipico comportamiento michaeliano de
la enzima. Esto sugiere un mecanismo secuencial de
desplazamiento en la union de cada una de las cuatro moléculas
de sustrato para dar el hidroximetilbilano. El vaior de Km
obtenido fue de 17 M & pH 7,5 en buffer fosfato de sodio 0,1 M
y a 3I79C.Este valor es algo mayor que el de la enzima de
higado bovino y eritrocitos humanos (120, 331).

En 1la Fig.25 se muestra la dependencia de la actividad
enzimatica medida como VYmax con la variacién del gii. E1 valor
O6ptimo se encontré a pH 7,5 tanto en buffer fostato 0,1 M como
en Tris-HCl 0,05 M medido a la temperatura de incubacidén
(37°C). Cabe seflalar que la enzima mostré una actividad mayor
en un 2%% cuando se la probé en buffer Tris-HCl1 0,1 M.

La proteina preincubada resultd estable en el rango de pH
6,0 - 8,0. Sin embargo, no pudo detectarse actividad cuando se
incubd la enzima & pH menores a 6,2.

El tratamiento de los datos obtenidos en los estudios de
dependencia de Vmé&»x versus pH permitieron obtener, tomando en
consideracion lo informado por Segel (495), dos valores de pkKa
de 7,1 vy 8,0. Sin embargo este an&lisis no puede distinguir
entre los estados de ionizacibn correspondientes a las especies

involucradas en el o los complejos E-S.
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F16.24: DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS. GRAFICO DE LINENEAVER-BURK.

Las velocidades -iniciales se deterainaron aidiendo la produccién de URD I. Se utilizaron concentraciones de PBE
desde 5 a 200pM. Las unidades de v se expresan en naoles de URO I/h.aq. Los valores representados son prosedios

de tres determinaciones.
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F1G,25: EFECTO DEL pH.

La actividad enzisdtica de la proteina purificada se detersind coso se indica en Métodos. Los ensayos se realiza
ron a8 37°C en los siquientes butfers: fosfato de sodio 0,1 M (&), Tris-HCl 0,05 M {©) y Tris 0,1 M (e). Las uni-
dades de Voix se expresan en nsoles de URD I/h.sg. Los valores indicados son proaedios de tres experimentos.
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Cuando se estudid la variacién de la actividad de la PBG-D

con la temperatura de incubaciétn, se observé un aumento
progresivo desde los 25°C, alcanzandose un maximo a valores
cercanos a los 85%°C. A estos valores de temperatura se

observé un incremento de ocho veces la actividad respecto a la
hallada a 3I79C, mientras que a 25°9C su capacidad catalitica
disminuye a 0,4 veces y a 0°9C es casi nula. Cabe destacar que
a temperaturas mayores de S0°C la producciéon de porfirinas se
incrementa notablemente a causa de la polimerizaciédn quimica
del PBG-D, su sustrato especifico. For ende, los valores de
actividad informados se hallan corregidos.

La magnitud del efecto de 1la temperatura puede ser
evaluada, al menos en forma aproximada, mediante la aplicacion
de 1la ecuacion de Arrhenius y el calculo de la energia de
activacion (Ea), segin se describid en la seccion 11.2.7,

Este analisis permitié observar un comportamiento biféasico
en el mecanismo de activacién, con un corte a 45°9C como se
puede observar en la Fig.26, donde se grafica el log de 1l=a
velocidad de reaccion en funciotn de 1la inversa de 1a
temperatura absoluta. Estos resultados indicarian que podria
t:ner lugar wn cambio conformacional de la enzima, a esa
ramperatura, favoreciendo la reacciébn. A través de la relacion
lineal se estimaron 1los valores de Ea siendo de 62,8 kJ/mol
para el rango 25-45%5°C y de 108,8 kJ/mol para el rango
45~-359C.

A temperaturas mayores a 55-609C prevalecid el efecto de
inactivacibdn enzimatica, observa&ndose precipitacion proteica.

El factor de temperatura Q3(, que indica el incremento de
la velocidad de reaccibn con un aumento de la temperatura de
109C varié entre 2 y 4 para el rango ensavado.

Los estudios de estabilidad térmica se 1llevaron a cabo
preincubando la enzima en ausencia de FBG durante diferentes
periodos de tiempo a las temperaturas indicadas en la Fig.27.

Los resultados revelaron que la enzima de higado de rata es muy
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F16.26: EFECTO DE LA TEMPERATURA. GRAFICO DE ARRHENIUS.

La actividad enzisética se aidib coso se describe en Métodos, incubando la enzisa con sustrato a las temperatu-
ras indicadas. Se determinaron siespre velocidades iniciales cuyas unidades se expresan en pacles de URG I/h.ag.
Su valor a 37°C para la fraccién correspondiente a la etapa de precipitacion salina, fue de 360 paoles de

URD I/h.oq. Los resultados reprecentan los prosedios de tres deterainaciones.
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F15.27: INACTIVACION TERMICA DE LA PBG-D.

Alicuotas de la enzima (25 pl) correspondientes a la etapa de purificacién de precipitacién salina (0,38 U/ag)
se preincubaron a 37°C (e}, 45°C (4}, 65°C (o} y 80°C (o) durante los periodos de tiespo indicados. La actividad
residual se ensayb a 37°C coso se indica en Métodos.
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estable, ya que no se observ6o pérdida de actividad apreciable
después de 45 min de preincubacién a 459C 6 55°C.

Cuando las temperaturas de tratamiento fueron mayores
(BOPC) se observé una pérdida progresiva de la actividad con
el tiempo, sin embargo adn después de 30 min a 809C la enzima

retuvo un 15% de la actividad a 3I7°9C.

IT1.1.2 ENZIMA DE HIGADO HUMANO

ITI.1.2.1 Aislamienta: Eliminacion de la contaminacién

eritrocitaria

Como el objetivo primordial de esta investigacién es el
estudio de la PBG-D hep&tica humana, enzima que condiciona el
establecimiento del sindrome porfirico en la enfermedad PAI, se
hizo necesario contar con la proteina pura, es decir libre de
su posible contaminacidbn con isoenzimas provenientes de otros
tejidos y en cantidades que permitieron su caracterizacion
tanto bioldbgica como estructural.

El higado humano es un ©6rgano ricamente vasculari=zado,

recibe sangre por dos sistemas de vasos —-vena porta y arteria

hepatica—- que transportan alrededor de 1.500 ml de sangre por
minuto. La circulacion intrahepética es ademas extremadamente
compleja. Este hecho, asi como el material del cual se parte

determind que se intentaran diferentes estrategias, que tomaran
como premisa la obtenciotn de tejido hepatico o hepatocitos
libres de contaminacidén sanqguinea.

El desarrollo de métodos para disgregar el tejido hepatico,
en particular de rata, en una suspensitn de simples células
viables, ha sido un logro tecnolégico ampliamente satisfecho.
Se han descripto una diversidad de ellos (496) y en todos los
casos la integridad morfolbogica de la célula y su funcionalidad
invariante bhan =sido los requisitos decseables. Si bien el método

de perfusidbn con colagenass (497) es el mas frecuentemente
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empleado para 1la dispersiétn de las células y con un buen
rendimiento de células parenquimatosas viables, para ciertos
estudios su uso esta limitado, por su costo y accesibilidad,
s6lo a animales o trozos de higado pequeflos. En nuestros
estudios, sin embargo, el aislamiento de la en:zima citosélica
PBG-D de higado humano para su posterior analisis requeria un
procedimiento que permitiera econémicamente trabajar grandes
cantidades de tejido -6rdenes de cientos de gramos- y que
eliminara la mayor cantidad de tejido sanguineo que 1lo
contamina. De hecho, el tejido fuente de la enzima proveniente
de hepatectomias, biopsias o de autopsias, descartaba el uso de
perfusién.

Fara ello, se probd una técnica de disgregaciédn mecanica vy
una posterior centrifugacion diferencial, que permitid lograr
el aislamiento de la PBG-D propia del hepatocito en cantidades
que dependen del material de partida.

La Fig.28 muestra el esquema de la secuencia de operaciones
descriptas en Métodos (secciéon 11.2.3.2.1).

La observacit6n al microscopio 6ptico (100 x) de cada una de
las fracciones obtenidas por esta metodologia mostré que:

a) La fraccion FI contenia conglomerados de células
hepaticas agrupadas (racimos), pocas células aisladas,
componentes subcelulares citoplasmaticos y eritrocitos.

b) En la fraccibn Sny no se observdé ningun tipo de
células, <=e visualizaron soOlamente componentes subcelulares:
mitocondrias, reticulo endoplasmico, etc., producto de la
ruptura de las mismas.

c) La fraccidn Sno contenia casi exclusivamente globulos
rojos intactos.

d) El precipitado final (Fdo=z) exhibia s6lo células
hepaticas agrupadas, escasos eritrocitose, algunos hepatocitos
aislados y restos celulares. La morfologia de las células
hepaticas observadas no fue homogénea, 1o que implicaria su

ruptura por la técnica utilizada.



122

Tejido descapsulado

corte
\

trozos finos

Lavados (NaCl 0,9%)

-

Suspension 15 min.
O o . -
o222/ (solucionB)

Tamizaje
malla 400 pm
“//4 Lavados (solucidn C)

Residuo
FI Suspensidn (solucidn C)
Cfg. 600 x g, 10 min.
Sn .Pdo,.

1 1l
Resuspension (solucidn C)
Cfg. 200 xg, 3 min.

Sn2 Pdo2

Lavados x 3 (solucidn C)
Cfg. 200 x g, 3 min.

Pdo

F16.28: AISLAMIENTO DE LA PBG-D HEPATICA HUNANA.

Los detalles de cada una de las operaciones se indican en Métodos. Ho: homogenato; R: residuo; FI: fraccién ini-
cial; Sn: sobrenadante; solucién B: sacarosa 0,25 M, EDTA 5 sM; solucibn C: sacarosa 0,25 M, EGTA 35aM, PASF 0,1
2N,
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En las distintas fracciones obtenidas (Fig.28) se midieron
la actividad catalitica de PBG-D, proteinas totales y contenido
de hemoglaobina, segun se indicd en Métodos, después de
homogeneizar las suspensiones y 1los precipitados o lisar la
fraccion Sno mediante congelamiento ' descongelamiento
sucesivos.

En la Tabla 111 se presentan 1los resultados de 1la
cuantificacion de 1la actividad enzim&tica y los porcentajes de
su recuperacion en las diferentes fracciones respecto de la
suspension inicial. Los mismos son representativos del
procedimiento, aplicado en este caso a material proveniente de
una hepatectomia (150 g de tejido).

La mayor cantidad de actividad catalitica de la enzima
citosdlica (76%) sce recupertd en el primer sobrenadante después
del tamizado de los cortes de tejido (Sny) lo que implica que
la metodologia aplicada produjo una gran ruptura de las células
hep&ticas y 1la salida de sus componentes citoplasmaticos. La
actividad determinada en el sobrenadante Sno corresponde a la
de la isoenzima presente en los glébulos rojos, que conforman
esa fraccion segun 1o demostré la observacién microscdpica.
S6lo0 un 22 de la actividad quedd retenida en el precipitado,

observandose una pérdida de la actividad total de un 7%.

TABLA 1T1: ACTIVIDAD DE PBG-D EN LAS DIFERENTES FRACCIONES

Fraccibn Actividad total Recuperacibn
(U)x (%)
FI 28 100
Sny 248 76
Sno 50 15
Fdox 8 2

$ U=naol URD f/h.
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En la tabla IV se muestran los valores representativos de
proteinas totales, contenido de Hb y el porcentaje de
recuperacion de esta proteina evaluados en cada una de las

fracciones descriptas en la Tabla III.

TABLA IV:CONTENIDO DE PROTEINAS Y HEMOGLOBINA EN LAS DIFERENTES FRACCIONES

Fraccion Prot. Totales Hemoglobina Recuperacion de Hb
(mg) (mg) (%)
FI 9718 658 100
Sny 6396 91 14
Sno 600 324 80
Pdox 2395 15 2

En la Tabla V figuran los resultados de la aplicaciédn de
esta técnica separativa cuando se utilizaron, como material de
partida, muestras de tejido hepatico obtenidas en diferentes
condiciones y se midieron los parametros de actividad vy
contenido de Hb en la fraccion Sny.

Los valores de actividad enzim&tica vy contenido de
hemoglobina, expresados como porcentaje de recuperacidbn para la
fraccion Sny respecto de la inicial (FI) fueron similares
para biopsias y hepatectomias. Se recuperd siempre un 7%%4 o mas
de la actividad catalitlca. En tejido "post-mortem”, si bien la
recuperacion de la actividad enzimatica fue de alrededor del
80%, la contaminacion eritrocitaria resultoé siempre
significativamente mayor gque 1la obtenida en hepatectomias y
biopsias cuando se aplicé el test de Many-Whitney para muestras

independientes (498).
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TABLA V: RECUPERACION DE ACTIVIDAD ENZINATICA Y DE CONTENIDO DE HEMOGLOBINA

Los valores representan prosedios y rangos porcentuales de las fracciones Sny respecto de las FI para las dife
rentes auestras.

Fraccion Actividad de PBG-D Hemoglobina
Sny (%) (%)

Autopsias (n=9) 82 22
(80-83) (20-25)

Biopsias (n=7) 76 3 X
(70-78) (9-15)

Hepatectomias (n=4) 75 14 %x
(69-77) (10-17)

$ p€0,025

8t (0,08

Por otra parte, si los valores de actividad de PBG-D de las
fracciones ©Sny se consideran respecto de la actividad de las

fracciones iniciales pero corregidas por la contribucién de las

correspondientes eritrocitarias (FI-Sn»o) se obtienen
porcentajes de recuperacion significativamente mas altos,
igualandose los valores para hepatectomias y autopsias,
(autopsias: 89%, biopsias: 864 y hepatectomias: 89%). Cabe

aclarar que la contribuciétn de la isoenzima eritrocitaria como
contaminacion inicial depende de 1la 1lisis producida en el
material de partida, que en el caso de autopsias puede ser
elevado.

En ecstos ensayos el rendimiento de las unidades enzim&ticas
obtenidas respecto del peso de higado trabajado (U/g tejido
humedo) fue muy variable, dependiendo especialmente de 1la

consistencia y edad del material de partida. Se pudo observar
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que una vez tamizados los cortes de tejidos, los pesos de los
residuos (R) resultaban significativamente diferentes. Sus
valores variaron entre 30-607% del peso total inicial, por lo
que todas las mediciones y calculos se realizaron a partir de
la etapa FI. En general, estos residuos fueron desechados vya
que contenian gran cantidad de material conectivo, fibroso y
vascular con sangre oclulida, adem&s de acumulos de tejido
hep&atico. Ensayos para lograr una mayor recuperacion del
contenido celular de dichos acumulos mediante un posterior
procesamiento de 1los residuos con un tratamiento fisico mas
forzado, significaron siempre una mayor contaminacién con el
contenido citos6lico de otras células, en particular 1las
eritrocitarias.

Se compararon ademas, las actividades del tejido hepatico
(hepatectomias) medidas en las suspensiones (Ho y FI) obtenidas
por dos técnicas de tratamiento mecanico, previa
descapsulaciéon, lavado vy corte del tejido similar para ambas,
1) homogeneizacion de los trozos con disgregador tipo
FPotter—-Evelhjem, rutina en la determinaciobon de enzimas
(fraccion Ho) y 22 filtraciédn forzada a través de mallas de
acero inoxidable (FI).Como puede verse en la Tabla VI los
resultados muestran valores de actividad especifica similares
para ambas suspensiones, lo que implica que en el tratamiento
se conserva dicha relacion de actividad a proteina y a veces la
favorece a expensas de proteinas contaminantes.

Por todo 1lo expuesto, este método, basadndose esencialmente
en procedimientos empleados para la obtenciétn de suspensiones
celulares hep&ticas por métodos mec&nicos, permitié la
obtenciétn del contenido citoplasmatico de células del higado
humano con escasa contaminaci6otn de hemoglobina y por ende de
proteinas del eritrocito en general vy de 1la enzima PBG-D
eritrocitaria en particular. La técnica <se basa en la
filtracion forzada de trozos de higado finamente cortados, a

travése de m&allas de acero inoxidable. Se probaron tamices con
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diversas aperturas de malla eligiéndose 1la de 400 um que
permiti6é la ruptura diferencial de las células que constituyen
el tejido parenquim&tico del higado (sistema continuo) y la
fltracién facilitada por el tamaflo menor de las céluals
sanguineas (sistema discontinuo). El tratamiento meca&nico dafia
asi, 1la célula hepatica, probablemente por abrasiétn de la

membrana plasmatica.

TABLA VI: ACTIVIDAD DE PBG-D EN HOMOGENATO Y FRACCION INICIAL

MUESTRA FRACCION ACT. ESFECIFICA
(UX/mg proteina)

Ho 0,024%0,003%x

Adulto FI 0,033%0,007%x

8 U = naol de URD I/h, 8% valor promedio * SD (n=12)

El analisis de los resultados presentados permite inferir
que una masa considerable de tejido hepatico se desintegré y
que su contenido citoplasmatico se liberd como se demuestra por
la apariciéobn de organelas propias del mismo en la fraccion
Sny y por haberse determinado en ella la actividad de PGBE-D.

Las Tablas 1III1 y IV demuestran que: &) la mayor proporcion
de 1la proteina enzimatica (75-80%) aparece contenida en la
fraccion ©Sny vy una pequefia proporcion distribuida en las
otras fracciones; b) la actividad catalitica de Sny
corresponde principalmente a la isoenzima hepatica, mientras
que 1la de la fracciobtn Snp pertenece a la eritrocitaria; c)

los eritrocitos que por su discontinuidad pasan sin ruptura a
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traveés del tamiz de 400 um, sedimentan en la primera
centrifugacion (Pdoy) vy posteriormente a su resuspensibn, Ee
localizan en la fraccion Sno por la subsiguiente

centrifugacion a menor velocidad y tiempo.

I1I.1.2.1.1 Actividad basal de PBG-D

Los niveles basales de PBG-D en tejido hepatico adulto se
midieron en los diferentes materiales de partida accesibles. El
analisis de los resultados mostré valores promedios no
significativamente diferentes. 8e obtuvieron valores de 0,025;
0,024 vy 0,028 U/mg proteina para homogenatos de biopsias,
hepatectomias Yy autopsias, respectivamente. La actividad
especifica promedio medida después de la homogeneizaciétn del
tejido con disgregador del tipo Potter Elvelhjem (Ho) y después
de la eliminacion de la contaminacion eritrocitaria (Sny),

segin el esquema descripto, se muestra en la Tabla VII.

TABLA VII: ACTIVIDAD BASAL EN DIFERENTE MATERIAL HEPATICO

MUESTRA FRACCION ACT. ESP.
(Ux/mg)
Adulto (Piopsia, autopsia, Ho 0,026%0,004 xx
hepatectomia; n=30) Sny 0,039X0,003%x
Neonato (Autopsia; n=3) Ho 0,080

t U = naol de URO I/h, 88 valor prosedio *SD

Los valores promedio de actividad especifica para Ho
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estuvieron comprendidos dentro del rango 0,20 a 0,33 U/mg y los
de Sny entre 0,030 y 0,052 U/mg. Si se considera el valor
promedic de proteinas obtenido en esta investigacion de 148
mg/g de tejido humedo, la actividad basal promedio de la enzima
PEG-D en higado adulto es de 3,66 U/g de tejido himedo. Este
valor, algo superior (27%Z) al informado por Strand y col.
(391), confirma su baja actividad en higado, de forma tal que
puede ser considerada como la segunda enzima de velocidad
limitante en el camino biosintético del hemo en este tejido.En
higado de neonato 1la actividad especifica en la fraccion Ho
resulté tres veces superior a 1la de tejido adulto, lo cual
concuerda con la mayor actividad que esta enzima presenta en
tejidos hematopoyéticos (229). Por ello, la mayor actividad
cbservada puede atribuirse a gque el higado de neonato exhibe

actividad eritropoyética residual.

ITI1.1.2.2 Purificacion.

Las muestras provenientes de hepatectomias, que se obtienen
en condiciones de circulacibn restringida, presentan un menor
contenida de glébulos rojos y disminuyen la posibilidad de
contaminaciéon eritrocitaria, por lo que constituyen el material
de eleccién para la purificacidon de la enzima.

La fraccion Sny; obtenida &a partir de este material y
segun el procedimiento descripto en la seccion 11.2.3.2.1 vy
esquema de la Fig.28 se utilizé como punto de partida del
proceso de purificacion.

En la Tabla VIII se presentan los resultados de una
purificaciébn representativa de FPBG-D, segun se detalld en
Métodoes (seccibn, II1.2.3.2.2).

La actividad especifica obtenida después del pasaje por una
segunda columna de Sephadex G-75 es de 30,5 U/mg, con un
rendimiento del 177 y un grado de puriificacion de 744 vecec.

Cabe destacar que su comparacion se realiza con una etapa que



implicd previamente la ruptura del hepatocito, la 1iberaciéon de
las enxzimas citoplasm&ticas al medio de suspernsidn v wuna
centrifugacion que elimind ademas de los restos celulares, la

contaminacion eritrocitaria.

TABLA VIIT: PURIFICACION DE LA PBG-D DE HIGADO HUMANQ®

Los detalles experimentales de los pasos de purificacién y 1a medicitn de actividad y proteinas se describen en
Metodos.

Etapa Frotelinas Act. E«p Furific. Rto.
(mag) (1lJk/mg) (%)
1.3my 7.820 0,001 1 100
2.9 11.000xg 6050 Q0,000 1.3 G4
Z.Calentamiento 1.12& 0,249 h,l 87

4.Precipitacion

Salina 759 0,320 7.8 75
S.DEAE—-celulosa 230 0,826 20,1 o9
6.Fhenyl Sepharosa 60 2,32 o7 47,3
7 .Sephadex G-100 12,3 6,67 167= 25,4
8.Dc—-32 TaS ?,90 241 23,0

Fico A 2,4 13,30 F24 9.9

Fico E 2.4 7,80 190 5,8

Fica C 2,5 8,80 215 5,8
?.1ler.Sephadex G-75 2,1 28,5 695 18,6
10.2do.Sephadex g 75 1,8 F0D,9 740 17,1

3 A partir de 150 g de higadc.
t U = naol URD I/h.
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El valor de la actividad esipecifica, resulta comparable con
el que informamos anteriormer.te para la de higado de rata (36,2
Usmg) pero es mucho menor que los publicados para la de
eritrocitos humarnics (331} vy bazo de rata tratada con fenil-
hidracina (I332). E1 anilisis de estos resultados sugiere no
sGlamernte variabilidad de especie, sino también variabilidad
tisular.

Debe =effalarse que para obtener proteina purificada en el
orden de los miligramos, es necesario procesar cantidades de
higado del orden de 100 a 200 g, hecho éste que significod un
obst&culo debido a la poca accesibilidad del material.

La etapa de calentamientoa a S5-600C permitid la
sepas,-acidbn de uns gran cantidad de proteinas contaminantes,
entre ellas la URO-CoS, con un elevado porcentaje de actividad
recuperada (92%) convalidande nuvevamente la termoestabilidad de
esta proteina en todas las fuentes estudiadas.

En el fraccionamiento salino, la actividad de la proteina
se recuperdé en el rango 3ID-60Y% de saturacidn de sulfato de
amonio, descart&ndosz casi un 10% que precipitd entre el 0-3I5%
de saturacidon por la baja actividad especifica que se logra
debido a que precipita una giran cantidad de otras proteinas. La
interaccidn con la resina anidénica y su lavado a baja fuer=za
ibnica Tfavorecid la eliminacidédn de la pequefia contaminacion de
hemeglobina que co-purifica hasta esta etapa.

La columna de Fhenyl-Sepharosa presentd ciertos problemas
para lograr la uwnibn a 1la resina tanto de 1la enzima, en
particular, comoc la de las restantes proteinas, en general. El
primer intento consistid en equilibrar la resina con KC1 0,25 ™
en buffer D. La muesztra proteica se sembrd en la misma solucion
y se comprobsd que la FBG-D percolaba junto cor la mayoria de
lag proteinas presentes, durante el lavado de la columna
realizado con dos volumenes de la misma solucidén. Se decidid
entonces, trabajar con una mayor fuerza ibnica, mediante la

adicion de sulfato de amonio 1,2 M al buffer D, tanto para
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equilibrar la resina coma para la siemibra de la  muestra
proteica, cbiteniendocse con este procedimiento resultados
satisfactorios. La Fig.Z2?7 muestra el perfil de elucidn de la
columna de Fhenyl-Sepharosa. Como puede apreciarse, de los
cinco picos proteicos, s6lc wuno, que eluyd con el buffer
(fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5) concentrd la actividad

enzimatica con buena recuperacion {(79%). Cabe remarcar la alta
fuerza ibGmica necesaria para  su interaccidn con la rezina de
intercambio hidrofébico vy concomitantemente la muy bajs fuerza
iGnica requerida para su elucidn.

En la Fig.30 se muestra &l per{il do filtracién tipico de
la actividad de deaminasa de la firaccién anteriocr,
cromatografiada en una colunna de Sephadex G-100. Se obtuvo un
s6lo pico de actividad que eluyd después del pico mayer de
prateinas. La purificascid ubternida es de aproximadamente tres
Veces, sin embargo s@ produjo una pérdida  apreciable de
actividad (490%).

GCeneralmente, la cromatografia de intercambio idbnico
(DE-532) utilizada en el paso siguiente de purificacidn,
resolvid la actividad enzimatica retenida, en un maximo de tres
picos (sefalados como A,BE y C on la Fig.31) con solapamiento de
los mismos Y que eluyeron a fuerza iénica creciente,
correspondiente a conrncentraciones de 8%, 9% y 1035 mM de KC]
respectivamente. 8in embargo, el numero de picos con actividad
catalitica (2 & G y la distribucién de la actividad total
mostrd, en ocasiones, variaciones dependiendo de la preparacién
analizada. La Fig.31 muestra un perifl de elucidén
representativo de esta cromatografia y el an&lisis de sus
resultados 1indica la existencia de formas de PBG-D heterngéneas
en su carga, dato que se dizscutira en términos del arnalisis de
su estructura mas adelante (seccion III1.35.1).

lLas fracciones con mayor actividad especifica sz reunicron
y concentraron. bLa muestra obtenida, sometida & una filtracion

molecular en una columna de Sephadex G-75, presentd un perfil



N
P ;
- _._..,+ S 412
£ :
N - Q4
= 0 s# < |z
o < 1 T~
5 2,0--1 = |
= HoZ
= + o 135
Q o d O\T
< u O 1A

e
0

N° DE FRACCION

Fi6.29: PERFIL DE t4 CCLUMNA DE PHENYL SEPHARCSA.

Se seabraron 230 sg de protefna correspondiente a la etapa 5 del ezquema de purificacién. La coiuena fue eluida
a un flujo de 50 al/h, recclectindose fracciones de 5 al, con un gradiente discontinuo de sulfato de amonio en
butfer D (~—} y sgua destilads llevada a pH 7,6 F---). Las determinaciones de actividad enzisdtica y proteinas
se realizaron coao se indica en Métodos.
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fF16.30: PERFIL GE ELUCION DE LA COLUMNA DE SEPHADEX 6-100.

Se sembraron 60 sg de proteina correspondientes a la etapa 6 del esquemz de purificacién. La columna se eluyd
con buffer D, recolectdndose fracciones de 3 mi en las que se dosaron actividad eazimatica y proteinas de acuer-
do a lo que se indica en Métodos.



135

= ==({W)NH1D

‘BINIREIZUA peplIATy
e und sod1d t 'g 'y *SOPOIIN U3 eITIUT 3s wnbas sewjajoud A earyewrIUa pEpTAIDE UDJBTPIE 3s Sejla ud ‘|w
3p U0JaN| SPPPI2[£I32 5¢udTIILL} SBY) "s0poIJN uI UBDTPUT 3s ugIIN|a A euquars ‘oruqriinba ap SauoidTpuol se

7570 W00 VT 30 VDT 3VE00TORON) TR TTEOT
NOIJJvdd 30 oN
00l 08 09 0% 0¢ 0

o~
(=)
o\

q\
o
{

—o (W, /Dbw)SYNIT104d
O
1
o\
N

O--0(JW/N)AVAIAILIV



136

proteico que se indica en la Fig.32A, con un Qnico pico de
actividad enzim&tica, que se recromatografid en otra columne
similar. Como puede verse en la Fig.Z32F sdlo se obtuvo un (nico
pico proteico simétrico y cuincidente con el pico de actividad
enzim&tica, lo que permitiria suponer que la proteira ha sidao
purificada a homogen=idad.

Los resultados obtenidous tanto en las diver=as etapas de la
parificacion como 1los perfiles cromatograficos fueron siempre
similares va sea que el procedimionto se realizara en prazsencia
o ausencia de inhibidores de protessas.

Cun el firm de wverificar la pureza de la Qditima fraccidn
proteica, vy realizir @1 seguimiento del =2squema de purificacion
aplicado, se hicieron andlisis electroforéticos en geles ue
poliacrilamida en cordiciones desmnaturalizantes segun se indicod
en la sRCCidn f1.2.4.2. La Fig.Z3 muestra una corridsa
electroforética de diztintas fracciones, en la cual se detectod
una unica banda de proteina con movilidad &lgo menor  al
marcador ovoalbuamina (45 kDa) en el carril correspondiente al

pico de elucién de la altima columna de Sephadex G-73.

III.1.2.3 Caracterizacibn

II1.1.2.2.1 Parametros moleculares e hidrodinamicos

Con el objeto de reali:zar estudios comparativos tanto con
la enzima eritrocitaria humana como con la de higado de rata se
llevaron a cabo una serie de investigaciones tendientes a
caracterizar estructural Y cinéticamente la proteina
proveniente de tejido hepatico humano.

ta Fig.3Z muestra 1a corrida electroforética en SDS-FAGE do
la enzima purificada (carril 4 y 6) vy de los marcadores
utilizados. El1 an&lisis de las movilidades relativaes permitid
estimar para la PBG-D en estudio un peso molecular de 45.000.

Con el fin de asegurar este valor, se calculd el FM seglin
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F16.32: PERFIL DE ELUCION DE LA COLUMNA DE SEPHADEX 6-75.

f. La colusna (1,1 x 60 ca) fue eluida a un flujo de 20 al/n, recolectandose fracciones de 1 al en buffer fosfa-
to de sodio 0,1 oM, pH 7,6, La actividad enzisitica y las proteinas se sidieron de acuerdo a lo que se indica en

Nétodos.
B. La fraccién proveniente de la columna de Sephadex 6-75 se recromatografié en idénticas condiciones a las indi

cadas en A.
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F16.33: ANALISIS ELECTROFORETICO POR SDS-PAGE.

Las condiciones de la corrida y del revelado se indican en Métodos. Carril !: proteina marcadora ovoalbisinaj ca
rril 2: eiuido de DEAE celulosa {etapa 5); carril 3: eluido de Phenyl Sepharosa; carril 4: eluido de Sephadex
6-75 (etapa 10), 5 pg de proteina; carril 5: proteinas aarcadoras, de arriba hacia abajo, fosforilasa B, seroal-
biaina bovina, ovoalbimina, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y anhidrasa carbénica; carril 6: eluido de
Sephadex G-73 (etapa 10), 3 pg de proteina; carril 7: sobrenadante del calentamientc. )
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el método de Siegel vy Monti (481) utilizando los datos del
coeficiente de sedimentacibdn y del! radio de Stokes.

El S20,w de la enzima se obtuvo a partir de los datos de
ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa. La PEG-D,
sedimentd en un Gnico pico simétrico en una posicidn cercana a
la de la peroxidasa (Z,5 S). De la relacidn lineal obtenida al
graficar la distancia recorrida por las proteinas marcadoras
desde el menisco del gradiente, respecto de los valores de sus
S20 W (Fig.33) se determind, por interpolacién, el
coeficiente para la FBG-D gque resultd ser de Z,6 S.

Fara la determinacion del radio de Stokes se utilizaron los
datos obtenidos 1luego de la filtracidn por columna de Sephadex
(5—-100. De la relacidtn lineal entre (—-log K\:W)l”2 y los
valores de rg conocidos de los marcadores uwtilizados, se
obtuvo por interpolacién un valor de 27,5 A& para la enzima
parcialmente purificada (Fig.3%).

Con ambos parametros Y tomando en cuenta las
consideraciones detalladasz en Métodos, se calculd una masa
molecular de 47%.500D Da para la PBG-D nativa.

El peso molecular se obtuvo también por cromatografia de
exclusién en columna de Sephadex 6-100. La posicidon de elucion
de la enzima, telativa a cuatro marcadores internos se asocid
con un pico Qnico, para el cual se determind una relacion
V/Vq de 1,68 correspondiendo a un FM de 3.000 (sDY¥7%),
concordando con los valores obtenidos por otros métodos, aunque
éstos resultan levemente mayores que el que se obtiene por
an&lisis del cDNA (384).

Usando 1la relacién entre el radio de Stokes y el peso
molecular para la forma pr2lato hidratada de la en:zima, se
obtuve un cuciente friccicnal (f/fg) de 1,18. Esto indacaria
que la FBG-D hepatica humana seria una molécula relativamente

simétrica.

Si se considera cgspreciable la influencia de 1la

hidratacién en la asimetria que puede presentar la molécula



140

DISTANCIA DESDE MENISCO (cm)
N
(o)
1

1,0 30 50 70
S 20w (S)

FI8.34: ESTIMACION DEL COEFICIENTE DE SEDIMENTACION.

En gradientes lineales de sacarosa, comoc se describe en Métodos, se seabrarzn 200 pl 2 Is fractisn de Ja etapa
7 conteniendo 100 pg de proteina junto con 25 pg de la sezcla de sarcassres de s-y 4. -3 actividad enzisdtica
en las alicuotas reccgidas y la detersinacion de los marcadores se describe 2n Meiodoz. Se determiné la distan-
cia desde el aenisco recorrida por los marcadares, que se representd e» funciln &2 cus 30 . La distancia de
la PB6-D se interpold en la recta obtenida (@). Los aarcadores fueron: citocrome - {a, percxidasa {e) y fosfa-

tasa alcalina {0O).
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F16.35: ESTIMACION DEL RADIO DE STOKES.

Se seabrd en una coluana de Sephadex 6-100 (1,1 x 80 ca) 1,5 ng de proteina de la etapa 7 del esquema de purifi-
cacidén de PB6-D. La eluciébn se realizé con buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,6 recolectindose fracciones de
1,8 al. La actividad enzimsdtica, la absorbancia de los marcadores y el cilculo del parasetro Kay se detersina
ron sequn se indica en Métodos. Los marcadores utilizados fueron: citocromo C (4), anhidrasa carbénica (0}, avo-
albteina (o), sonbmero de albisina bovina (Q) y disero de albimina bovina (x). PBG-D (e).
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proteica es posible calcular la relacidn de los ejes a/b y sus
respectivos valores absolutos (48%). Asi, para la PHEG-D
hepa&tica humana se obtuvieron valaores de 4, para la relacibn
axial/ecuatorial, vy de 115 A y 20 A para el eje largo (a) y eje
corto (b) respectivamente.

También se calculd el radio para una esfera equivalente

anhidra siendo el valor obtenido de 23,3 A.

I1711.1.2.3.2 Formas moleculares miltiples.

Con el fin de obtener informacion sobre la prezencia de
formas miltiples de esta enzima en tejidco hep&tico humano, cse
estudid la FPEG-D mediante diversas aproximaciones.

&) An&lisis electroforético ern geles de poliacrilamida:s
Cuandn la enzima parcialmente purificada (etapa 4) se sometid a
electrofecresic an condiciones no desnaturalizantes, exhibid 3
bandas proteicas activas con movilidades relativa al colorante
marcador del frente de corrida de 0,55; 0,588 vy 0,61 e
intensidad de fluorescencia diferencial. Como se muestra en la
Fig.Z6, la m&s catébdica mostré la mayor actividad (= 45%). La
intensidad diferencial de las bandas refleja 1la abundancia
relativa de las isoformas en la prepairacién ensayada.

b) Isoelectroenfoque en geles de agarosa: El
isoelectroenfoque de fracciones correspondientes a 12 etapa de
calentamiento a 55-609C durante 10 min reveléd sélamente una
banda de actividad mayoritaria con un pl de 5,8 vy
ocasionalmente se detectd una banda con menor fluorescencia,
mae anddica, muy cercana a la anteriormente mencionada.

Cuando la enzima mas purificada (etapa 4) se eirfocH, se
visualizaron al menos dos componentes de pl 5,8 v 5,9, siendo
el m&s anobdico el de mayor actividad relativa (Fig.Z7 carril
a). Ocasionalmente 1la distribuciébn de la actividad en estas
bandas variéd en diferentes preparaciones. Cuando esta fraccion

se incubd con exceso de FEG, durante S min a 379C antes de la
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£16.3%: ELECTROFORESIS EN CONDICIONES MO DESHATURALIZAMTES.

300 ng de PE6-D parcialsente purificada (etapa 4) se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilzmida (7,5%
T}, La actividad enzimatica y la tincién de proteinas con Azul brillante de Coomassie G-290 se realizaron segun
se indica en Métodos.
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F16.37: DETERMINACION DEL ol DE LAS FORMAS MULTIPLES DE P86-D.

Se realiz6 el isoelectroenfoque de suestras correspondientes a3 la etapa 4 del esquesa de purificacidn, a) sin
incubar con PEG: b) preincubadas con PBG (0,2 oM) durante § ain. €l rango de pH utilizado fue 4- §43. Las condi
ciones de corrida y deteccién de la actividad se indican en Métodos. Los valores de pH determinados en la super-
ficie del gel enfocada a 42C se qraficaron versus las distancias al citodo {e). Las distancias de las bandas con
actividad enzizatica se determinarcn después del isocelectroenfoque y reveladc de las alsasas (¥).
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siembra, se revelaron cuatro bandas de actividad con valores de
pl de 3,83 S,6; 5,2 v 4,9 como se observa en la Fig.37, carril
b. Nuevamente !2 mayor actividad relativa correspondié &l
componente de menor pl. Estos perfiles sugieren la existencia
de complejos intermediarios enzima-sustrato en los varios pasos
que conforman la polimerizeaciédn secuencial del FEG que esta
enzima cataliza como fue propuesta por Anderson y Desnick (IZ31)
y Jordan y Berry (373).

Con el fin de investigar la masa de lus formas moleculares,
cuya  heterogeneidad de carga se habia puesto de manifiesto en
la cromatografia de DE-52 (picos A, B y C; Fig.31) se sztudid
el comportamiento de cada una de ellas, ultracentrifugandolas
en gradientes de sacarosa y filtrandolas por columnas de
Sephadeax 6-100. La sensibilidad de estas metodologias no
peirmitis la observacidon de diferencias en los paré&metros
S2G,w Y Fe- Conszcuentemente, el PM calculado a partir de
los mismos coincidid con el obtenido cuando mezclas de las

formas moleculares fueron analizadas en experiencias similares.
ITI.1.2.3.3 Andlisis cineético

FPara estos estudios se utilizéd enzima parcialmente
purificada correspondiente a la fraccién eluida de DEAE-
celulosa.

En condiciones de ensayo estandar se comprobd que 1la
formacion del producto de la reacci6n, URO I, es lineal durante
el tiempo de incubacidn ensayado, al menos hasta una hora. La
actividad catalitica fue adem&s proporcional a la cantidad de
enzima, ensayada =2n un amplio rango (I0 a 800 Fg)}

La curva de saturacion de 1la encima estudiada en
concentiraciones de sustrato en el rango 2 a 200 uM mostrd un
comportamiento hiperléliico, no observandose 1inhibicibébn por
sustrato después de 30 min de incubacién hasta concentraciones

de FBG de 400 uM. La curva de velocidad inicial (v) versus
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oncentracidn de sustrato [8] alcanzd el plateau a valores

COrEAaNGE IO PR de PFRG. D2l an&licsis Jde loz datce mediante 1la
representacidn de las  doble reciprocas se obtuvo un valor de
km= 4,0 pM como se iluztrae =n la Fig..18.

Lo pardmotroe cinédticos K y Vméx se determinaron ademés,
de acuerdo al método de Miguel Merino (499) a pH 7,5 usando la
ecuacion de Michaelis-Menten diferenciada respecto de [S]:

= v'---{kiﬁm(v-—[‘l’.]‘v")/’[8]2}; siendo v =dv/d[S]. Se define
R= {v/[3]v')-1 v la ecuacidn reestructurada gueda: R = [S£]3/Km.
Ezte valecr R puedes ser calculado para cada concentracién de
sucstirato y  su rzszpectiva v, Se obtuvieror asi, ocho valores
Ry Sara cada par de valores [5]1; v +,. Un analicsis
estadistico Je los datos tal como la varianca de ﬁi, mostr o
una falta de homecedasticidad, la zual pudo corregirze cuando

cunsidararcn  loz  cwucientes Ei/[S]i. Asl, graficando Ei
va  [31; obtuve  una  lines recta que pasa por @) origen,
como pusde  observarse en la Fig.239. A partir de la pendiente
del grafico se calculd el valor de Km que resultd ser 3,56 FM
(SEM * 0,7 para seis determinaciones). For otra parte, =i se
aplica la foOrmula computacional kKm = n/z:(ﬁi/[S]i), el
valor obtenido ez de 3=,8 FM' £l valor promedio de VYmax se
calculd entonces para esta fraccidn de enzima parcialmente
purificada, obteniéndose un valor de 0,84 U/mg.

Cuando se determind el Kim & pH 7,6 (valcr dptimo) se obtuvo
wr valcir de 3,35 pm.

£l Km determinado para la enzima hepatica humana, si bien
mencr al informado para la enzima eritrocitria (331, 3I74),. se
halla dentro del mismo orden de magnitud que aquellos
descriptos en la literatura para otras fuentes de mamiferos
(120, Tb5H1).

La eztequiometris de la reaccion se determind estableciendo
2l cociente entire la cantidad de FBRG consumido y la cantidad de
URD I Jormada. VYValores de este cociente entre 3,8 y 4,7 indican

quee alrededor de 4 moles de sustrato son consumides por ool de
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F16.38: DETERMINACION DE LAS CONSTARTES CINETICAS. GRAFICO DE DOBLES RECIPROCAS.

Las velocidades iniciales se detersinaron midiendo la produccidn de uroporfirina I, coso se detalla en Métodos.
Las concentraciones de PB6 utilizadas abarcaron un rango de 2 a 200 pM. Las unidades de v se expresan en nmoles

de URD I/h.ag.
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F16.59: DETERMINACION DEL Ka.

El valor se obtuvo de la pendiente del gratico de R; versus (5); de acuerdo con la ecuacidn R; =[5] j/Ke. EI gra-
fico sostrado es representativo de las seis determinaciones realizadas.
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producto formado, conceordando con la ecuacifdn tedrica. Los
valorese m&s altos obtenidos para este cociente corresponden &
tiempos coirtos de incubaciéon (30 a 60 min), mientras la enzima
trabaja & saturacién. A tiempos suficientemente largos., después
de 1la consumision total del sustrato, se forman porfirinas con
un  rendimientoc del 100%. Este comportamiento es compatible con
la presencia de complejos intermediarios enzima-sustrato (331,
338).

El efecto cdel pH sobre la actividad polimerizante del FEG
se estudid analizando los cambios de Ymé&x con la concentracidn
de protones. Se estudid, ademas, la estabilidad de la enzima &
3I79C en el rango de pH 4,0 hasta 12,0.

La represertacién de Vmax versus pH mostrd la cl&sica cuirva
con forma de campana, exhibiendo un pH éptimo de 7,6 tanto en
buffer fosfato 0,1 M como en buffer Tris—-HC1 30 mM medidos a
379cC. La actividad decrece bruscamente a pH m&s &cidos,
siendn casi nula por debajo de pH &,0. A valores m&s alcalinos,
la actividad puede ser ain medida a pH 9,5 con un valor
residual del 3Z0%. Con los datos de Vm&x se construyeron los
gr&ficos de Dixon (500). Se obtuvieron asi los valores de pkes,

que corresponden a los puntos de interseccidn de las lineas

trazadas en la [Fig.40 vy que dieron valores para pkesy = 7,33
Y para pkeso = 8,90. Del analisis de estos resultados se

puvede inferir que dos grupos ionizables son esenciales para las
etapas que determinan la velocidad de la reaccidon enziméatica.
De igual forma que lo expuesto para la enzima de rata vy
considerando la complejidad de la reacciétn de polimerizacion
secuencial de cuatro moleculas de sustrato sin liberacidn de
intermediarios, que catalizan estas proteinas, no resulta
posible adscribir alguno de estos valores a uwun pass en
particular de los complejos E-S.

Los estudios de estabilidad llevados a cabo a 37°C
mostraron que a pH Acido la actividad de la enzima permanece

constante adan a pH 4,46, después de 30 min de preincubacion. Un
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F16.40; DEPENDENCIA DE Vaax CON EL pH.

Se utilizaron los siquientes huffers, cuyos pH se detersinaron a 37°C: fosfato de sodio 0,i M (e); Tris-HCi
0,05 N (o), glicina-NaOH 0,1 M (4} y bérax-NaOH 0,1 M (4). La actividad de !a fraccién correspondiente 2 la
etapa 5 del esquema de purificacién se ensayd sequn se indicz en Métodos. Las unidades de Veéx se expresan

en naoles de URD i/h.ag.
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comportamiento similar se encontrd en el rango basico, siendo
estable hasta pH 10,2. Es importante destacar que a pH menores
0 iguales a 4,2 la enzima es instantaneamente inactivada (95%3% a
2 min}) wmientras que retiene aproximadamnente el 25X de su
actividad 1inicial después de 20 min. de preincubacion a pH
11,5,

Recientemente, se informd la existencia de un cofactor
dipirrometano unido covalentemente a 1la FBEG-D en su sitio
catalitico (342, 3Z43), vy que el carbono libre del dipirc-ol
es el sitio del enlace covalente de la primera molécula del
sustrato. A pH menor que 4 v en presencia de O, este cofactor
sufre una transformacidn irreveresible a dipirrometenn,

generando wna holoenzima ahora inactiva, incapaz de unir PBG.

For lo tanto, la existencia de formas inactivas de 1=
holoenzima ademés de la inactivacién producida por
desnaturaliszacidn deberia ser considerada en estudios de

estabilidad de la enzima respecto del pH. [Esto puede asi
explicar la abrupta pérdida de actividad observada a pH 4,2.

En los estudios de los factores que afectan la reaccidn de
polimerizaciétn enzim&tica, la temperatura mostré su efecto
activante adn a valores mayores que los fisolégicos, exhibiendo
un méaximo alrededor de SOC. Como puede observarse en la
Fig.41 1lo hace con un incremento de la velocidad de 8,3 veces
respecto de la observada a I79C. M&s alla de estos valores de
temperatura prevalecid el procesc de inactivacion de 1la
proteina.

La representacion de Arrhenius (Fig.41) mostrd un
comportamiento bifasico de 1la actividad, con un consecuente
cambio de pendiente a los S0°7C. Sz calcularon las energias de
activAacion para ambas rectas obteniendose los ciguientes
valores: Ea = 86,6 kJ/mol para el rango 25-500C y Ea = 46,9
kJ/mol para el rango 50-65SCC.

Se examind la estabilidad térmica de la proteina,

o

preincub&andola durante diferentes periocdos de tiempo vy a
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F16.41: EFeCTO DE LA TEMPERATURA. GRAFICO_DE ARRHENIUS,

la enzima con sustratc a las teaperatu-
des se expresan en paoles de URG I/h.ag.
que 24 paales de

La actividad enzisdtica se aidib coao se describe en Métcdos, incubando
ras indicadas. Se deterainaron siespre velocidades iniciales cuyss unida
Su valor a 37°C para la fraccion correspondiente a la etapa 4 del zcqueaa de purificacidn fue
URC I/h.ag. Los resultados representan valores prcaedios de tres deterainaciores.
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divercsas temperaturas (37-80 C) sin el agregado del sustrato y
posteriaormente incub&ndola en las condiciones de ensayo
estandar (Fig.4ZX).

El analisis de los resultados reveld que v hubo pérdida
significativa de la actividad por preincubaciéon en el rango
37--550C hasta los 45 min encayados. El1  pretratamiento &
7009C durante S min mostré una capacidad residual de 56%. Sin
embargo cuando se realizé a 80°9C durante el mismoc tiempo, la
actividad resultd may baja (20% del valor a I7°C).

De todos estos resultados se demuestra también para ecsta
proteina la propiedad de termoestabilidad que caracteriza a
todas las FPBG-D investigadas ya sea de organismos nro como

suca-iotes.

ITI.1.2.4 Aminoacidos relacionados cen el proceso catalitico

I11.1.2.4.1 Efecto de modificadores quimicos de aminoacidos

b&sicos

La presencia de grupos cargados negativamente tanto en el
sustrato como en el producto polipirrédlico de la FBG-D,
permiten suponer la presencia en la enzima de residuos con
carga positiva que pudieran interactuar con ellos, controlando
la actividad enzimatica. Con esta hipébtesis de trabajo y los
resultados previamente informados por otros investigadores, en
estudios con FBG-D de otras fuentes (350, 354, 387) se examins
el efecto de modificadores quimicos de amino&cidos b&sicos en
la reaccibn catalizada por la FEG-D nepatica humana.

Debidc a que la histicina posee un  pka cercano al pH
fisiolégico, se estudid su importancia =en la reaccibn
catalizada por la enzima, para ello se analizéd el efecto del
dietilpiracarbonato como reactivo modificador. Aunque se
ensayaron diferentes condiciones para su reaccion variando la

temperatura (0O°eC y 2859C), el tiempo (0 a 20 min), la
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F16.42: TERMOESTABILIDAD DE LA PBS-D.

PB6-D en la etapa 4 del esqueaa de puriticacién (0,24 U/ag) se preincubs a 37°C (e}, 50°C (&), 35°C (o), 70°C
(4) y 80°C (a) durante los periodos de tiempo indicados. ta actividad residual se ensayb coso se describe en Mé-

todos.
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concentracién del modificador (0,35 a 15,5 mM) vy el pH (6,5 v
7,6) no se observaron efectos significativos del ligando sobre
la velocidad de formaciornn del producto. Estos resultados
permiten suponer que el amincA&cido en cuestidn no intervendria
en la catdlieis enzim&tica.

Cuando se investigsd el efecto de la fotooxidacidn sobre la
enzima, a pH 6,8, e utilizaron dos sensibilizadores: Rosa de
BEengala y A=zul de metileno iluminando con luz de 100 watts. En
la Fig.47 szse muestra la curva de actividad remanente en funcién
del tiempo de 1luminacidn cuando se uséd Rosa de Bengala. Lel
analisis de los resultados se abtuvo un valor de inactivacién
max»ima del 60% para la concentraciéon de 0,03% del colorante y
de 735% para la de 0,058% después de 20 minutos de iluminaciéon. A
tiempos mas cortos de iluminacion (3 min) la inactivaciébn
resultd aproximadamente proporcional a 1la concentraciéon del
sancibilizador sienda de 27% y de S04 para las concentraciones
D,03% y 0,06% respectivamente.

Cuando se ensayd el efecto del Azul de metileno se obtuvo
un  comportameinto similar &l observado con Rosa de Bengala,
como <se aprecia en la Fig.44. Sin embargo, la inactivacion
alcanzada resulto significativamente mayor, siendo del 87% para
Q,OZ% y 925%% para 0,067 luego de 20 min de iluminacién.
Inactivaciones del 404 vy 70% e observaron a los 2 min de
iluminacidén para las concentraciones O,03% Yy 0,086%
respectivamente.

Estos resultados sugieren que residuos triptofanos serian
importantes para el proceso catalitico mediante una interaccion
de tipo hidrofébico con el sustrato vy/o producto. For otra
parte, el aumerto de la inactivacién con la concentraciéon de
los sensibilizadores una vez que la velucidad do reaccion
disminuyd sensiblemente podria indicar 1la oxidacidn de otro
amino&dcidos que interaccionan mucho m&s lentamente.

Frydman vy Frydman (356), cuyos resultados son concordantes

con los aquil presentados, tan seffalado que deaminasas de
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F16.43: CURSO DE INACTIVACION POR ROSA DE BENGALA.

PB6-D (9,5 U/al de mezcla de incubacita) y Rosa de Bengala en concentraciones de 0,03% {e) y 0,06% (&) se incuba
ron durante los tieapos indicados en Guffer fosfato de sodio 5 eM, pH 6,3 en tubos de L x 7 ca en balflo de hielo
y con ilusinacibn proveniente de una lampara de 100 watts colocada a 20 ca de los tubos. A los tiempos indicadoc
se adicionaron buffer y sustrato para la deterainacién de la actividad enzimdtica segin se indica en Métodos. La
actividad especifica del control fue de 6,2 U/ag. Los valores graficados representan prosedios.de tres encayos.



157

100

ACTIVIDAD REMANENTE (%)

1 1

1
0 5 10 15 20

TIEMPO(min)

F16.44: CURSO DE LA INACTIVACION POR AZUL DE METILENO.

Las condiciones de ensayo fueron iguales a las indicadas en la Fig.43. Los valores graficados representan los va
lores prosedios cerrespondientes a tres experiencias. Concentraciones de Azul de setileno: 0,03% (o) y 0,061 (4).



diferentes origenes resultan =2ficientemente inactivadas por
fotooxidacion en presencia de Azul de metileno vy sHlo
moderadamente con Rosa de Hengala. Observan ademas, que la
oxidaciodn de triptofanc resulta paralela a la disminucidn de la
actividad enzim&tica de la FEG-D de germen de trigo.

Fara la enzimsa proven.ente de eritrocitos bhumanos se ha
informade una inactivacion del 90¢% con Azul de metileno 0,03%
luego de S min de iluminacidn y del 60% con Rcsa de Bengala
(114,

Cuando se quicso investigar la eventual participacién en la
catalisis de la &rginina, su rol se estudid con el ireactive
fenilglional (FG) en buffer Heppes—MNaOH 50 mM, pi! 8,1 a 209C.
El curso de la inactivacibdn para distintas concentraciones del
etector (1,7 a 7,8 mM) se muestra en la Fig.4S, obteniéndase
ura  inactivaciéon del 604 luego de 1 min de interacciébn del
modificador con la enzima a la mayor concentracién probadxz.
Esta reaccidon tanm répida implicaria que una arginina o varias
se hallan muy expuestas e 1involucradas en el proceso
cataliticn. En ensayos de preincubacion con el sustratu y el
modificador se encountré que el FBG protege parcialmente a la
en:ima del efecto del FG como se muestra en la Tabla IX, lo que
sugiere que la modificacibn podria ocurrir en el centro activo.

Fara la enzima proveniente de E. coli se ha informado que
la inteiraccibn con este reactivo en concentracidon 10 mM a
200C Yy en buffer Tris-HC1 0,1 ™M, pH 8,2 produce una
inhibicién del 25% después de 20 min de incubacién (379).

Follack vy FRussell (330) vy Russell y col. (357) reportaron
para la proteina de germen de trigo, después del estudio de su
interacciéon con 2,5 butanediona y FG que un residuo de arginina
es esencial en el sitio aztivo de la PBG-D.

Sharif Yy col. (Z90) harn informado, en un estudio
comparativo de las secuencias de aminoacidos de la PEG-D de E.
gracilis, E. coli vy eritrocitos humanos, la presencia de doce

argininas conservadas sugiriendo que podrian estar involucradas
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Fig,.45: CURSO DE LA INACTIVACION POR FG.

PBE-D {9,5 U/al de amezcla de incubacién) y ei reactivo en concentraciones 1,3 a¥ (e}; 3,7 (4) y 7,8 aN (®) se in
cubaron en buffer Hepes-NaOH 50 aM, pH 8,1 a 20°C. A los tiempos indicados se retiraron alicuctas de 50 pl a las
que se agreqzron arginina 8 oM, buffer y sustrato para la sedicién de la actividad enzisatica segin se indica en
Métodos. La actividad especifica de! zontrol fue de 6,6U/aq. Los valores graficados representan los prosedios de

tres experiencias.
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en la unidn de lag cuatro cadenas laterales con grupos acidos
presentes en el cofactor dipirrometanc en las ocho

correspondientes al producto tetrapirrédlico.

TABLA IX: EFECYO DE LA PREINCUBACION CON EL SUSTRATO EN LA INACTIVACION POR FG.

a) PB6-D (9,5 U/al de aezcla de incubacién) y F6 1,3 aM se preincubaran en buffer Hepes-NaOH 50 M, pH 8,1 a
209C durante 10 min en presencia de PB6 0,4 aM. Al tieapo indicado se adirionaron arginina 8 aM y buffer para

la deterainacion de la actividad enziaadtica segln se indica en Métodos. Los controles se realizaron reemplazande
en la preincubacion el PBG o el FB por buffer. b) La enzima se preincubb con el sustrato (0,4 aM & ain a 209C

y luego con F6 1,3 aM 10 sin a 209C, Los controles se reaiizaron reesplazando en la preincutacion el PB o el

F6 por buf-er, Los datos presentados son prcaedios de tres determinaciones.

FREG-D preincubada Actividad Inhibicibn

con: (U/mqg) (%

FEG y buffer (10 min) 6,8 0
P3G yv FG (10 min) 2,7 16
burffer y FG (10 min) 4,4 20
b) PEG (S nin) y buffer (10 min) 6,3 0
PEG (S min) y FG (10 min) 5,8 1d
buffer (S min) y FG (10 min) 4,5 30

111.1.2.4.2 Efecto de modificadores quimicos de amincacidos

Aacidos

Similarsente & lo expuesto zcbre la posiktle interaccidn on
amino&cidos basicos, la presencia de cargas pesitivas en las
moléculas de sustratn, asi como en el producto (NH4+),
permite suponer que tengan lugar interacciones entre dichas
cargas vy residuos aminocacidicos cargados negativamente de la

enzima.
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Con el fin de analizar este evento, los grupos carboxilos
de la enzima fueron modificados con un agente especifico como
lo es el reactivo K de Woodward (WRK) o N-etil-S-feniloxazg
lium=3"-sulfonato. Se observd, como se muestra en la Fig.46,
una inactivacion de L& FBG-D por accidén del WRK, en buff=r
fosfato de sodioc 52 oM, pH 6,2 a 209C, dependientes del tiempo
de interacciédn probadoe (D a 4 min) y de la concentracién del
modificador ensayada cuyo rango estuvo comprendido entre 9,5 v
43 mM. después de 120 seqg se alcanzaron valores de actividad
residual aproximadamente constantss para  las concentraciones
utilizadas, debido probablemente a la hidrolisis rapida del
reactivo al pH del ensayc. Para la concetracion 20 mM se
produjo la pérdida total de actividad.

-1 andlisis de los datos graficados en la Fig.47 muestra
que la inactivaciéon sigue una cinética bifésica con una fase
muy rapida (hasta leos 17 & 37 seg) y octra mas lenta; este
compaortamiento seffala la presencia de grupos con reactividad
diferencial.

l.& dependencia con el pH de 1la interacciéon enzima-WRK
mostrdé un aumento del efecto con la corcentraciéon de protones
alcanza&ndose valores practicmente constantes a pH igual o mayor
gue 7,5 (Fig.49).

E=ztos resultados sugieren gque la rewccion tendria lugar con
grupos carboxilos desprotonados.

El1 FEG impide <=6lo parcialmente el efecto del WRE como se
muestra en la Tabla X, lo que permite inferir que la
modificacidn podria ocurrir en el centro activo variando la
conformacion del mismo Y afectando especialmente a la
catalisis.

Lz enzima de germen de trigo se inactiva también por accionr
dei WRK segin un comportamiento dJdependiente del ticaopo y la
concentracién del reactivo siendo este efecto mayor a pH 8,2

que a pH 4,3 (357).
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F16.47: CINETICA DE INACTIVACION POR WRK,

Los datos graficados se obtuvieron a partir de los presentados en la Fig.44, a excepcién de los correspondientes
a3 las concentraciones de NRK 30 sft (v) y 40 aM (9) para las que se ensayd el efecto de concentracién vs. tiempos
de preincubacion (hasta 120 seq.) en condiciones identicas a las indicadas en la Fig.4s.
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F16.46: CINCTIiCA DE INACTIVACION POR WRK A DISTINTOS pH.

La setodologia empleada es igual a la descripta en la Fig.46 para una concentracién de NRK de 20 aM, salvo que
los buffers de preincubacién fueron: acetato 50 sM, pH 5,0 (o); fosfato de sodic 50 aM, pH 6,2 (e@); fosfato de
sodio 50 M, pH 7,6 (B) y fosfato de sodio 50 aM, pH 8,2 ().
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TABLA X: EFECTO DE LA PREINCUBACION CON EL SUSTRATO EN LA INACTIVAUION POR WRK.

a) PBG-D {9,5 U/al de mezcla de incubazidn) y WRX 10 aM se preincubaron en buffer Fosfato de sodio 50 &M, pH 6,2
a 200C durante 60 seq en presencia de PBG 0,4 oM. Al tiespo indicado se adiciont buffer para la deterainacibn
de la actividad enzimdtica segin se indica en Métodos. Los controles se realizaron reespiazando en la preincuba-
cion el PBE o el WRK por buffer. b) La enzima se preincubt con el sustrato (0,4 aN § min a 20°C y lueqo con
HRK 10 aM 80 czg a 209C. Los controles se realizaron reesplazando en la preincubzcin el PBE o el ¥~K por bu-
ffer. Los datos prasentados son prosedios de tres determinaciones.

FEG-D preincubada Actividad Inhibicidén
cona (Y/mg) (%)
a) FERG v buffer (60 seq) 65,8 0
FRG vy WRIE (60 seq) 4.1 40
buffer y WFEK (60 seq) 2,7 &0
b)Y PEG (& min}) y buffer (60 seg) 7.l 0
FGE (2 min) vy WREK (69 seqg) 4,6 R3]
st fer (3 min) vy WRE (60 seq) 2,8 &0

Los estudios realizdos con l-ciclohexil-F-(2-morfolinocetii)
carbodiimida (CMC) mostraron una disminucién de la actividad
enzimatica en buffer fosfato de sodioc 50 mM, pH 6,2 a 200C
deperdiente del tiempo y l&a concentracibn, siendo el efecto
observado, como se muestra en la Fig.49, de menor magnitud que
el correspondiente al WREK, ya que incubsciones con CMC 44 mM,
durante 2D min, produjeron una inactivacidn del GS8%.

La cinética de la ‘racti-acidn mostré ser monofasica
(Fiq.50).

De estos resultadus, al igual que de los obtenides con WK,
se puede suponer que al menos un arupo carboxilato estaria
involucrado en el proceso catalitico participando de las

interacciones que tienen lugar en el centro activo.
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F16.49: EFECTO OE LA CONCENTRACION Y DEL TIEMPC EN LA iNARCTIVACION POR CAC.

PB6-D (9,5 U/sl de aezcla de incutacién) y CNC en las concentraciones indicadas se incubaron en buffer fostato
de sodio 30 eM, pH 6,2 a 20 C. A los tiempos sefaladns se retiraron alicuotas (50 ul) a las que se adicionaron
buffer y sustrato para la deterzinacidn de la actividad enzizdtica sequn se indica en Métodos. La actividad en
timdtica del control tue de 6,5 U/mg. Los valores graticados son proaedios de tres experiencias. Cancentracio-

nes de CHC: 15 aff (e}, 22 sM (@) y 44 aM (A).
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F15.50: CINCTICA DE LA INACTIVACION PCR CMC.

Los datos graficados se obtuvieron a partir de los presentados en la Fig.49.
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ITI.1.%2.4.3 kEfecto del amornic y de la hidroxilamina

Se estudid la interaccién del ié6n amonio y la hidroxilamira
con la enzima analizando =u accidn sobre el consumo de FHE y la
formacién de producto.

FPara el amonio se encayaron concentr-aciones de 10 a 200 mM
que =14 incorporaron al medio de incubacion estandar
simul taneamente® con el sustrato. En la Fig.Sla se muestra qusz
@l efecto producido et dependiente de la corcentracidn
difiriendo =u magnitud segin se mida la formacion de producto
el consumo de FBRG, observ&ndose valores de inhibkicién en &l
rango 24 a S7Y% vy 13 a 43% reenectivamente. Cuando se analizd el
porcentaje de inhibicidn relativa entre ambos par&metros se
obtuvieron valores mayores (1D & 15%) para la formaciédn de
producto & une concenti-racidn de amonio igual o mayor a SO mM,

A los 120 min de incubacidn la actividad remanente para la
mayar concentracion de a&monio ensayada fue de 43% para la
formacidn de producto y de 574 para el consumo de sustrato.

La accibdbn del amonio resultd también dependiente del tiempo
de incubacibébn, como se muestra en la Fig.51lb, cuando se estudid
a una concentracién del efector igual a 200 mM. Se observh
inhibicién de la actividad, medida como formacié&n del
tetrapirrol (60%), hasta los 90 min vy pasteriormente una
disminucién de 1la inhibicidn, es decir una mayor formaciOn de
producto, <=in alcanzar los valares del control al mayor tiempo
ensayado (180 min).

Cuando se estudid el efectc de 1la hidroxilamina, se
obtuvieron resultados similares a los del amonio aungque a
concentraciones del reactivo aproximadamente un orden de
magnitud mener, como se muestra en la Fig.S2.

Estonse resultados c=on concordantes con los informados pare
la FRG-D de otras fuentes y pueden explicarse suponiendo quea la
presencia del amonio, hidroxilamina u otras bases no alteran la

velocidad de condensacidbn de las moléculas de FEG, mientras que
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F16.51: EFECTO DEL AMONIO.

a) PB6-D (9,5 U/al de mezcla de incubacién), cantidades crecientes de sulfato de amonio y PB6 {40 uH) se incuba-
ron en buffer fosfatode sodio 0,1 M, pH 7,4. A los 120 ain se deterainé la cantidad de producto foraado {[]) y
de sustrato consuaido (M) seqtn se indica en Métodos. La actividad del control fue de 4,8 naoles de URD I/h.ng
6 28,1 nacles de PB6 consuaido/h.aq. Los valores representados son promedios de tres experiencias. b} P86-D (9,5
U/al de aezcla de incubacién), sulfato de amonrio {100 ) y PB6 {40 uM) se incubaron durante los tieapos indica-
dos en butfer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,5. La actividad residual ce deteraint aidiendo el producto foraado
(D) o el sustrato consuaido (M) sequn se explica en Métodos. La actividad de los controles se deteraint incu-
bando idénticas cantidades de enzima durante los tiempos indicados en ausencia de la sal de smonic. Los valores
representados son proaedios de tres experiencias.
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FI6.52: EFECTO DE LA HIDROXTLAMINA,

a) PB6-D (9,5 U/al de aezcla de incubacidén), cantidades crecientes de hidroxilamina y PBE {40 pM} se incubaron
en buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,6. A los 60 ain se deterainé la cantidad de producto foraado {[1) y de
sustrato consuaido (M) seqin se indica en Métodos, La actividad del control fue de 4,3 nmoles de URD I/h.ag &
28,1 nooles de PBG consuaido/h.mg. Los valores representados son proaedios de tres experiencias. b) PBG-D (9,5
U7al de aezcla de incubacibn) hidroxilasina (5 aM) y FPB6 {50 pM) se incubaron durante los tiespos indicados en
buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,6. La actividad residual se deterainé aidiendo el products foraado (D), 0
el sustrato consuaido (J) seqin se explica en Métodos. La actividad de los controles se detersiab incubando i-
dénticas cantidades de enzisa durante los tieapos indicadcs en ausencia de la sal de aeonic. Loz valcres repre-

sentados san proaedios de tres experiencias.
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la velocidad de ciclizacidn del tetrapirrol lineal disminuye
significativamente acumul dndose de ese medo pirroles no
izsomerizadss lineales. Estos podrian liberarse de la enzima
formando los a&aductos de las bases de l1lo=s mano, di, tri vy
tetrapirroles, comoc ha sido piropuesto anteriasrmente (314, 258,
J60) . Estos aductos fueron aislados y caracterizados por
electroforesie de alto voltaje por Flusec y Bogorad (Z5%). Sin
embargo, se oabservan diferencias en los resultados obtenidos
coen  cada inhibidor. Asi, experimentos llevado:z: a cabo a pH 3,5
con  iones  amonio parecen causar acumulacion cesi exclusiva del
tetrapirrocl abierto y URC I, mientras que en agquellos llevados
a cabo con hidroxilamina se acumulan grandes cantidades de di y
tripirroles, adem&s del tetrapirrol v URO I (Z&0).

RBattersby vy col. (74, 322 sugirieron un mecanismc de
accion para la FEG-D segdn el cual la enzima liberaria =21 medico
un intermediario inesitable llamado azafulveno (Fig.l12) que al
reaccionar con el agua se tlransformaria en HME, pero en
presencia de bases nitrogenadas como las mencionadas podiia
convertirse en bilanos relativamente estables que =e
acumularian, pudiendo a tiempos de ircubacibén largos,
transformarse no enzimaticamente a URC I, lo gue explicaria el
aumento del rendimiento de producto a intervalos prolongados de
incubacidn. Este grupo de investigadores, postuld ademas, qua
la diferencia del efecto obtenido con uro u otro nucle&filo
dependia de su basicidad ya que & pH 8,25 la concentracion de
NHx en una scluciétn 0,2 M de cloruro de amonio es bastante
baja, mientracs que en una de hidroxilamina, la especie

preponderante ec la base libre (I22).

II1.2 PBG=D DE ERITROCITOS HUMANQS

II1.2.1 PURIFICACION
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cumplimentar dos objetivos: a) la obtencidn de un anticuerpo
monoespecifico que se utilizd en el andlisis poblacional para
evaluar la inmunorrzactividad de la proteina enzim&tica en
individuos portadores de PAT y sus familiares; b)) su
comparacion con las enzimas hepaticas, espescialmente la humana.
La aplicacion del procedimienlo de purificacién descripto
en Métodos posibilitéd, luego de le electroforésics preparativa,

la obtenci6tn de una preparacidn enzimdtica con una actividad

@specifica de 200 U/mg., lo que representa respectc de la
fuente de extraccidn -eritrocitos lisados—- una puriticacidn de

2.000 veces.

El qrado de pureza de la enzima nativa se evalus por
electroforésis segun se detalla en la seccidn II.Z.4. Se obtuvo
una anica banda proteica (Rg = 0,47%0,2), que exhibio
actividad catalitica cuando se realizéd su deteccién en el gel.
Cuando Ja misma e corrid en condicliones desnaturalizantes se
chbzervd una unica handa proteica con una masa mclecular de 40

kDa.

ITI.2.2 CARACTERIZACION INMUNOLOGICA

ITI.2.2.1 An&lisis de la proteina purificada y carackterizacion

del anticuerpo

Con 1la enzima purificada, segin <=se indicd en el punto
anterior, y mediante el esquema de inmunizaciéon descripto en la
seccion I1.2.9.1 se cbtuvo el anticuerpo anti-FEG-D
eritrocitaria.

Como se aprecia =n la Fig.83, el ensayo de inmuncdifusion
irezlizado segléuy se describe en la seccion IT1.:2.7.2 meshtrd un
s0lo arco de identidad entre la enzima pura y 21 lisado de
eritrocitos cuando se realizd la tincidn para proteinas, lo
cual sugiere la pureza inmunolégica de la proteina
eritrocitaria y 1la especificidad del anticuerpo obtenido. Faira

estos ensayos se utili=zo Como anticuerpo 1la fraccion
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FI15.53: ANALISIS INMUNOLOGICT DE LA ENZIMA PURIFICADA PCR INMUNGDIFUSION.

La inaunodifusién y el revelado de proteinas se realizaron seqin se indica en Métodos. El orificio central conte

nia 10 pl del anticuerpo; los orificios 1, 3 y 5, 40 all provenientes de un lisado de glébulos rojos husanos y
los orificics 2, 4 y &, 40 al de enzima purificada.
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proveniente de la precipitacién del antisuero total con sulfato
de amcnio al 49% dializada vy redisuelta segun se indicé en
Método=. En los estudios de valoracién del anticuerpo chtenido,
se utilizéd como antigeno la enzima eritrocitaria puriticada vy
se observd que la dilucibtn 1:64 dei anticuerpo permitiod
apreciar aln banda de precipitina (Fig.%4). Diluciones iguales
0 mayores a 1:7% no pudieiron detectarse por esta técnica. For
otra parte, cuando estos ensayos se realizaron con el antisuero

total cde conejo el titulo obtenido fue de [ :25.

ITT.2.2.2 Inmunotitulacidn de la proteina enzimatica

En la Fig.3% se muestran lac carvas obtenidas cuando se
vtilizéd para la inmunotitulacidn enzima purificada o lisado de
gladbulos rojos. El titule obtenidc en ambos casos,
correspondiente a la dilucidn del anticuerpo que precipita un
Q0% de la actividad de la @nzima, fue 1:85%. Como puede
cbservarse, las curvas obtenidas <con coincidentes para ambas
fracciones antigénicas. Estos resultados indican que en ambas
muestras el antigeno exhibe 1la misma reactividad por a1l

anticuerpo.

IT11.2.2.% Estimacidn de la inmunorreactividad por electroirunu-

. e

noensayo

Comoc puede apreciarse en la Fig.5%6, el electroinmunoensayo
permitio la comparacitn entre muestras de glébulos rojos
lisados (corificio 95) y alicuotas que contenian cantidades
conocidazs do  proteina cataliticea pura (orificios 1 a 4). En la
misma se observa que la aplicacién de cantidadec crecientes de
FEG—-D purificada (30-10% ng) produce incrementos proporcionales
de las alturas de los picos, asi como también ocurre si éstas
se refieren & incrementos en la cantidad de unidades

enzim&ticas aplicadas (40-220 mU). Los limites inferiores gue
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F16.54: TITULD SEL ANTICUERPO anti-PBG-D PGR INMUNODIFUSICN.

La técnica se realizd sequn se detalla en Métodos. Orificics superiores: contenian 46 sl de P25-D proveniente
de un lisado de glébulos rojos humanos. Orificios inferiores: contenian 4Z sU de PES-D eritrocitaria purifica
da. Orificios cantrales ( de izq. a der.): contenian dilucicres 1:4, {:8, l:ls, 1:3Z, 1:54 y 1:75 del anticuer
po anti-PB6-0 ottenidoj orificio extreamo der. contenia Ig6 de conejo inoculado con adyuvante sélamente (control)
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F16.35: CURVAS DE INMUNOTITULACION DE PBG-D ERITROCITARIA.

Para todos los ensayos se iquald la concentacidn proteica (80 sg/al) y la actividad enzimatica inicial (200 al).
€] desarrollo de la técnica y la cuantificacién de la actividad enzimdtica se realizd segin se indica en Métados
Los valores representados son promedios de tres deterainaciones. Enzima purificada (e), lisado de glébulos rojos
(o).
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FI6.56: ELECTROIMMUNOENSAYO OE PBG-D ERITROCITARIA.

La corrida y su revelade se llevarcn a cabo segin se especifica en Métodos. El ‘gel contenfa § pl de
anticuerpo/ca”. Las suestras (10 pl) fueron {de izq. a der.) 40 aU, 80 al, 120 al, 220 all ce =nzima
purificada y 74 all correspondientes a un lisado de gldbulos rojos (7,5 U/al de lisado).
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pudieron =er detectados en las condiciones del =nsayo fueron de
1% ng de proteina vy 20 mU de actividad enzimé&tica.

Esta propiedad se utilizd en el andlisis poblacional para
la cuantificacibn de proteina inmunorreactiva en muestras de
sangre de individuos controles vy portadores del sindrome de

FAI.

III.3 COMPARACION DE LA ENZIMA HEPATICA HUMANA CON LA
ERITROCITARIA HUMANA Y LA HEPATICA DE RATA

En esta seccibn se consideiran las propiedzades cingticas,
hidrodin&micas vy estructurales para una caracterizacidn mas
detallada de cada una de las enzimas investigadas. E1 an&lisis
de sSUE similitudes y/0O diferencias permite evaluar
comportamientos bioldgicos, establiecer homclogia & traves de
especiss, aportar datos sobre la evolucibén filogenética de esta
proteina, asi como indagar en 1la naturaleza de los grupos

funcionales gque participarian en el proceso catalitico.

ITI.Z.1 PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

En 1la Tabla XI se presentan los valores correspondientes a
los diferentes parametros ficsico—-quimicos de las enzimas en
estudio, eritrocitaria vy hep&atica humanas vy la hepatica de

rata.

Las actividades basales medidas en tejiido hepatico de
fuentes mamiferas tan diversas como humana y de rata, muestran
valores significativamente mucho mas bajos que en eritrocitos
circulantes (aprox. 19 veces). M&as interesante aun es el valor

en tejido hepé&tico humano (3,466 U/g tejido) que se constituye



TABLA XI: PROPIEDADES FI1SICO-QUIMICAS.

PROPIEDAD PBG-D
ERITROCITARIA HEPATICA HEPATICA
HUMANA HUMANA DE RATA
a) ACTIVIDAD BASAL
-Adultoc (U/g de te:ido) 37,5 + 7,6* Hab66 £ 0,05 5,01 + 0,80

.Adulto (U/mg de proteina) s 094+0,018 0,026+0,004 0,034640,008
.Neonato (U/mg de proteina) C 26U+O 038 0,080 0,216+0,030
b} PARAMETROS MOLECULARES
E HIDRODINAMICQOS.
. PM minimo 49,000 45,000 42,000
. FM ‘proteina nativa) 39.600 47,800 41 .600
- S20.w (S) Sy 4 3.6 R
rg (A) 26,9 2745 27,0
f/fq 1,17 1,138 1,18
pl
. Adulto
- Froteina parcialmente 5,836,6:6,5
purificada 6,336,229, 5,8:3;9,5 4,9
- lisado de glébulos 5,336,035
rojos 9,9:;5,3. - -
- fraccion Snjy
calentada - S,83559,6 -—
- homogenato calentado -——— —-—— 4,9;4,8
. Feto
- homogenato calentado -——- N.D. 9,8:;5,5
S.%:;4,9.
c) FUERZA IONICA
. Picos de elucibtn en 4%, 60, 80 8%, 95, 103 9, 9%
DEARE-cel. (mM) 95, 1109 120, 145
d) PARAMETROS CINETICCS
Vm&» (U/mg) 1.200+£150 I0,5+2,8 36,246,E
- km o (pM) &,.7+1,5 3,6+0,3(nH 7,5) 17+3
. N® de recambio
(seg™1)x107 13,7 0,38 0,42
. pH 6ptimo 7,5 7.6 7.5

Ea (kJ/mol) I7-50°C:104,6

50-58°C:146,4

2
4

25-45
5-55°C:108,8

©C:62,8

$ considerando que 1g de eritrocitos contiene 300 ag de Hb (229); U = naol de URD I/h.

3 Anderson y Desnick(33!}.
N.D. no deterainado.
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en el m&s bajo informado en la litecatura (Tabla XI,a). Cabe
destacar que celulas de procariot=zs (316) vy eucarioteu
inferiores (I22 muestran actividades dos Ordenes de magnitud
mayor (S00-700 U/g peso huamedo), mientras que la& actividad
encontrada en reticulocitos es diez veces mayor gue en
eritrocitos (441). Estas diferencias reflejan pocsiblemente la
funcidn fisioldgica inherente &1 tejido de origen, asi en
tejido eritroide, la =ctividad se relaciaona con la sintesis de
Hb ern médula dsea y con el grado de maduracién celular, siendo
la medida en eritrocitas un resabio del proceso madurativo que
se detecta en la sangre circulante.

lLos wvalores *an bajos encontradces en tejido hep&atico son
suficientes para satisfacer la demanda normal de sintesis de
hemo. a&ain en individucs portadores de FAI quienes poseen una
actividad de FBG-D disminuida al 350%. Sin embargo, en estos
pacientes, cuando un requerimiento de hemo exacerbado destraba
los mecanismos de control fisioldgicos induciendo la enzima
reguladora (ALA-S) Yy generando un aporte masivo de sustrato
(FBG), la FEBG-D hep&tica condicionada por esos bajos niveles
deviene la enzima limitante del camino de los tetrapirroles,
manifestandose la enfermedad. No ocurre lo mismo en tejido
eritroide, va que una disminucién del S0% de su actividad en
casos de PAI dejaria aun suficiente actividad para formar
URO’ geno Yy mantener una velocidad de sintesis de hemo
compatible con sus necesidades.

Cuando se comparan las actividades especificas (por mg de
proteina) de tejido hep&tico o eritrocitos de neonato respecto
de las del adulto los datos revelan actividades m&s altas en
tndos ellos, aunque siempre se conse-~va la diterencia tisular.
El1 higado fetal Jde rata de 16 dias presenta un nivel de
actividad 20C-24 veces mayor que el de la adulta alcanzando =su
valor m&ximo, para dieminuir hasta el momento del nacimiento
(5-7 veces mayor) vy durante la primera semana de vida hasta

alcanzar el valor del adulto.
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En tejido neonato humano el valor resulta alrededor de tres
veces el del adulto.

Cabe destacar que en el periodo fetcl el higado es un
tejido hematopoyético, debiendo asi satisfacer un mayor
requerimiento de hemo y por ende de sintesis del tetrapirrol

formado por la PBG-D.

ITI.3.1.2 Parametros moleculares e hidrodin&micos

En  ambos casos, para la proteina iativa o tratada con
agentes desnaturalirantes se determinaron PM similares pero
siempre algo mayores para las enzimas hepaticas respecto de la
eritrocitaria. Los valuires estan comprendidos entre 36.000 vy
45.000 para la eritrocitaria (331, 3T5) habiéndose informado
valores m&s bajos (253.000) pcecsiblemente como producteos de
protedlisis; vy entre 41.000 y 45,000 para las hepaticas en este
trabajo.

Sin embargo, la masa molecular derivada de estudios de
secuenciacidtn de cDNA es de 39.290 Da para la enzima hepatica
humana y 37.627 Da para la eritropoyética, siendo amopas
idénticas excepto un trozo adicional de 17 residuos de
aminoacidos en la zona amino-terminal de la hepatica. Estos
valores son mennres que los hallados por todos los otros
métodos ensayados, como permeacion vy electroforesis. Valores
cercanos a 40.000 Da se han informado para PRPG-D de procariotes
(215, F16).

El hecho de que los valores de FM minimo se correspondan
con los de la proteina nativa indica una estructura monomé-ica
para las FBG-D, cuyos parametros inidrodinami~os (EQQ,N, radio
de Stokes, cociente fricciomal v eies de la particula) condicen
con una proceina globular, tipo prolato. Los valores de los
cocientes friccionales poco mayores que la unidad, implican
particulas casi simétricas, siendo este cociente algo menor

para la enzima eritrocitaria humana (Tabla XI,b).
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Analirado el comportamiento de las distintas enzimas
sometidas a iszoelectroenfoque (Tabla XI,b) se hace evidente una
remarcable diferencia tantz en el nuimero de bandas enfocadas
como en el valor de los pl determinados. Asi, las Tormas
moleculares miltiples halladas, representativas de la
heterogeneidad de carga que poseen las proteinas hepaticas en
extractos crudos o parcialmente purificados fueron siempre mas
acidicas, comprendidas en el rango 3,8 - 4,8, y se manifestaron
en un nuamero menor de bandas que las observadas para la
eritrocitaria. Generalmerte no se revelaron m&s de 1 & 2 bandas
(Tabla XI,b). La enzima hepa&tica de rata presentd siempre los
valores m&es Acidos (pl 4,92 - 4,8), sin embargo fue posible
obtener hasta 4 bandas cuando se incubd 1a enzima hepaiica
humana con su sustrato.

Loe resultados aqui presentados, asi como los informados en
la literatura (Z40) para la enzima eritrocitaria revelan la
presencia de & bandas, mas b&sicas, que enfocan entre pH 6,3 vy
9,33 aungque Anderson vy Desnick (331) reportaron valores hasta
6,8 para esta enzima parcialmente purificada. La presencia de
miltiples formas de FEG-D ha sido también informada por Miyagi
y col. (329) quienes propusieron que la enzima eritrocitaria
humana es un qgrupo de & lisoenzimas con diferentes caraas
eléctricas. For otra parte, ensayos con extractoz calentados de
higado fetal de rata (18 dias) y neonatos coincidieron con el
perfil observado en estudios con sangre de animales prepluberes

o adultos.
II1.3.1.3 Fuerza idnica

Ei comportamiento cde fracciones con distinto grauc de
purificacidtn sometidas a cromatografia de intercambio aniénico
(DEAE-celulosa) con elucidn deperndiente del paréametro fuerza
idnica, de las enzimas hep&ticas investigadas en este trabajo,

se compard con lo publicado para 1la enzima eritrocitaria



183

humana. Loz perfiles de elucidn muestran diferencias
siynificativas, no sélo en el nimero de picos detectados (Tabla
XI,c) sino adem&s en el rango de corcentraciédn del electrolito
en el que lo hacen. Dependen también de la fraccidn ecstudiada.

Ast, la eritrocitaria parcialmente purificada presenta cirnco

picos que eluyen en el rango S - 110 mM de KCl, mientras que
las hepéticas lo hacen a mayor fuerza i6nica (8% - 145 mM
KC1), no lograndose nunca detectar 1los S picos, estos

resultados son consistentes con la mayor carga que dichas
proteinas poseen &1 pH de 1la interaccién idnica vy que se
relaciona con sus pl.

Diversas bandas =Yulg] distinguibles también por
electroforesis cuando las proteinas se corren en geles de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes o por el
isoelectroenfoque, como ya se sefiald.

Todas estas bandas & picos, con cargas diferenciales se
adscriben a formas maltiples de las proteinas que representan
grados vatriables de polimerizacién del sustrato sobre 1la
superficie de la enzima formarndo complejos covalentes ES, (n=
O a 4), verdaderos intermediarios en el proceso cataliticeo.
Estos resultados se ven apoyados adem&s, por la demostracibn de
una uwnidn ordenada vy csecuencial desde A hasta D de las 4
unidades pirrédlicas a la enzima (371, 375, 376). Merece
destacarse que se convalida la existencia de estos
intermediariocs para las enzimas hepdticas humana y de rata,
ratificando un mecanismo conservado a lo largo de la escala

bioldgica.

I11.3.1.4 FPar&ametros cinéticus

La comparaciotn de los para&metros cinéticos caracteristicos
de una reaccion enzimdtica muestra diferencias en los valores
de kKm y particularmente en Vmax (Tabla XI,d). Este ultimo dato,
notoriamente mayor (aprox. 40 veces) para la enzima

eritrocitaria, expresaria la actividad que e€en eritrocitos



maduros queda comn recsidual de 1la vistente en células
eritraoblastoides como resultado del proceso de maduracidn
continuo desde médula 6sea hasta sangre periférica. Nunn y col.
(421) han encontrado que la relaciébn actividad veorsus proteina
inmunoriactiva se mantiene constante, es decir que a medida que
las cé:ulas eritroides se transforman er tipos celulares menos
activos en su capacidad biosintética hémica (reticulocitos a
eritrocitos maduros), la PBG~-D se degrada concomitantementis.

Las diferencias observadas en Vm&x se mantienen cuando se
calcula otro par&wetro catalitico: la actividad molecular,
molar o el numero de recambioc catalitico (Tabla XI,.d).

Los valores de 1la constante cinética Km expresan 1la
concentracidon de sustrato a la cual se cgbtiene 1a mited de la
velocidau maxima Yy son por, ende, el reflejo de las
concentraciénes de custratv que determinan la actividad real
intracelular de tas enzimas. Se asume que las concentraciones
de FEG endégermo sonn bajas, premisa avalada por la esxcrecidn
(trazas) y "clearence" libre de este metabolito.

For otra parte y como ha sido informado por otros
investigadores (321), si el valor de la constante intrinseca
(ko) enr la ecuacion de velocidad de la reaccidn para
formacidén de producte (amonio), considerada como v=k2[ES], es
bajo vy por lo tanto despreciable, podemos inferir que la enzima
hep&tica humana es dos veces mas afin por su sustrato que la
eritrocitaria.

El valor de pH al cual se obtiene maxima actividad (bptimo)
a concentraciones saturantes de sustrato para las tres enzimas
resulta ser practicamente idéntico (Tabla IX,d), observandose
una brusca caida en el lado &l ido de la curva mientras que z=n
el lado bé&sico de la misma, su pendiente fue mencs pronunciada.
Otros autores informan valores simitares para enzimas de origen
arimal (120) o maes alcalino (pH 8) para 1la eritrocitaria
humana (331). De estos experimentos se obtuvieron valores de

pka cuyo significado se discutir& en la seccidbn III. 3.3,
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El analisis comparativo de los estudiose cinéticos de la
dependencia de la actividad catalitica con 1la temperatura
muestra una primera etapa de activacidn muy similar para las
tres enzimas entre 25 y S09C y luego un efecto diferencial ya
que disminuye pera la hepatica humana y aumenta para la
eritrocitaria (Tebla XI,d). Estos recsultades cciivalidan el
concepto conocido de que las FBG-D hasta ahora investigadas
desde procariotes hasta eucariotes superiores, son todas
termoestables, lo que reflejaria una estructura conservada a
través del proceso evolutivo. Ademas, la enzima seria el
resultado de una adaptacion perfectamente organizada de la
reaccién de polimerizacién —que moléculas de FEG pueden llevar
a <cabao esnnntaneamente, con aumerto de rendimiento por evcct
de la temperatura- ajustada & un entorno qgque le exig

e
funcionalidades distintas en celulias, tejidos, organos vy

organismos diferenciados.

II1.Z.2 PROPIEDADES INMUNOLOGICAS

Los and&lisis inmunecldégicos realizados (Tabla XII) muestran
que las FEBG-D de eritrocitos e higado humanos son
inmunolégicamente indistinguitbles por inmunodifusiétn doble
cuando se las enfrenta al anticuerpo generado contra la enzima
eritrocitaria. En contraste, se observa urna homologia parcial
entre 1la hepatica humana vy la de rata, dada por los arcos de
inmunoprecipitacién con espoldn para la enzima de rata, cuando
ambas son enfrentadas al anticuerpo generado contra la enzima
animal. Estos datos convalidan una ve:z mas la diferenciacion
entre ecspecies y la homologia entre Isoenzimas de un ismo

organismc, Aambas citosélicas.
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TABLA XII: ESPECIFICIDAD INMUNOLOGICA DE LA PBG-D.

CLASE GENERO TEJIDO ANTICVERPOQ anti—-PRG-D
HEPATICA ERITROCITARIA
DE RATA HUMANA
Fata Higado +++
“samifero
Hombre Higado +-- +++
Eritrocitos +4++

IIT.3.3 EFECTO DE LIGANDOS SOERE AMINOACIDOS DE PEG-ND

Otro aspecto que tratd de desarrollarse como aproximacién
al conorimiento de 1la naturaleza de 1los grupos funcionales
localizados en el centro o itio activo de las PEG-D constituyo
el estudio de diversos ligandos en su interaccién reversible o
irrevercsible con grupos cargados de residucs aminocacidicos.
Fara eilo se probaron algunos reactivos especificos que actian
como efectores o© bien como modificadores quimicos de dichos
arupos, haciendo un ana&lisis comparativo de las enzimas en

estudio.

ITI.3.3.1 Reactivos tidlicos

Cen 1 fin e conocer el posible i-cl nue pueden tener los
grupos sulfhidrilos libres o .sglicados en wuniones disulfuro en
la actividad ernizim&tica se estudid el efecto que ejercen

diversos reactivos tidlicos.

En la Tabla XIII se muestran los resul tados obtenidos en



187

TABLA YITI: EFECTC DE REACTIVOS TIOLICOS.

La actividad de PBG-D se determind en presencia del reactive indicado en buffer Tris-HC1 50 aM pH 7,5 a 379C se-
gin se indica en Métodes. Las actividades correspondientes a los ensayos controles fueron de {,9 U/ag pira la en
ziaa eritrocitaria husanaj 0,84 U/ag para la hepatica huaana y 1,2 U/ag para la hepatica de rata. Los valores re
presentan proaedios de tres experiencias.

REACTIVO CONCENTRACION INHIBICION DE PBG-D (%)
{mM)
ERITROCITARIA HEPATICA HEPATICA
HUMANA HUMANA DE RATA

0,1 8] o o
0,5 15 8 10
1,0 31 19 22
2-Mer 10 44 6 40
T 59 2 50
S0 51 ng 53
50 % 60 18 52
O . 1 () Q) O
0,5 18 1= 17
1,0 42 i 39
DDT 10 54 42 S0
0 57 49 65
S0 72 =8 &7
s X 70 57 o7
0,1 h 0 0 0
0,5 11 4 a
1,0 26 10 22
Cys 10 34 18 0
O 38 29 47
S0 60 32 49
so¥ 59 31 S50
0,1 O 0 0
0,5 10 7 9
1,0 24 17 19
GSH 10 37 0 =4
Z0 S6 =9 45
50 59 45 50
so* 5 47 49
.1 5 0 1
0,5 7 2 =
Cs—-sC 1,0 10 7 9
5 11 8 11
50 27 20 25
50X 27 21 25

¥ La enzisa se preincubb con el reactivo durante 15 min a 37°C.
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estudios rinéticos con agentes reductores como el 2-mercapto
etanol (2-Mer), ditiotreitol (DTT), cisteina (Cys) y glutation
reducidec (GSH).

Del analisis de 1lwvs datos surge que todos los reactivos
ejeruzn su efecto clivante =6lo a partir de concentraciones 0,5
mM en forma poco significativa (cercano al 10% en promedio).
Esta accién resultd en una inhibicidn de la formaci6tn del
producto, que aumenta con 1la concentraciédn del reactivo en
forma asintotica, no llegando a superar en :lgunos casos =21 H0%
de inhibicidn ni adn a concentraciones 100 veces mayores (35 x
1072 M, Tabla XIII). El1 DTT fue siempre el reactivo m&s
eiectivo. FEn todas estas experiencias, la enzima eritrocitaria
mostrd valores de inhibicidn mayores y pcor ende reveld =ser la
n&s sencsible respecto de las hepaticas.

Freincubaciones de la enzima con los .eactivos tiélicos a

mavor concentracidon utilizada, no modificaron los valores de

—
u

o
W

inhibicidn obtenida (ensayo*, Tabla XII1). For otra parte,
ensayos de preincubaciédn de las enzimas con FPEG, el sustrato
biclégico, durante 15 min a 09 no mostraron vaiiaciones en
los niveles de inhibicidn correspondientes a la mayor
concentracion de los efectores. Estos resultados suporen que
los reactivos tiolicos ejercen un efecte reductor sobre uniones
disul furos (—-5-5-) presentes en las proteinas, formados
posiblemente entre tioles vecinales © no, en su secuencia
aminoacidica, cuya existencia seria importante para sus
conformaciones.

Ademas, el hallazgo de un efecto inhibitorio no muy marcado
a altas concentraciones podria sugerir que la ubicaciéon de
estos puertes no serian muy accecsibles para los reactivos.

Para evaluar la importancia ae girupos sulfhidrilos libres
en el ciclo catalitico se utilizaron inhibidores reversibles o
bloqueantes d= dichos grupos. Cuando se estudid el efecto de
agentes oxidantes como la cistina, se observé que

concentraciones hasta 0,% mM no ejercieron efecto alguno, y que
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a S0 oM sbdlo producen una moderada accién inhibitoria (=24%)
semejante para las tres enzimas (Tabla XIII). Freincubaciones
coy el sustrato no (rotegieron a les enzimas del mencionado
efecto.

Estos datos demustrarian que los grupos -5H no serian de
participacién directa vy rapida, sino que estarian mas ocluidos
en la estructura de la proteins, y por ende se los reconoce
como lentos.

Para estudiar el efecto de blcqueantes de grupos
sul fhidrilos se vtilizaron los siguientes efectaores
p—mercuribenzoato (pMER), N-etilma.eimida (NEM), 5,5 ditiobis-
‘2-nitrobenzocato) (DTNR) vy iodoacetamida (IAci'Ho) en um rango
de concentraciones 107® a 1072 M. Estos reactivos fueron
incorporados & la mezcla de incubacidn.

Ch la Tabla XIV se muestran los resultados obtenidos para
las tres enzimas.

El agente mercurial organico mas especifico para grupos —SH
ensayado (pMB), va a concentracionee 1079 a 1o7d M, mostrd
un efectn inkibitorio mercado, alcenzando uwna inhibicidén casi
total para la enzima eritrocitaria (7253%) y algo manor para las
hep&ticas. A concentracién 107> M se observd inactivaci6n
total de las enzimas poir desnaturalizacidédn proteica. Ensayos de
reversiéon de la inhibicidbn producida por el mercurial se
estudiaron con DTT. Concentraciones de 107° M ejercieron un
etecto recuperatorioc de la actividad cel 56% para la enzima
eritrocitaria vy algo menor para las hepAticas (ensayos ¥, X¥%,
Tebla XIiv). Debe recordarse que este agente actua como
inhibidor de la PBEG-D, como se indicéd anter:crmente, y nou
ntstante logra 1la reversién del efecto producu.do por el
mercurial.

Los reactivos NEM Y DTNE =) 10773 M ejercieron
inactivaciones menos notables y la enzaima eritrocaitaria revelo
cer en estos ensayos, menos sensible gue las hep&ticas humana vy

Ae rata.
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TABLA XIV: EFECTO DE REACTIVOS DE SRUPDS SULFHIDRILOS.

Las enzimas se incubaron en presencia de sustrato y efector a las concentraciones indicadas en buffer Tris-HCl
50 oM, p¥ 7,5 a 37°C durante 30 ain. £} producto de 13 reccibs <= deteraind segin te seNala en Métodos. Las ag
tividades de los controles ce indican en la Tabla XIII,

REACTIVO CONCENTRACION INHIBICION DE PLB-D
(M)
ERITROCITARIA HEPATICA HEPATICA
HUMANA HUMANA DE RATA
10=9 28 14 13
pMB 10-4 95 60 61
1074 % 95 60 61
1074 X% 42 38 42
109 5 31 22
NEM 1074 20 33 25
1073 21 41 0
103 ¥XX 25 50 =6
10-° 15 2 20
DTNB 10-4 20 25 22
1073 = 50 6
IACNK., 1077 4 4 >
io~<2 7 a 9

! La enzima se preincubd con el reactivo curezte 5 min 3 37°C.
¥ o enziea se preincubb cen el reactivo durante 5 min a 379C y el ensayo de actividad »e realizb en presen

cia de DTT 1073 M.
1 13 enzima se preincubé con PBS 0,2 aM durante 5 ain a 0°C.

Cuandno se ensayd el madificador IAcNHq no se observd

efecto significativo sobre ninguna de las enzimas, aun a
concentraciéon 1072 M.

Cuando se r2alizaron preincubaciones durante S min a 3I7°©C
de las enzimac con los reactivos bloqueantes a ias mayores
concentraciones nO se vieron modificados los porcentajes de
inhibicidn después de F0 min de incubacion.

Incubaciones de las enzimas con FEG durante S min a Q°C

previas al agregado de todos leos eiectores ne modificaron el

2fecto inhibitorio =2n forma significativa, excepto jara el caso
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de NEM que produjc siempre valores algo mayores de inhibicién.

Si se toman en cuenta todos estos resu!tados, es decir el
hallazgu Je que tanto reactivos o modificadores de grupos
sulfhidrilos como de disulfuros muestran un efecto inhibitoric,
asi como la reversidn por reactivos tiédl:cos de la inhibicién
por mercuriales, es posible inferir la par:icipacién de estos
grupos en la actividad biolédgica de las FEG-D. Estudios con
cDNA han demostrado que estas proteinas mamiferas poseen 4
residuos de cisteinas, 2 de ellos altamente conservados a lo
largo de la escala bioldgica (390, 501) y 1 de estes Gltimos
comprometicdo en su unién con un cofactci- novel, un
dipirrometz2no que sirve como pivote d= anclaje para el preceso
de tetrapolimerizacioén del FBG (344, 345). For 1lc tanto 3
residuos Cys aparecen como candidateos, cocn la posibilidad
excluyente de la existencia de una Gnica ligadura -5-S- y un
grupo -3H libre, ambos de alguna forma compromeatidos, noc sdlo
en su actividad catalitica sino en su estabilidad vy
configuracidon din&mica.

Es posible entonces, especular que estructuralmente un par
de grupos -SH correspondientes a 2 residuos de cisteinas,
cercanos espacialmente, estuvieran comprcmatidos en una unioén
disulfui-ro conformando el centro active, conjuntamente con un
grupo sulfhidrilo 1libre que posibilitara su funcidn. Ademas,
que 12 participacién de la estructura puente disulfuro primara
en la conformacién de la enzima nativa libre con acceso para el
FRG, produciéndose una irnhibici&tn no  totzl por acciéon de
agentes reductores que favorecerian un cambic conformacional de
la misma. Asi, los reactivos reductores ensayados actuaron
todos Mmoo inhibidores de la rzaccion, aunque no
campetitivamente ya que estos efectos nc pudieron ser impedidos
por el sustrato.

lLLa presencia del grupo -SH 1libre reconocido s6lo por
reactivos potentes como el pME o mas hidrofdbicos como NEM y no
por hidrofilicos como el IAcNH2, sugeriria su oclusion en el

centro activo y por ende su poca accesibilidad y quizds su
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mayor exposicidn por preincubaciédn con su sustrato.

El car&cter sulfhidrilico de las FBG-D de organismos
procariotes y de eucariotes inferiores, asi como de hojas de
espinaca y germen de trigo, ha sido informado por numerosos
autores (108, 314, 315, 320, 324). Sin embargo no estd aclarado
el mecanismo por el cual estos grupos -SH participarian en el
ciclo catalitico, aunque algunos proponen su interaccibn

directa en el sitio activo (331).

IITI.3.%5.2 Fosfato de Piridoxzal

La existencia de un residuo de lisina comprometido en la
cat&lisis enzim&tica en PRG-D de procariotes y eucariotes
inferiores ha sido motivo de controversias (334, 3I3&%, I79).
Fara tratar de evaluar su participacién en la FBG-D de las
distintas fuentes se ha estudiado cinéticamente el efecto de un
ligando especifico para este amino&cido.

Para ello, las enzimas se incubaron a 0OPC con fosfato de
piridoxal (PPL) durante diferentes periodos, desde 30 seg a 15
min, a una concentracion del efector de &6 mM (Fig.37), se
observd una rapida disminucién de la actividad enzimatica hasta
alcanzar un valor estacionario (65-80% de inhibicidn
dependiendo de la enzima en estudio) alrededor de los S min de
preincubacioén.

Cuando se utilizd en los ensayos una concentraciéon menor de
PPL (Z mM) se obtuvo un comportamiento, respecto del tiempo,
similar al anteriormente descripto pero con valores de
porcentajes de inhibicién en el estado estacionario menores
(45-39%) .

Cuando se estudid el efecto del reactivo a un tiempo de
preincubacidn constante (15 min a PC) en un rango de
concentraciones 0,53 a 24 mM se observd, como se aprecia en la
Fig.%8, dependencia de 1la inhibicidn con la concentracion de

PPL, alcanz&ndose el valor de inhibicidn 304 a 2,5 mM del
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F1G.57: EFECTO DEL TIEMPO OE PREINCUBACION EN LA INHIBICION POR PPL.

Las PBG-D eritrocitaria humsana {0}, hepatica humana (e) y hepatica de rata {4) se incubaron en oscuridad con PPL
& oM en buffer fostfato de sodio 0,1 M, pH 7,3 a 0°C. A los tiempos indicades se retiraron allcuotas de la aezcla
en las que se detersind la actividad enzisatica seqin se indica en Métodos. Los valores de los contrsles fueron
0,84 U/eg para la hepdtica husana y 1,2 U/mg para la hep&tica de

1,9 U/mg para la enzima eritrocitaria husana;
rata.
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F16.58: EFECTO DE LA CONCENTRACION EN LA INHIBICION POR PPL.

Las PBE-D eritrocitaria humana (o), hepdtica humana (e) y hepatica de rata {A) se incubaron en oscuridad con PPL
en las concentraciones indicadas, en buffer fosfate de sedio 0,1 M, pH 7,5 a 0°C durante 15 min. La actividad re
sidual se ensayd seqin se indica en Metodos. Los valores de los controles se indican en la Fig.37.
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efector para la enzima de higado bhumano, 3,0 mM para la de
higado de rata vy 3,5 mM para la de sangre humana. En los tres
casos se alcanzé una inhibicién casi total (90-95%) a la mayor
concentracién ensayada. Este comportamiento indicaria que dicha
concentraciédn del reactivo es suficiente para que las lisinas
presentes en la proteina, comprometidas directamente con el
proceso catalitico o indirectamente manteniendo una adecuada
conformaciédn del centro activeo, reaccionen formandc el complejo
base de Schiff.

Cuando se realizaron ensayos de prueba con la enzima
proveniente de E. gracilis é concentraciones de FPPL 24 aM,
mayores & las informadas por Hart y col. (3584), se lograron
inhibiciones similares a las obtenidas para las enzimas
estudiadas en este trabajo (90%):; si bien estos investigadores
informaron que se &lcanza un “"plateau" (efecto maximo) en el
valor de 33% de inhibicidn a concentraciones 2-3F mM del
reactivo.

Incubaciones con el sustrato (0,2 mM) durante 15 min a
00C, previas a la interacciébn con FPL (6 mM) a la misma
temperatura durante 10 min, protegieron en un 10% la actividad
de las enzimas.

El analisis de todos estos estudios sugieren la
participaciédon de grupos aminos de residuos de lisina en el
mecanismo de reacciébn, aunque no comprometidos en la unibon
covalente del sustrato.

Las PBEG-D de otras fuentes mostraron efectos similares de
inhibicién  (357), aunque una mayor proteccidn de la actividad
enzimAtica por el PBEG, permitiendo postular la presencia del
aminoc&cido en el sitio activo.

-

ITI1.3.%.3 Cationes

El efecto de los metales sobre el metabolismo del hemo ha

sido objeto de un numero grande de investigaciones (294). En
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particular, es bien conocido el efecto to6xico de algunos de

ellos sobre enzimas especificas, como lo es el del plomo sobre

la ALA-D, conociendose su interacciéon por estudios tanto "in
vitro" como "in vivo", que han permitido aportar datos sobre el
mecanismo de la reaccién. Farecidé interesante, entonces,

realizar un estudio sistem&tico para caracterizar los efectos
de una serie de cationes met&licos sobre las tres enzimas. La
interaccion enzima—metal se estudiéd como un fendmeno tiempo-—
independiente, estim&ndose el grado de inhibicidn producido
sobre la formacion del tetrapirrol y explorando ademas, en la
naturaleza guimica de 1los 'grupos o Atomos "ligandos" vy
"ligantecs" qQue participan en forma preferencial en dicha
interaccion para poder explicar en parte, el comportamiento
observado.

La inhibicidén de 1la actividad enzim&tica se analizd en un
rango muy amplio de concentraciones del i6n, adicionado a la
mezcla de incubacibn, que varid entre 1076 Yy 1072 M para
metales pesados, principalmente divalentes y que llegaron hasta
1,5 M para los més livianos. Las soluciones de sales ferrosas
se prepararon y ensayaron en anaerobiosis.

En 1las figuras §59 y 60 se repesenta el grado de inhibicion,
expresado porcentualmente en funcion de la concentracion del
metal para elementos de las tres series de transicién asi como
para el plomo. Como puede observarse para cada una de las
enzimas se obtuvieron curvas de forma sigmoidal,
caracteristicas de una inhibicidén dependiente de la
concentracién del metal ensayado. De 1los datos obtenidos de
cada una de las curvas se selecciond la concentracion molar del
metal que producia el 50% de inhibicidén de 1la actividad
catalitica y a ese valor expresado como: -log(Melgn se lo
denomina a] [Me]ﬁo y se lo utiliza para el analisis de los
resultados.

Como se puede apreciar en la Tabla XV, iones de metales

livianos como Nat y K*¥ no exhibieron efecto inhibitorio adn
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F16.40: INHIBICION POR Cd2*, Ho?* y phZt.

Las enziamas utilizadas y las condiciones de ensayo fueron idénticas a las descriptas en la Fig.39.
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a concentraciones 1 M, mientras que concentraciones de 1,5 M de
. . ~ ]
los 1iones divalentes Ca<t y Mg=* no lograron la inhibicién

total de ninguna de las tres enzimas investigadas.

TABLA XV: INHIBICION POR METALES LIVIANOS

ION METALICO RANGO DE CONCENTRACIONES % INHIBICION
Na* 1,0 — 1076 M 0

Kt 1,0 — 1076 M 0

Ca<+ 1,5 - 5x1073 M 85 - 10
Mg=<t 1,5 — Sx10”3F M 75 - 0

Cuando se analizaron los valores de p[Me]50 calculados,
se encontrd que los elementos de la primera serie de transicion
mostraron valores cercanos a 3,5t0,5 para su interacciédn con
la enzima eritrocitaria (Fig.61l), obteniéndose valores siempre
menores para ambas enzimas hepaticas. E1l valor mas alto del
parametro p [Me]gg se encontré para el mas pesado de los
metales post—-transicionales ensayado, el plomo, seguido por el
correspondiente al Hg2* y €d2% y nuevamente resulté mayor
para la enzima eritrocitaria. El analisis de estos datos
muestra un comportamiento similar para las enzimas hepética
humana y de rata, sin embargo se observa un grado diferencial
de inhibicibn para metales correspondientes a un mismo periodo
y adan para aquellos pertenecientes a un mismo grupo, por
ejemplo el IIB (Fig.61).

Este comportamiento diferencial puede ser explicado

considerando la existencia de isoformas tisulares vy la
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FIG.61: INHIBICION POR METALES LIVIANOS (L), DE TRANSICIGN {T) Y POST-TRANSICIONALES (FT).

Los valores son representados ccao el logaritmo decimal neqativo de la concentracién del aetal que produce una
inhibicién de la actividad enzimdtica del 50% {p(Melsg) versus los diferentes icnes aetalicos. PBS-D eritroci-
taria huaana ([B, hepdtica husana(l} y hepitica de rata &
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variabilidad entre especies.

La comparacién de los valores de p[Me]50 Yy
consecuentemente de la capacidad inhibitoria de los metales
estudiados reveld una marcada correlacién con la serie de
estabilidad propuesta por Irving y Williams (S02)(Fig.62) segun
la cual para un ligante dado, la estabilidad de los complejos
con iones met&licos divalentes —incluida 1la primera serie de
transiciébn-  cumple el siguiente  orden, CaZ*t<Mget<Mn2t¢
F92+<C02+{N12+i8u2+}2n2+, que depende de las inversas
del radio 1i6nico y del segundo potencial de ionizacién. Una
tendencia similar se obtuvo 'para 1la 2Zda. vy 3ra. serie de
transicion (Cd2*<Hg2+)y, observandose ademas que  HgZ*«
Fb2* (Fig.62).

El an&lisis de 1los datos obtenidos se realizd segun dos
aproximaciones. En una de ellas se tomd en cuenta el modelo de
&cidos vy bases duros vy blandos (AEDE) propuestoc por Pearson
(303), segun el cual, los ligantes y los iones metalicos se
clasifican en bases vy &cidos duros o blandos respectivamente.
Las especies duras (acidos o bases) son en general pequeflas y
ligeramente polarizables mientras que las blandas suelen ser
mas grandes Yy mAs polarizables. Se ha seffalado una regla
empirica sencilla para predecir la estabilidad de los complejos
que se forman entre 1los &acidos y las bases: los acidos duros
prefieren unirse a las bases duras en tanto que los acidos
blandos a las bases blandas.

En 1la otra aproximacién se considerd la teoria presentada
por Klopman (504) en la cual se define el parametro intrinseco
de blandura (E¥) que cuantifica vy generaliza el tratamiento
de la reactividad quimica, enfatizando 1la importancia de la
electronegatividad del orbital de frontera del metal vy la
energia de desolvatacitn requerida para que un enlace pueda
formarse.

Asi, en 1la Tabla XVI se observa la correlacidn entre el

parametro p [Mé]5Q de los metales ensayados, con el caracter
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F16.52: CORRELACION OF LA INHIBICION POR METALES DIVALENTES CON LA SERIE DE ESTABILIDAD DE IRVING-WILLIAMS.

p(Melsg=-log{Me] que produce un 307 de inhibicién de la actividad enzimatica. PB6-D eritrocitaria husana (o},
hepdtica husana (@) y hepatica de rata (A).
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de &cido duro (D), blando (R) o intermedio (I) de los mismos,
como también con el parametro E¥. De esta correlacibn se
puede inferir, en general, que a medida que se incrementa el
caracter blando o el valor negativo de Ef aumenta el
p [Me] 50 y consecuentemente, la capacidad que el metal posee
de inhibir la actividad enzimédtica de las distintas FEG-D. Como
se oabserva en la Tabla XVI, es mayor para la eritrocitaria

humana que para las hep&aticas.

TABLA XVI: CORRELACION DE LA INHIBICION CON EL CARACTER DE BLANDURA SEGUM LAS TEORIAS DE PEARSON Y KLOPMAN

10N CARACTER E# (eV) p[Me} so DE PEG-D

ERITROCITARIA HEFPATICA HEFATICA

HUMANA HUMANA DE RATA
Hg<+ E - 4,54 4,8 3,9 4,3
Ag*t R - 2,82 4,2 3,2 3,5
ca2+ E - 2,04 4,5 3,7 3,8
Cu2t m -1 - 0,55 3.9 3,5 3,7
Na* 1 0 <1 <1 <1
Zn<t I - 3,6 z,2 3.4
NiZ+ I 0,29 3.4 2.6 3,0
Co=* I - 3.3 2,7 2,9
Fez* I 0,69 2,8 2.7 2,6
Fes+ D 2,22 2,6 2,6 2,6
CaZ+ D 2,33 1,3 1,2 1,3
Mg<t D 2,42 1,1 1,0 1,0

B: BLANDO, [: INTERMEDIO, O: DURD, EF: BLANDURA.
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Ademé&s , la Tabla XVII muestra que concentraciones tan
altas como 1 M de 4&cidos duros como CaZ2* Yy Mgz+, noc son
suficientes para inhibir totalmente a ninguna de las tres
enzimas; sin embargo a medida gque aumenta el caracter blando de

los iones se requieren menores concentraciones para alcanzar el

efecto ma&ximo. Acidos intermedios como Fe2+, Co<* Y Cul*
inhibieron la actividad de las enzimas eritrocitaria vy
hep&ticas llegando al ma&ximo valor en el rango de

concentraciones (0,5—10)x10‘3 M, mientras que los iones m&s
blandos ensayados (Agt, Hg2% vy cd2*) le hicieron a
concentraciones 51079 M Y S5x10"4 M para las enzimas

eritrocitaria y hep&ticas respectivamente.

TABLA XVIT: INHIBICION MAXINA DE PBG-0 POR ACIDOS DUROS Y BLANDOS

ACIDO EASE Me
DUROS Ca2t; Mg2* RCOO™ >1000 mM&sb.c
INTERMEDIOS Fe2?* ,Ni?* ,Co2*,Zn2* RNHo,Im 0,5-5 mM3
Cul*, pp2+ RNHo ,RS™ 1 - 10 mmb.c
BLANDOS Ag*,.Hg<+, cd2t RS~ ,” SRS~ 0,05 mMR
g FgeT -, s .

a: PB6-D eritrocitaria humana; b: PBG-D hepatica humana; c: PB6-D hepatica de rata.
In = Indazel

Si se considera el caracter donor de electrones de los
&tomos interactuantes que pueden existir dentro de los sistemas

biolégicos y en este caso particular, las enzimas, los ligandos
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casi exclusivamente implicados son el oxigeno, el nitrbgeno vy
el azufre. De acuerdo al principio ABDB, éstos pueden ser
ordenados de acuerdo a su blandura decreciente como S»N)0. Por
lo tanto, 1los acidos duros preferiran unirse al oxigeno o al
nitrogeno, mientras que 1los &cidos blandos seleccionaréan al
azufre, y los intermedios formardn complejos con azufre mas
preferencialmente que con nitrégeno (503%3). Dentro de los
intermedios, sin embargo, alguneos 4cidos como el Pbet
muestran uwna preferencia exclusiva por el azufre sobre el
nitrégeno. E=to puede sugerir que aminoc&cidos especificos
estarian involucrados en el pro&eso catalitico.

La relacidén existente entre 1la concentracidn requerida
para alcanzar 1la méaxima inhibicidn producida por el iOn
metalico, su grado de blandura y 1la o las probables bases
con las que forma complejos se muestra en la Tabla XVII. Se
cbserva que hay una buena correlacién entre el grado de
blandura de los iones met&licos estudiados (&cidos) vy 1la
concentracién que produce el maximo efecto inhibitorio. S5i se
tiene en cuenta la selectividad de los mismos por determinados
ligandos (bases), segun el principio de Pearson (503), los
aminoacidos conteniendo grupos dadores como amino, imidazol o
sulfuro -—-tales como lisina, histidina y cisteina- pueden estar
involucrados en el proceso catalitico de las PBG-D estudiadas.

Examinando el conjunto de datos obtenidos, puede decirse
que existe wna notable correlacién entre las enzimas respecto
de su comportamiento como ligandos dadores frente a todos los
iones met&licos ensayados. Es preciso recalcar que se observa
este comportamiento similar, a pesar de la diferente cantidad
de proteina usada en los ensayos de las enzimas de las
diferentes fuentes, lo que sﬁgeriria que un mecanismo comin O
conjunto de mecanismos comunes pueden estar involucrados en la
actividad catalitica de estas enzimas y permiten postular el

modelo de interaccidn presentado en la Fig.é63.
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ITI.Z.4 NATURALEZA DE GRUFPOS FUNCIONALES EN PEG-D

En la Tabla XVIII se presentan datos sobre el
comportamiento caracteristico de las diferentes enzimas que
permiten aportar conocimientos sobre 1la naturaleza de grupos
cargados de residuaos aminoacidicos de las proteinas, su
interaccion con las moléculas de sustrato y su participaciébn en
la catdlisis y/o configuracién del centro activo.

En general, las variaciones de los valores de las
constantes cinéticas con el pH han de reflejar las ionizaciones
qQue podrian ocurrir en la énzima, en el sutratoc vy en el
complejo enzima-sustrato, y en este caso en particular, también
en las formas camplejas intermedias capaces de unir sustrato o
aquellas que han unido sustrato secuencialmente y liberan los
productos. Asi, valores de pkKes y pke, constantes de ionizacibn
de 1los complejos ES o de E libre, pueden ser determinados
mediante diferentes tipos de ecuaciones que linealizan las
curvas clacsicas de los parametros cinéticos versus pH.

El analisis grafico de 1los datos de Vmax versus pH
obtenidos para las enzimas permitid determinar los valores de
pkly, correspondientes a 1los complejos ES, que figuran en la
Tabla XVIII, observandose una diferencia marcada entre 1la
enzima hepatica humana y 1la eritrocitaria. En particular, el
efecto se hizo m&s notable en la zona alcalina, donde la curva
para la enzima hepatica mostréd una pendiente mas suave,
obteniéndose un valor de pkes mas alto. Estos tipos de curvas
han sido obtenidas para la mayoria de las FEG-D de diversos
organismos, tanto procariotes como eucariotes (316, 321, 332,
336) por 1lo que el anAlisis que se detalla a continuacion es
comin para todas ellas.

El efecto del pH sobre una enzima como la PBG-D que utiliza
cuatro moléculas del mismo sustrato, asi como la obtenciétn de
valores de pkKes por estudios de Vm&x vy los de pkKe con el

complemento de los valores de Km a diferentes pH, han sido
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discutidos exhaustivamente por Williams y col. (321),

TABLA XVIIT: ACCION DE EFECTORES GUIMICOS.

EFECTOR PBG-D

ERITROCITARIA HEPATICA HEPATICA

HUMANA HUMANA DE RATA
HY (pkes) 7,15 - 88 7,35-8,9 7,1-8
CATIONES (p(Me] 50) ¥
. divalentes
(1a serie de trans.) J.5 2,9 3.1
. Fb2t 5,0 3.7 4,6
REACTIVOS de -SH Y -5-S-—
(% de inhibicioén)
. PME 0,1 mM 95 60 61
. NEM 1,0 mM 21 41 30
. RSH 50 mM 63 44 55
. Cs-sC S0 mM 27 20 25
PPL (p(PPL] g0) *¥* 2,4 2.5 2,6
FG (7 de inhibicidn)
. 7,8 mM, 1 min N.D. &0 N.D.
WRK (% de inhibicién)
. 10 mM, 1 min N.D. &0 N.D.

8 Saythe y Williams (336).
Y p[Me] 50=-1og[Metal]que produce 502 de inhibicitn.
18 5|PPL) 50=-1og[PLPJque produce 501 de inhibicitn.
N.D. no determinado.
Respecto de 1los valores de pkes, la falta de informacibn
ernistente hasta el momento acerca de la naturaleza de la etapa

de velocidad 1limitante del proceso global, o la posibilidad de

que ocurran ionizaciones equivalentes en la serie de reacciones
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parciales hasta la obtencidn del ltimo intermediario
enzima—tetrapirrol, hace imposible atribuir los valores
experimentales a alguna etapa en particular. De alli gque se
puedan s6lo hacer aproximaciones socbre el tipo de grupos
cargados participantes, como se ver& mads adelante.

Estos an&lisis publicados para diferentes FBG-D, como los
desarrocllados para las de este trabajo, en particular la
hepatica humana que se tomé como modelo, establecen que al
menos dos grupos ionizables estarian involucrados en 1la
catalisis

Asti, para 1la enzima de E. gracilis (Z21) se informaron
valores de pkes 6,1 y 8,9; para la de bazo de rata de 7,4 y 8,8
(332); para la de E. coli de 7,07 y 7,92 (316); mientras que
para la hepatica humana se obtienen valores de 7,35 y 8,9.

Los datas obtenidos por Williams vy col. (321, 332)
mostraron una disminucidn en los valores de la relaci6tn Vmax/kKm
con el pH. del ladobidsico de la curva de actividad,y han sido
interpretados como la ausencia de un pka en la enzima libre
(y/o formas ES que unen sustrato) o en el sustrato, y que
corresponde al valor de 6,1 o0 7,4 obtenido. Si el efecto se
debiera a 1la ionizacién de la parte Sldel complejo E-S, el pKa
de los grupos carboxilatos del PBG en su interaccidén con la
enzima deberlia aumentar desde sus valores libres: 3,7 (acetato)
6 4,95 (propionato) hasta 1los valores observados (6,13 7,43
7,07; 7,3Z8).

Evans vy col. (317), por sus estudios con RMN de 3H en
PEG-D de Rh. spherocides bhan supuesto, avalados por sus
resul tados, que valores altamente perturbados como los

cbservados en estos pkK por la interaccidon del sustrato con la
proteina, serian compatibles con 1la formaciédn de una unibdn
ibnica entre el grupo carboxilato de la cadena propibnica del
PBG y un grupo b&sico de la enzima. Este podria ser adscripto a
un 6—NH2 de lisina, un guanidino de arginina o un imidazol de

histidina que participaria asi de la conformaciéon del centro
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activo.

Si en cambio reflejara la ionizacidn de la parte
enzimadtica, su ausencia en el rango de pH ensayado podria
deberse a que el pkKa del grupo seria menor que 95 vy
corresponderia posiblemente & un carboxilato de la E libre o
bien a un grupo muy ocluido en la matriz proteica y que se hace
accesible por un cambio conformacional por el sustratao.

Estos autores encontraron ademds que la dependencia de la
relacion Vmax/Km con el pH revela una GUnica ionizacidn a valor
de pH 8,2 lo que reflejaria ionizacién en la E libre o en sus
tres formas pirrélicas. Los valores muy cercanos obtenidos para
los pkes (8,8 en E. gracilis, y 8,9 en higado humanoc) podrian
sugerir ionizacidbn de grupos cargados en la enzima libre o en
las formas ES capaces de unir sustrato donde los valores de pka
se ven perturbados. Si se toma esta probabilidad como cierta, vy
se consideran los valores conocidos de los amino&cidos, se
puede inferir que la cisteina (pkKa 8,3-8,6) seria el residuo
que podria interactuar vy por ende formar también parte del
centro activo.

Con el fin de identificar mas especificamente los posibles
grupos hasta ahora propuestos se comparan los resultados
obtenidos con reactivos mas selectivos.

Como se ha indicado en la seccidn precedente (III.3.3) el
usao de reactivos caracteristicos de grupos tioles libres o
unidos covalentemente ha permitido evaluar su posible
participacién en la estructura dina&mica del centro activo. En
la Tabla XVIII sblo se presentan ejemplos tipicos de los
efectos producidos por reactivos tidlicos especificos de ambos
estados de oxidacibn del 8 (-2 y -1) asi como los valores de la
inhibicién producida por iones metalicos que se caracterizan
por una mayor interaccién con la enzima, expresados como
plMelsg.-

El analisis de todos esos resultados llevd a la proposicion

presentada en la seccion (III.3.3), donde se sugiere 1la
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existencia en el centro activo de las PBG-D de una unibn S-S
que colaboraria en su conformaciétn y de un grupo —-SH libre no
expuesto que se haria mas accesible por un cambio
conformacional, que es dable suponer ocurre por la adicidén
secuencial de las cuatro moléculas pirrdlicas.

Esta especulacitn estaria avalada por 1los resultados de
Russell vy Rockwell (351) quienes encuentran mayor inhibicién de
la PBG-D de germen de trigo, por preincubacién con el sustrato,
frente a reactivos inhibidores de sulfhidrilos y los de Warren
y Jordan (379) quienes encontraron poca inactivaciéon con la
enzima nativa, pero si un remarcado efecto (60-100%), tiempo
dependiente, con 1los complejos intermediarios E-S, siendo méas
rapida la accidon para la enzima con mayor numeroc de moléculas
de PBG unidas, i.e. E<ES<ES,<ESz.

En ambos casos, asi como por 1los resultados de este
trabajo, se propone que la adicibn de PBG causaria un cambio
conformacional de las PBG-D que conduciria a la exposiciéon de
grupos sulfhidrilos previamente ocluidos en la enzima nativa.

FPor otra parte, Rooij y col. (3I35) informaron que corridas
electroforéticas en SDS-PAGE de PEG-D eritrocitaria humana
purificada revelan dos bandas proteicas, una con menor y otra
con mayor intensidad, con s6élo una pequefla diferencia de PM:
40.900 y 41.300 respectivamente. Ambas bandas invierten su
ubicacidn por la presencia de un agente reductor tidlico (DTT)
agregado a la corrida. Aunque desconocen su significado, el
efecto del DTT se corresponde con una diferencia en el estado
de reduccidn de uniones disulfuro (-S-S-) en la PBG-D.

La remarcable correlaci6tn obtenida para las tres enzimas en

la interaciétn de iones metalicos con grupos especiales de las

mismas (Fig.563) y que implica un comportamiento similar
(ligandos—ligante) aunque diferencial en sus valores absolutos
~expresados por sus valores p [ME]SO" (Tabla XV) sugiere que

un mecanismo o© una serie de mecanismos comunes podrian operar

en las isoenzimas humanas y en la de rata. Es posible suponetr
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entonces que el mecanismo participante involucrado es 1la
coordinacibon de los iones met&licos con sitios donores
selectivos (S,N,0) necesarios para dar una estructura espacial
que asegure maxima actividad. Siendo todos estos resultados

obtenidos in vitro", separadamente, e imaginando a todos los
donores actuandoc simultaneamente como poco probable, uno puede
estar tentado a acotar el numero de eillos, considerando s6lo a
los donores de mayor capacidad de unidn con los ligandos més
especificos, es decir m&s inhibitorios. Con estas hipotesis,
los resultados presentados muestran que la cisteina o cisteinas
cercanas espacialmente serian las m&s favorecidas (Fig.63, zona
sombreada).

él hecho que grupos cargados estén presentes tanto en el
sustrato, que posee dos carboxilatos (pka 3I,7 y 4,93) y un
amino (pka 10,1) en su estructura, como en la enzima que tiene
un numerc considerable de residuos aminoacidicos con carga,
permiten explorar en la blisqueda de posibles interacciones que
consideren a estos grupos en 1la uniétn del sustrato vy la
cat&lisis. De alli que muchos investigadores, con diferentes
FPBG-D, hayan aportado datos a este conocimiento.

En 1la tabla XViise presentan s6lo resultados ya analizados,
gque indican algunas de estas posibles interacciones.

El PFL ha sido implicado por varios investigadores (354,
Z87) como esencial para el mecanismo de la reacciéon.
Recientemente, Miller vy col. (35%) han informado que dos
lisinas de 1la PBG-D de E.coli, conservadas evolutivamente, se
modifican preferencialmente y podrian integrar el sitio activo.

Los resultados obtenidos con la enzima hepatica humana y
modificadores quimicos especificos para amino&cidos, aunque con
diferencias, avalan los informes presentados por otros grupos
de investigacion (324, 340, I56, 3987) sobre la participacion o
no de ellos en el proceso catalitico global. Asi, modificadores
para: a) histidina, no mostraron efecto alguno y por lo tanto

puede ser descartdo; b) arginina como fenilglioxal y c) grupos
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carboxilatos como el reactivo especifico de Woodward, mostraron
una marcada y rapida accién inhibitoria.

El rol de residuos de argininas en la unidn de
tetrapirroles ha sido bien documentado para globinas vy
proteinas que unen grupos hemos relacionados, asi como en la
ferroquelatasa cuyo sustrato es un tetrapirrol, implicando
siempre una interaccidn par idnica con grupos carboxilatos.
Mientras que 1los valores de pkKa obtenidos para diferents PRG-D
implicarian la participacién de grupos carboxilatos, aunque muy
modificados por su entorno.

Es también conocido que otras proteinas mantienen su grupo
prostético hemo unido a la proteina por medio de una cisteina,
de alli que no sea sorprendente su utilizacién por las PBG-D
que asegura asi una direccionalidad a su reacciébn catalitica.

Todo el cimulo de resultdos aportados por la literatura y
por este trabajo permiten proponer el siguiente modelo para las
FBRG-D (Fig.64), teniendo presente que las enzimas como
entidades maoleculares otrganicas derivan su funciodn bioclégica
enteramente de su estructura espacial quimica no est&tica, sino

dina&mica.

IIXI.4 ANALISIS POBLACIONAL

III.4.1 DIAGNGSTICO

Como se ha explicitado en la introducciéon (seccidn 1.4.2)
los portadores del sindrome porfirico pueden llevar su
alteraciébn génica sin 1llegar a su manifestaciébn clinica. Sin
embargo, cuandoc ocurre su eclosién es necesario determinar
claramente su existencia en los posibles portadores para
prevenir 1la exacerbaciédn de los sintomas provocados por el uso
incarrecto de drogas, en su mayoria porfirinogénicas, o

diferenciarlo de otras enfermedades con signos semejantes. For
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otra parte, el reconocimiento de 1lcs portadores sileciosos
mediante estudios cada vez mas especificos vy en permanente
desarrollo permite a la medicina preventiva aplicar modalidades
terapéuticas que favorecen y/o posibilitan una mejor calidad de
vida, previniendo 1la manifestacidn vy/o exacerbacién de esta
patologia.

Con estos objetivos, el an&lisis poblacional de PAI con
fines diagnédsticos comprendid, desde el punto de vista
biogquimico, 1los estudios con los resultados que se desarrollan

& continuaciédn:

I1IT1.4.1.1 Metabolitos hémicos

FPara detectar 1a presencia de intermediarios del camino
biosintético del hemo, en cantidades alteradas, se realizaron
diversos ensayos mediante técnicas rapidas como se indica en
Métodos (seccidn II.2.10).

En la Tabla XIX se muestran los resultados correspondientes
a los ensayos cualitativos que se realizaron en individuos con

PAI en estadios de crisis, remision y latencia.

TABLA XTX: ANALISIS CUALITATIVO DE METABOLITOS HEMICOS EN PAI

ESTADIO SANGRE ORINA HECES
PORFIRINAS PRG PORFIRINAS PRG PORF IRINAS

CRISIS N +++ ++ ++++ +

REMISION N ++ + ++ N a +

LATENCIA N N M N N

N = norsal, ¢ = arriba de lo normal, ++ = soderadasente incresentado, +++ y ++¢+ = puy incresentado
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Se quiere destacar que este tipo de metodologia resulta muy
adecuada para los casos de crisis en los que la presencia de
sintomas clinicos, a veces confusos, requiere la deteccibn
rapida de metabolitos hémicos, especialmente FBG, para
descartar otras patologias. Como se sabe, la presencia de PEG
elevado es un indice muy claro del sindrome porfirico pero no
concluyente de PAI, ya que otras porfirias agudas también lo
presentan, de alli la necesidad de ensayos m&s especificos.

En la Tabla XX se presentan los resultados de los ensayos
cuantitativos de metabolitos hémicos, realizados en individuos
controles vy portadores de PRI silenciosos y manifiestos. El
an&lisis de los datos demuestra que los metabolitos ALA y FRG
presentan el mayor aumento respecto de los controles, pudiendo
alcanzar en estadios de crisis severas, valores en orina de 835
a 100 mg vy 1353 a 250 mg diarios respectivamente, en los
pacientes estudiados. En estos casos se observa un aumento de
las porfirinas excretadas especialmente en orina, evidenciando
la cromatografia en placa delgada de sus esteres metilicos,
altos porcentajes de URO I (30% de la fraccion URO) debido a la

condensaciotn no enzimAtica del PEG.

1I1.4.1.2 Actividad eritrocitaria de PEG-D

Como se ha sefMalado, la PBG-D es la enzima involucrada en
la PAI, vy su determinacibn en sangre periférica permitid
avanzar con mayor certeza en el diagnostico de la misma, ya que

en 1la mayoria de los casos establece sin dudas, la falla

génica.
For lo tanto, se ha .dosado 1a actividad de PRG-D
eritrocitaria en individuos portadores Yy pacientes

relacionados, asi como en individuos sanos para cobtener el
valor promedio de 1la poblaciétn control en Argentina. Se ha
obtenido para portadores porfiricos un valor promedio de

16,3%3,2 uU/ml GR, con un rango de valores comprendidos entre
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8,2 vy 29,1 U/ml GR. Como muestra la Tabla XXI para individuos
normales el valor promedio de la actividad es aproximadamente
el doble (37,9%¥7,7 U/ml GR), sin embargo, el rango obtenido
evidencia un cierto grado de superposiciédn en 1los valores

basales de actividad entre individuos controles y portadores.

TABLA XXI: ACTIVIDAD BASAL DE PBG-D ERITROCITARIA

INDIVIDUOS " PBG-D (U*/ml GR)
rango X * sD

PORTADORES (n=70) 8,2 - 29,1 16,3 ¥ 2,3

CONTROLES (n=90) 23,0 ~ 52,1 37,9 £ 7,7

by = naoles URD 1/h.

Este hecho vya sefialado por otros investigadores (437, 439)
dificulta en algunos casos (8%4) el dign6dstico certero de
eventuales portadores silenciosos o latentes en estudios
familiares y ha llevado al desarrollo de nuevas técnicas que
tienden a analizar la falla a nivel molecular.

En 1la Fig.65% puede apreciarse un estudio tipico familiar en
el que se informan los valores de PBG urinario y la actividad
de PEG-D eritrocitaria de 'SUS integrantes. Estos datos
permitieron la clasificacian de los mismos en portadores
silenciosos, manifiestos asintom&ticos o con sintomatologia
clinica, y no portadores del sindrome.

En el caso del individuo IV.3, los sintomas clinicos y los
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£16.55: ESTUDIO FAMILIAR,

Las deterninacicnes de P36 urinaric y actividad de PBG-D en sangre se realizaron seqin se especifica en Métodos.
Los valores de P3G zon expresados =n ag/24 hs y se indican entre paréntesis, los da PB6-D eritrocitaria en U/al

G.R. y sa infcraan debajo de lcs de P3S.
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estudios bioquimicos coincidieron con los de una crisis aguda
de FAI vy motivaron posteriormente el estudio familiar. Asi, el
individuo IV.6 se clasificod, en virtud del andlisis bioquimico,
como portador manifiesto asintom&tico en el periodo del
estudio. El1 individuo 1IV.3 se clasificéd como portador latente
por su valor disminuido de la actividad de PBG-D eritrocitaria
y su nivel normal de PBG urinario, el IV.4 como incierto por su
valor de FPEG-D eritrocitaria (dentro del rango de solapamiento)
y el V.6 como no portador debido a la actividad normal de sus
progenitores. .

De 1o expuesto hasta aqui, puede concluirse que en 1los
pacientes en crisis, el sindrome se dignostica mediante el
andlisis de los sintomas <clinicos y datos bioquimicos, dados
estos Gltimos por la acumulacién de FEG, en mayor cantidad que
la de ALA, y porfirinas en excretas y fluidos bioldégicos.

El estudio familiar de pacientes con PAI (propbositos)
permitid habitualmente descubrir 1los portadores latentes vy
manifiestos asintomaticos. La medicidén de PBG-D eritrocitaria
resulta un buen método diagndstico de esta patologia, sin
embargo, para supuestos casos latentes existe cierta
incertidumbre para su clasificacidn (inciertos) como ya se ha
sefialado. También ésta puede resultar erroénea, cuando 1la
disminuciétn de la actividad no existe en eritrocitos y si en
higado. En nuestros estudios familiares no se ha detectado
hasta el presente este tipo de PAI.

Debido &a 1la existencia de isoenzimas tejido-especificas

(eritroide y no-eritroide) la mediciébn de PEG-D hepatica
constituiria el método diagnéstico mé&s concluyente, pero
resulta dificultosa vy riesgosa la obtenciétn del material

(punciones, biopsias).

111.4.1.% Dosaje de proteina inmunorractiva

La posibilidad de detectar portadores latentes no
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identificables por los métodos ya indicados y/o variantes del
sindrome porfirico, 1llevd a encarar la cuantificaciéon de
proteina inmunorreactiva, FPRG-D, en controles y portadores del
gen de la PAI. Para estos estudios se empled el anticuerpo
anti-PBG-D eritrocitaria monoespecifico obtenido, cuyo titulo
(1:83) se estimbd mediante ensayos de inmunotitulacibn segiin se
describe en la seccion II11.2.2.1. Cabe aclarar que cuando se
utilizé como antigeno, lisados de globulos rojos provenientes
de pacientes con PAlI, <=se obtuvo un idéntico titulo del
anticuerpo; lo que demuestra gque la disminucidn de la actividad
enzimatica se corresponde coa la reduccidn de proteina que
reacciona inmunoclégicamente.

El electroinmunoensayo realizado con proteina eritrocitaria
purificada vy los resultados obtenidos en dichas cortridas
(seccion II11.2.2.37) posibilitaron la utilizacidn de este método
para el dosaje de FHEG~-D en lisados de eritrocitos de individuos
controles y porfiricos.

En 1las Fig.66 puede apreciarse que muestras de eritrocitos
lisados de portadores silenciosos (orificio 6), manifiestos
(orificio 2) e individuos controles (orificios 4, Sy 7 a 11)
exhibieron una idéntica relaciétn de 1la actividad enzimatica
versus la cantidad de proteina inmunorreactiva, por lo tanto
los individuos porfiricos investigados pertenecen dentro de la
clasificacién al tipo CRIM—-negativo (419).

Dicha relaciotn, en los pacientes examinados, mostrd un
valor de 1,3%f0,2 mU/ng, sugiriendo que la disminucién de la
actividad enzim&tica de PBG-D observada podria deberse a la
ausencia de transcripciétn del alelo mutado o bien a 1a
produccion de un mRNA que se procesara anormalmente y/o de una
enzima Qque se degradara muy r&apido, no pudiendo detectarse
inmunoldgicamente. Llewellyn vy col. (427), usando el ensayo de
proteccibn contra la accidn de RNAsa para analizar la expresibn
del alelo mutado en un sujeto CRIM-negativo, demostraron la

transcripcién del mismo con una delecidn de S50 nucledbtidos.
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Fi6.5a: ELECTROINMUNGENSAYD DE LISADSS OF ERITRGCITOS DE PACIENTES CON PAI Y CONTROLES.

La praparacion de los lisados y las condicicnes de la corrida y del revelado se indican en Kitodos. Orificies I,
2 y-3 contenian 60, 80y 120 all de PES-D purificada respectivamente; orificios 4, 5, 7, 8, 7, 10 y 1l contenian
L0pl de lisados de eritrocitocs de individuos controles (87, 82, 80, 74, 90, 30 y 98 al de PES-D respectivasenta)
orificios & y 12 contenian 10 pl de lisados de eritrocitos de individuos portaderes de PAI {22 y 36 al de PB6-D
respectivamenta).
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For otra parte, aunque resulta poco probable, no se
descarta la posibilidad de que el anticuerpo generado no
reconozca a una proteina cuya mutacién haya afectado al sitio
antigénico.

La metodologia aqui presentada permite otro criterio de
evaluacion vy por lo tanto colabora con el diagnédstico de la PAI
mediante el dosaje de proteina inmunorreactiva, que en los
portadores estudiados del sindrome exhibid valores en el rango
de 7,2 a 23 ng/pl GR y en controles 20,7 a 43,8 ng/nl GR. Debe
hacerse 1la salvedad que corresponde medir siempre la actividad
catalitica de PBG-D en las .muestras, ya que podria darse el
caso de la presencia de proteina inmunorreactiva no catalitica
que condujera, por el electroinmunoensayo, a un falso
diagnédstico negativo. En 1los ensayos realizados hasta el
momento, no se han detectado pacientes que presenten el tipo

inmunolégico clasificado como CRIM-positivo.

III.4.1.4 Perfiles de isoelectroenfogue de PRG-D eritrocitaria

La existencia de formas maltiples de la enzima generadas
por interaccién con su sustrato, llevd a realizar estudios
comparativos entre individuos normales y porfiricos, utilizando
la caracterizaciéotn por puntos isoeléctricos. Fara ello se
aplicé 1la técnica de isoelectroenfoque a muestras de lisados de
eritrocitos. En las Figs.467 vy 68 se aprecian dos corridas
tipicas, de cuyo analisis se han obtenido 1los siguientes
resultados:

a) En individuwos controles, la apariciédn de cuatro a cinco
bandas con actividad enziméti;a y pl de 6,3; 6,03 5,73 58,9 vy
5,33y Yy una distribucién de 1la actividad enzima&tica que hizo
corresponder la mayor proporciéon de la misma a las bandas mas
catbdicas (carriles 3 y S en Fig.bl?y carril 3 en Fig.6®).

b) En portadores silenciosos, una igual posicién vy

distribucién de 1la actividad de las bandas, con respecto a las
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F16.67: PERFILES DE ISOELECTROENFOQUE DE PRG-D ERITROCITARIA HUMANA.

Todas las amuestras seabradas consistieron en lisados de eritrocitos lavados obtenidos por congelaaientos y des-
congelamientos, Carril ! y 2: portaderes de PAI silenciosos, carril 3 (sieabra en banda) y carril § {siesbra en
punto): controles, carril 4: portador manifiesto asintomdtico. Las corridas se realizaron en geles planos de a-
garosa con un rango de pH 5-8. Las condiciones de corrida, el revelado de la actividad enziadtica y la deterai-
nacién de los pl se realizaron seqln se indica en Métodos.
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1G.58: PERFILES DE ISOELECTROENFCGUE DE PBG-D ERITROCITARIA HUMANA.

La preparacién de las auestras seabradas y las condiciones de la corrida son las aismas que las indicadas en la
Fiq.47. Carril ! y 4: portadores de PAI silenciosos, carril 2: portados manifiesto, con nivel urinario de PBE de
60 ag/d, carril 3: control, carril §: portador sanifiesto en crisis, con nivel urinario de PBE de 95 ag/d.



de individuos controles, excepto una reduccién (250%) de la
misma en todas ellas (carriles 1 y 2 en Fig.¢? y carriles 1 y 4
en Fig.d8).

c) En portadores manifiestos en estadios de crisis, un
aumento en la proporcién de la actividad correspondiente a las
bandas mas acidicas (carril S en Fig.6®).

d) En portadores manifiestos (no crisis). una distribucidn
de la actividad en las distintas bandas dependiente de la
concentracién plasmatica de FBG y por ende de su nivel
wrinario. Asi, en individuos con concentraciones elevadas
(nivel urinario de 60 mg diarios) la actividad enzimatica se
observa casi totalmente desplazada hacia las bandas m&s &cidas
(carril 2 en Fig.6Y).

e) En todos 1los portadores manifiestos de una familia sin
sintomatologia clinica, un perfil peculiar exhibiendo la banda
de pl 5,7 significativamente aumentada (carril 4 en Fig.6bl).

Los resultados <cseflfalados en c) se explican en virtud de la
concentraciétn mayor de PEG presente durante los estadios de
crisis, que determinan la presencia de una elevada proporcidn
de los isGmeros de carga con mayor numero de moléculas de
sustrato vy que normalmente se generan por la uniétn de 1, 2, 3 6
4 moléculas de PEG a 1a enzima. Dichos perfiles han podido
reproducirse preincubando la enzima de portadores silenciosos
con el sustrato (80 uM) a 3I79C durante 30 min y efectuando
posteriormente la corrida.

Del an&lisis de los resultados expuestos se infiere que la
aplicaciédn de esta técnica constituye un apoyo al diagnéstico y
al seguimiento de portadores latentes vy manifiestos de esta

patoclogia.

IIT1.4.2 HEMATINA: SEGUIMIENTO DE LA TERAPIA

Desde hace varios affos se lleva a cabo en maltiples

instituciones sanitarias del pais, con 1la colaboracion de
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nuestro grupo de trabajo, la administraciébn de hematina como la
forma mAs efectiva de terapia para atagues agudos de porfiria.
El1 establecimiento de estas crisis porfiricas se hace a traveés
de una serie sucesiva de estadios con signos y csintomas
clinicos que han sido descriptos por Irigoyen y Tomio (248).

Estos estadios se resumen en la Tabla XXII.

TABLA XXIT: SINTOMAS CLINICOS DEL ATAQUE AGUDD.

ESTADIO
MODERADO SEVERO
1 . Alteracidn en el caracter 4 . Reflejos profundos
. Dolor muscular (abdominal) disminuidos
. Taquicardia . Voz susurrante
. Hipertensién
2 . Vomitos 9 . Paralisis muscular
. Constipacion general
. Confusion mental . Atrofia del nervio 6ptico
3 . Debilidad muscular 6 . Paralisis respiratoria
. Contracturas . Coma
. Convulsiones . Muerte

. Alucinaciones

La aplicacién de hematina, segin se indica en Métodos, por
profesionales médicos a un numero importante de pacientes (mas

de 130 infusiones, cerca de S0 crisis de PAI) ha permitido
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realizar un analisis estadistico de los resultados y comprobar
su eficacia terapéutica. Para ello se ha evaluado la evolucién
clinica y biogquimica, esta Gltima mediante el dosaje de la
hematina sérica a distintos tiempos de su administraciéon y la
cuantificacidn de los metabolitos hémicos, ALA. FPEG vy
porfirinas urinarias.

En la Fig.69 se presentan 1los parametros bioquimicos
medidos antes, durante y después de la terapia con hemo, en un
caso tipico: paciente en ataque agudo (estadio 3 a 4, moderado
a severo) con niveles urinarios de: PBG, 145 mg/d; ALA, 87 mg/d
y porfirinas, 1.850 ugrsd. Esée paciente tratado primariamente
con exceso de glucosa mostrd poca reversion de los niveles de
los precursores (dias 1 a 7) y deterioro de sus condiciones
clinicas.

El tratamiento con hematina consistid en infusiones de 180,
120, 150, vy 100 mg por dia, administradas por via intravenosa
cada 24 hs durante 4 dias consecutivos. Como se aprecia en la
Fig.%9, 1los niveles de ALA y PBG disminuyeron en un 30 y 228%
respectivamente después de las 36 hs, siendo luego esta
disminucibn m&s significativa. Asi, el ALA alcanz6 un valor
casi normal a 1los 3 dias después de iniciada la terapia y el

PBG mostr4d uno de los valores mas bajos (220% del inicial).

Después de finalizado el tratamiento, estos valores se
incrementaron, retornando a sus niveles estacionarios vy
mostrando el tipico rebote observado también por otros
investigadores (230). La recuperaciéon clinica comenzé después

del primer dia y se acentud notablemente en el transcurso de la
terapia. El sequimiento de los metabolitos ALA y PBG realizado
en los meses subsiguientes (Fig.69), mostro valores basales
superiores a los normales, rasgo caracteristico observado en la
generalidad de portadores de PAI, una vez que la enfermedad ha
hecho eclosién. Sin embargo no se registraron sintomas clinicos
caracteristicos de crisis, salvo en una oportunidad (7-15

septiembre) asociados a un sindrome febril gripal, concurrente
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con elevaciétn leve del nivel de los metabolitos.

En la Tabla XXIII se presenta un resumen de los casos de
PAI estudiados que han recibido tratamiento con hematina. De un
total de 48 crisis agudas, 22 de ellas correspondientes a los
estadios 3 a 5 (moderados vy severos) tratadas con 78
infusiones, mostraron recuperacion en un  90%4, con una
disminuciétn de los niveles de los metabolitos en todas ellas y
una marcada mejoria sintomatica. Mientras que aquellas en que
la terapia se 1inici6 vya en estadio 6 (8 casos), presentando
sintomas muy severos como paralisis generalizada, asistencia
respiratoria y/o coma, si bien mostraron disminucién de los
parametros hémicos, no pudieron revertir el deterioro
instalado. Se hace notar que en estos casaos raramente se pudo
llegar a completar la serie de cuatro infusiones. La excepcibn,
l1a constituyd una paciente (Tabla XXIII, estadio 6, 1%) que
logré recuperarse después de 4 meses con repetidas series de
infusiones de la droga y 12 meses de terapia fisica.

Actualmente, comprobada 1la bondad del tratamiento con
hematina, éste se inicia ni bien se observan sintomas de los
estadios iniciales (1 6 2) con mejorias notables aun con dosis
unicas (1-2 mg/kg peso}) abortando el establecimiento de los

estadios severos (Tabla XXIII).

TABLA XXITE: TERAPIA CON HEMATINA DE PACIENTES CON PAI

ESTADIO CRISIS (Infusiones) RECUPERACION
1 -2 18 (22 100 %
T -5 22 (78) 0 %

b g-1% (36) 12 %

¥ paciente recuperada
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De todos los datos expuestos se infiere que 1la
administracion de hematina en dosis m&s bajas que las
informadas en la literatura (230, 452) desde 1 a 2 mg por kg de
peso corporal, resulta suficiente para revertir las crisis aun
severas (hasta estadio 5), tanto bioquimica como clinicamente
en pacientes con PAI. El nimero de dosis, la cantidad de droga
suministrada en cada uwno de ellas vy la frecuencia de =su
aplicaciédn depende de la severidad inicial del cuadro clinico vy
bioquimico.

Las metodologias aplicadas para el seguimiento de esta
terapéuticay, tales como el dosaje de la droga en suero y la
cuantificaciétn de metabolitos hémicos, fundamentalmente ALA vy
FBG en orinaj son sensibles y eficaces para evaluar la evolucion
desde el punto de vista biogquimico del paciente y concertar una

modalidad terapéutica certera.
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Conclusiones

A traves del proyecto de investigacién llevado a cabo vy
cuyos resultados se exponen en los capitulos precedentes se han

logrado alcanzar los objetivos propuestos:

X Se logré purificar a homogeneidad 1la PEG-D de higado de
rata, mediante una secuencia de pasos cuyo desar+rollo sirvid de
modelo para la obtenciéonm de la enzima hep&tica humana.

Los ensayos de caracterizacidn demostraron que es una
proteina globular tipo prolato, de 42 kDa de masa molecular,
con bajo contenido de aminoacidos azufrados, con cinética
michaeliana y marcadamente estable frente a la temperatura.

La enzima pura se presenta como una unidad proteica con pl
4,9, mientras que fracciones parcialmente purificadas muestran
polimorfismo de carga que se atribuye a 1la existencia de
isbmeros enzima—-sucstrato.

Las actividades especificas de la enzima hep&tica de rata
en periodo fetal, neonatal vy prepuberal son mayores que en
adulto, revelando una modulacidn de la actividad tisular como

reflejo de la diferente funcionalidad temporal del &rgano.

X La gran contaminaciébn eritrocitaria del tejido hepatico
humano accesible, no permitié el abordaje clasico de 1la
homogeneizaciéon directa del material para la obtencion de la
PBG-D, enzima clave en 1la PAI. Se implementd entonces, un
método sencillo de aislamiento de las enzimas citosdlicas de
tejido hepatico humano, eliminando 1los glébulos rojos y por
ende, la iscenzima eritrocitaria.

Se 1llevd a cabo la purificaciédn a homogeneidad y la
caracterizacién de la PBG-D hepatica humana.

Los resultados descriptos muestran su existencia s6lo en el
citosol como una proteina globular termoestable de estructura

monomérica de 45.000 Da, relativamente simétrica.
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Presenta una cinética clasica (hiperbélica), sin "lag" ni
inhibicién por sustrato 1o que sugiere un mecanismo de
desplazamiento secuencial con liberaciédn de amonio en cada una
de las etapas. Cataliza la reaccib6n de polimerizacién en forma
estequiométrica y en condiciones determinadas muestra valores
compatibles con la formacidn de complejos intermedios
enzima-sustrato.

Este proceso, mediante etapas discretas con formacién de
intermediarios, se vio ratificado por la demostraciédn de 1la
existencia de formas moleculares miltiples en 1la enzima
hep&tica humana, similarmente a lo informado para la enzima

eritrocitaria humana y la de eucariotes inferiores.

X El analisis de las caracteristicas fisico—-quimicas de la
enzima en tejido hepatico de mamiferos tan diferentes como rata
y hombre, muestra sin embargo, una similitud bastante marcada,
lo cual permite sugerir una conservacidn estructural a nivel de

su evolucién filogenética.

X Estudios sobre las caracteristicas tejido-especificas de
las PBG-D humanas, permitieron comparar el comportamiento de la
enzima hepatica y 1la eritrocitaria desde el punto de vista
fisico—-quimico, cinético, estructural e inmunoldgico.

Se demostrd la existencia de formas moleculares cargadas
diferencialmente. El1 an&lisis de los perfiles de cromatografia
de intercambio iénico Y de los pl obtenidos por
isoelectroenfoque, revelaron la presencia de picos o bandas de
actividad en la enzima hepatica humana que difieren en numero y
posiciébn respecto de los de 1la eritrocitaria. Las formas
hepaticas aparecieron siempre en menor numero (1 6 2 vs. 4 6 5)
y en conjunto mostraron perfiles de pl ma&s acidicos que los de
glébulos rojos (5,8-5,5 vs. 6,3-5,3).

El PM de 1la proteina hepatica, obtenida por diferentes

metodologias resul té ser siempre mayor que el de la
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eritrocitaria. Esta diferencia observada e informada, fue
postericrmente confirmada mediante estudios de secuenciacibn de
cDNA.

Los parametros cineéticos caracteristicos: Km, Vmax, asi
como la dependencia de la actividad de ambas enzimas frente a
la temperatura, fuerza ibnica, efectores, etc., mostraron
siempre diferencias significativas, convalidando una vez méas

que sus caracteristicas son tejido-especificas.

X Sus compartamientos frente a efectores quimicos, como
reactivos tidlicos, FPL Yy particularmente cationes han
permitido presentar un modelo molecular de interaccidn ligante
macromolecular—-ligandos, que si bien es diferencial en términos
de valores absolutos de las inhibiciones resultantes para las
enzimas investigadas, presenta analogias relativas. Segun este
modelo, grupos sulfhidrilos aislades o vecinales, asi como

grupos aminos serian importantecs para el proceso catalitico.

X Los experimentos de modificacidn quimica de aminoacidos
basicos y &cidos llevados a cabo con la enzima hepatica humana
han posibilitado indagar sobre la naturaleza de los grupos
funciocnales que participarian en la catalisis. Sus resultados
permiten postular la existencia de residuos de arginina y
grupos carboxilatos comprometidos en el centro activo de la
enzima.

Todaos estos hallazgos, asi como lo valores de pkKa obtenidos
y los recabados de la literatura para otras PBG-D permitieron
proponer un modelo para su centro activo como el presentado en
la secciébn 1III1.3.4, con dos sitios: uno de entrada para
orientacion del sustrato Yy otro de uniéon al DPMC vy
polimerizacién catalitica. Asi,se ha propuesto: que la adicion
del sustrato —-PBG- causaria uwun cambio conformacional que
conduciria a 1la exposicidn de grupos -SH normalmente ocluidos

en la enzima nativa; que grupos aminos cargados de la enzima
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interactuarian mediante pares ibnicos con grupos carboxilatos
del sustrato, especialmente los propionatos; la existencia
probable de una unién disulfuro Yy grupos carboxilatos qgue
estarian comprometidos, no s6lo en la actividad catalitica de

la enzima, sino también en su estabilidad y conformacibn

)
dinamica.

X Los an&alisis inmunoquimicos, por otra parte, demostraron
una identidad total entre las isoenzimas hepaticas vy
eritrocitaria humana mientras que se hall6 identidad parcial
entre las enzimas hep&ticas de rata vy bhumana. Estos datos
convalidan una vez m&s la diferenciacibn entre especies y la
homologi=z entre isoenzimas de un mismo oOrganismo, &ambas

citosslicas.

X Desde el punto de vista aplicado se logrd incorporar & los

métodos diagnédsticos de FPAI actualmente utilizados, el dosaje de

)
proteina inmunorreactiva vy la determinacidn de los perfiles de
pl correspondientes a la enzima eritrocitria, que aportan otros
criterios de evaluaciotn de portadores latentes y manifiestos
asintomaticos.

En el estudio poblacional de FAI, sdlo se han encontrado
hasta el presente portadores que exhiben una disminucidn de 1la

actividad enzim&tica que se correspaonde con la disminucion de

la cantidad de proteina inmunporreactiva (tipo CRIM-negativa).

X Se comprobb estadisticamente 1la eficiencia de la terapia
con hematina) cuya utilizacibtn vy sequimiento se practica en
nuestiro pals (Laboratorio de., Forfirinas, F.C.E. y N.) desde
1977, segun las modalidades descriptas en la seccion I1I1I1.4.2,
asi como en Estados Unidos desde 1973 vy recientemente en

Europa.

X Los pasos futuros a seguir en estos campos de

investigaciétn deberan estar orientados al estudio mas extensivo
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de portadores de PAI, para determinar si la existencia de la

heterogeneidad genética constituye un factor condicionante en
la diferencial evolucién critica de esta patologia. En este
contexto, es fundamental contar con material hep&tico de
diferentes portadores para realizar la caracterizaciéon de la
FPBG-D defectiva, Yy su comparaciédn con la de la enzima hepéatica
bumana naormal, cuyas resultados se presentan en este trabajo:
permitiendo &asi, la evaluacidtn de 1las posibles causas que

originan la variabilidad a nivel de expresidn proteica.

X Las caracteristicas diferenciales halladas para ambas
enzimas humanas, respecto de sus para&metros moleculares vy
cinéticos) avalan la existencia de isocenzimas tisulares (tejido-—
especificas) Y convalidan a la PFAI como una enfermedad

molecular de origen hepatico.
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