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A todos los inocentes
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I. Introducción

1.1 FUNCIONALIDAD DEL HE

I.l.l 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 degradación han sido y son objeto de multiples
investigaciones, asi comosus roles fisiológicos, cuyo espectro
se amplia permanentemente. En el reino animal, sus funciones
son multiples, actuando tanto en forma libre comoformando
parte de proteinas conjugadas. Guimicamente, el hemoes una
hierro-porfirina.

1.1.2 PORFIRINAS:Macrociclos tetrapirrólicos

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

Los sistemas de nomenclatura que se utilizan son los
propuestos por Fisher (1) y la IUPAC-IUB(2) y que difieren en
la numeración de los átomos de carbono y de nitrógeno del
anillo tetrapirrólico. En el primero y mas tradicional, a la
estructura basica ciclica del cual derivan todas las,porfirinas
conocidas se la denomina Wporfina" (Fig.1a), mientras que en
la mas reciente nomenclatura, se la denomina "porfirina" (Fig.
lb). En los compuestos naturales, los hidrógenos de las
posiciones B de los anillos pirrólicos 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 pequeñas 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 estan quelados con Fe, Mg y Co
respectivamente- llevan a cabo funciones biológicas cruciales.

FIG.1: ESTRUCTURA Y NÜHEHCLATURADEL HACRGCÏCLÜ ïEïRAPIRRÜLICÜ BASICO.

“x
a) Porfina (nuaeración de Fisher); b) Porfirina (nuaeración ‘1-24' de lUPñC-EES).

1.1.3 HEMÜ:Netaloporfirina 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, isomero III) que tiene
insertado en el centro del anillo un atomo de hierro (Fig.2).
Es precisamente este metal de transicion,debido a su valencia
de coordinacion y a su habilidad de experimentar cambios en su
estado de reduccion (Fe2+;:: Fe3+) el que confiere al hemola
posibilidad de desempeñar multiples funciones en los sistemas



fisiológicos, como el ser intermediario y catalizador en los
procesos de transporte y transferencia de electrones o cargas,
oxigeno, etc. Sin embargo, el hierro es responsable sólo en
parte de estas propiedades, las que se ven notablemente
favorecidas por su union a la porfirina y selectivamente mas
aun, por 1a union del hemoa apoproteinas especificas; las que
asi aumentan la actividad catalitica del metal libre en un
rango de 5 a 10 ordenes de magnitud y controlan la reactividad
inherente de la metaloporfirina (3).

2
I l

Hooc-CH2 CH-Z-COOH

FIG.2: ESTRUCTURA DEL HEHÜ PROTOHEHÜ Ü FERROPRÜTOPÜRFIRINA 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 multiples mecanismos.
Actúa asi, como regulador de su propia sintesis a diferentes
niveles, como inductor de su propia degradación, comoefector



alosterico de enzimas del proceso proteolitico, comomodulador
de enzimas transductoras (se lo considera como un segundo
mensajero) o de vias metabólicas como la biosintesis de
proteinas en estadios tempranos, como estimulador de la
sintesis de hemoproteinas, comomodificador del desarrollo y
la diferenciación celular, y en la captación y liberación de
metabolitos, a veces, mediante la expresión de receptores
especificos (4). Participa también, comogrupo prostático de un
gran número de holoproteinas como hemoglobina (Hb), mioglobina,
citocromos, enzimas y comocoenzima de proteinas que catalizan
transformaciones relativamente complejas de diversos sustratos
y dela producción de GMPcíclico.

I.1.4 HEMÜPROTEINAS:Proteinas conjugadas con hemo, con
conformaciones diversas que les permiten
cumplir actividades muyvariadas.

Las metaloporfirinas son los derivados por medio de los
cuales las porfirinas intervienen en los procesos biológicos.
Poseen, sin embargo, una propiedad que conspira contra este
propósito como es la de formar agregados de elevado peso
molecular. Esta capacidad de agregación da origen, en el caso
del hemo, a la formación de los llamados "complejosÏT ", de
pesos moleculares (PM) del orden de 104-105. Para evitar
esta autoagregación, la evolución biológica ha insertado a las
unidades monómeras hemicas en estructuras proteicas, dando
lugar a la formación de hemoproteinas. Esta inserción en
cavidades o sitios hidrofóbicos de proteinas impide la auto
polimerización de la metaloporfirina y permite asi su función
biológica.

Concomitante con la naturaleza múltiple de sus funciones
biológicas, las diversas familias de hemoproteinas poseen hemos
con grupos de coordinación distintivos y patrones
característicos de sustitución periférica sobre la unidad



porfina. Cada una de las cuatro combinaciones posibles del ion
hierro -ferroso o ferrico- en su estado fundamental -alto o
bajo spin (número de giro)- da cuenta de uno o mas de los hemos
presentes en la naturaleza, sin embargo, ninguno de estos tiene
un duplicado quimico exacto entre los ya analizados. Por lo
tanto, lo mas importante es reconocer que la estereoquimica de
los grupos de coordinación sigue principios estructurales bien
definidos,I que prevalecieron a traves de la evolucion (5).

Consistente con la relacion estructura y función, Castro
(ó) propuso mecanismos de accion para las hemoproteinas
mediante la formulación 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). Según estos modelos, el borde del plano de la
porfirina se dibuja en linea gruesa y perpendicular al plano
del papel. Los ligandos axiales del Fe2+ que estan por arriba
y abajo del plano de la porfirina, se dibujan en el plano del
papel y se indican como "L".

¡L
n

——J?-—- -——Fe-- --Fe-
I I

L L L

G C C corta

F]6.3: CÜNFORHGCIONES PROTEICAS DE LAS HEHÜPROTEINAS.

La conformación "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
sustitución, mientras que la periferia del anillo porfirinico,
incluidos sus sustituyentes voluminosos, se encontraría
cooperativamente bloqueada por la proteina. En contraste, la
conformación "C" (tipo citocromo C) presentaria las posiciones
axiales del metal dificilmente accesibles por la envoltura
proteica, pero la periferia de la porfirina estaria expuesta.
En la conformación "C corta" (tipo catalasa) una posición axial
y la periferia del macrociclo estarian accesibles para la
reacción.

En base a esta teoria puede ser explicada la reactividad de
las distintas hemoproteinas frente al oxigeno, peróxido de
hidrógeno y en algunos casos, su comportamiento frente a
diferentes sustratos organicos (ó).

1.1.4.1 Hemoqlobina 1 mioglobina

Constituyen dos de las hemoproteinas mejor caracterizadas.
La mioglobina, proteina monomericacompacta, tiene capacidad de
almacenar oxigeno en el músculo y contribuye a la difusión de
oxigeno en los tejidos, en condiciones de un metabolismo
oxidativo incrementado. El hemo de la Hb contribuye a la mayor
parte (70%) del hemototal existente en organismos superiores
(mamiferos)(7). Es una proteina tetramerica cuya función
principal es la de transportar oxigeno y tambien, dióxido de
carbono e ión hidrógeno. Une ademas, compuestos organicos
fosforilados que regulan su capacidad de unir y liberar 02.
Su naturaleza tetramerica ejerce una influencia especial sobre
la cinética total de reacción con sus ligandos, respondiendo
los cuatro sitios a velocidades diferentes (8).

Cualitativamente, sin embargo, la Hb y mioglobina exhiben
una reactividad similar, lo cual es consistente con la unión
idéntica en la esfera de coordinación que el hierro presenta en
ambas proteinas y con la similitud del ordenamiento proteico de



sus sitios activos.
El rol fisiológico de estas proteinas es la oxigenación

reversible de los complejos de Fe2+. La conformación "G"
propuesta (ó) resulta esencial para explicar el fenómenode
estabilidad de los aductos formados con 1a hemoproteina. Los
complejos oxigenados son estables debido a que esta
conformación impide el ataque por otro grupo hemoy el proceso
de oxidación del hierro mientras el 02 esta coordinado al
Fe2+. Sin embargo, la interacción de la Hb con el 02
produce secundariamente una oxidación quimica del Fe2+ a
Fe3+, formándose metahemoglobina, que puede aceptar como
ligandos, aniones dadores de electrones (H20, OH’, CN’)
pero no un gas. Una enzima, la metahemoglobina reductasa
dependiente de NADHes capaz de regenerar hemoglobina.

I.1.4.2 Citocromos

Genericamente se denomina asi a un grupo de cromoproteinas
transportadoras de electrones que estan localizadas en
mitocondrias (citocromos b, c1 y aa3) y en el reticulo
endoplasmatico (citocromo b5 y P-450).

La catalisis redox se hace por oxidación y reducción
alternada del atomode hierro. Se diferencian por la naturaleza
del grupo hemo(variaciones en sus sutituyentes laterales B y/o
uniones), su potencial redox estandar y su espectro de
absorción (9).

Citocromo b: Se conoce la existencia de por lo menos dos
hemoproteinas que cumplen esta función en mitocondrias de
animales, con máximos de absorción a 560-565 nm. Estan
fuertemente ligadas a la membrana mitocondrial interna. Los
hemos estarian unidos a la proteina por una combinación de
interacciones electrostaticas e hidrofóbicas y por uniones
coordinadas al ión metalico, como en el caso de la Hb (10).

Citocromo c1: Es un constituyente integral de la membrana



interna mitocondrial. Poco se conoce del mismo. Tiene un maximo
de absorción a 552 nm y su oxidación produce a traves de una
interacción hemo-hemo, un cambio en el potencial del citocromo
bT (citocromo b que absorbe a 565 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 PMcercano a 13.000.

Constituye una conexión fundamental en la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, ya que es una proteina
periférica de la membranainterna que transfiere electrones del
sistema reductasa, inmovilizado en la membrana(cit b y c1)
al complejo oxidasa (cit a+a3). Su estructura terciaria
depende del estado de oxidación del hierro que alterna entre
las formas Fe2+(s=0) y Fe3+(s=1/2). El hemo esta unido
covalentemente por los restos vinilos a la proteina, a traves
de dos enlaces tioeteres (cisteinas) y mediante uniones
electrostaticas de ligandos axiales (histidina y metionina) con
el hierro (conformación "0"). Forma compuestos con fosfolipidos
que le son imprescindibles para su integración a la membrana.
Su mecanismo de acción ha sido objeto de numerosas hipótesis:
las que favorecen la intervención directa de las proteinas en
el proceso de transporte y las que hacen recaer la acción redox
del citocromo, exclusivamente en la hierro-porfirina. En este
caso la proteina actuaria comoagente facilitador del proceso
de transferencia de electrones entre los complejos b+c y
a+a3, disminuyendo la barrera de potencial entre los centros
de las hierro-proteinas. Existen, sin embargo,otras hipótesis
formuladas (12).

Citocromo a+a3 o citocromo oxidasa: es la oxidasa
terminal presente en todos los organismos aeróbicos. En celulas
eucarióticas, la proteina esta localizada en la membrana
interna mitocondrial inserta en la bicapa lipidica. Su función
es la de combinarse con el oxigeno -de modo semejante a la Hb



y reducirlo a dos moléculas de agua. Para ello, la enzima
contiene cuatro aceptores de electrones: dos hemosque difieren
en sus sustituyentes B y dos atomos de Cu+ esenciales,
insertos en un complejo multipeptidico que tiene unidos
fosfolipidos, tipo cardiolipina. El complejoesta 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 estan unidos a la proteina en sitios
distintos, el componentea se ubica hacia el lado externo de la
membrana y el a3 hacia la cara interna de 1a misma, lo que
determina condiciones de reactividad diferencial de ambos
grupos. Asi el hemo a, ligado a la proteina a traves de dos
histidinas, y el Cua son los aceptores del primer par de
electrones que entra al complejo, haciendolo de forma similar
al citocromo c (conformación "0").

El hemo a3 ligado por una sola histidina, junto con el
Cua3, conectados por un ligando comun forman el sitio de
union del oxigeno (14). El hemo a3 no solo reacciona con el
oxigeno sino también con inhibidores como cianuro, monóxido de
carbono, azida, etc. y sus espectros característicos lo
asemejan al hemo de 1a Hb (conformación "6").

Citocromo bs: Es uno de los tres componentes de un
sistema enzimatico y transportador de electrones del reticulo
endoplasmatico que funciona desaturando acidos grasos. Sus
funciones principales parecen ser la de activar el oxigeno
molecular y mantener un medio reductor. El grupo prostático es
un protohemo que no esta unido covalentemente a la proteina
sino a traves de sus ligandos axiales (2 histidinas). Su
estructura es siempre octaedrica tetragonal de bajo spin
(conformación tipo "0"). Durante su funcionamiento redox el
Fe2+ pasa a Fe3+ y viceversa, sin perder su planaridad (ó).

Citocromo P-450: Bajo este nombre se agrupa una familia muy
importante de hemoproteinas presentes en mamíferos, anfibios,
levaduras, insectos, bacterias y 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 comooxigenasas en
un sitio y comoreductasas de oxigeno en el otro, catalizando
1a incorporacion de un atomo de oxigeno molecular al sustrato
mientras que otro es reducido a agua. Guimicamente pertenecen
a1 grupo de citocromos b y tienen como caracteristica
distintiva la capacidad de combinarse con CD, presentando un
maximo de absorción 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 hidroxilacion y desaturacion.

La funcion fisiológica primordial del citocromo P-450 es 1a
conversion de múltiples drogas, mutagenos, carcinogenos y otras
sustancias tóxicas en compuestos con mayorcaracter hidrofilico
y por ende, mas facilmente excretables por el organismo. Sin
embargo, se ha reconocido recientemente, que algunas
transformaciones metabohcas mediadas por el citocromo P-450
(cit P-450) conducen a la formacion de productos tóxicos o
carcinogenicos (15). Los diferentes compuestos, dependiendo de
su estructura, pueden ser biotransformados en una variedad de
metabolitos intermedios via N-, 0-, S-desalquilacion,
hidroxilacion aromática y/o alifatica, desaminacibn,
epoxidacion, transferencia oxidativa de grupos, destrucción
suicida de olefinas,etc. (16).

Estas hemoproteinas estan también involucradas en la
biosintesis de hormonas esteroides (sexuales y
corticosteroides), acidos biliares y en el procesamiento hacia
sus formas activas de prostaglandinas, prostaciclinas,
leucotrienes y vitamina D (7, 17). Los cit P-450 involucrados
en la esteroidogenesis muestran una mayor especificidad por sus
sustratos y tienen ademas localizacion mitocondrial (17).

Las diferentes formas de cit P*450 estan compuestas por una
multiplicidad de proteinas que tienen comogrupo prostático al
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protohemo que se ubica en una hendidura hidrofóbica, donde
también se encuentra el sitio de unión del sustrato. El hierro
del hemoes capaz de formar seis enlaces coordinados, siendo en
este caso los ligandos axiales el azufre de una cisteina de la
cadena polipeptidica y el otro generalmente agua, cuando no se
halla presente el sustrato. En ausencia de sustrato, el hierro
se halla al estado ferrico de bajo spin. La presencia de
sustrato induce un cambio conformacional que determina la
perdida del sexto enlace coordinado del hierro ferrico y un
pasaje al estado de alto spin que conlleva un desplazamiento
del hierro desde el plano del macrociclo hacia el grupo tiólico
(17).

Todos los citocromos utilizan el mismociclo catalitico en
la hidroxilación de sustratos lipofilicos, pudiendo este
considerarse como una secuencia de siete pasos que utilizan al
hemo como sitio interactuante. Comprende: 1) la formación
estequiometrica rapida del complejo enzima(Fe3+)-sustrato, 2)
la adición del primer electrón, 3) la unión del oxigeno
molecular, 4) la adición del segundo electrón, 5) el clivaje
del oxigeno para dar agua, ó) la inserción del oxigeno en el
sustrato, 7) la disociación 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 caracterización de 71 genes y
4 pseudogenes provenientes de organismos pro y eucarióticos
(18).

I.1.4.3 Catalasa x peroxidasa

Ambas enzimas pertenecen al grupo de las hidroxiperoxidasas
ya que utilizan el peroxido de hidrógeno comosustrato.

La catalasa, ha sido la primera de las hemoproteinas
reconocida como enzima (19). Cataliza la dismutación del agua
oxigenada -que se obtiene como producto de la acción de las
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deshidrogenasas aeróbicas y de la superóxido dismutasa- en agua
y oxigeno molecular (20). Se encuentra en la sangre y en el
higado, en los peronisomas.

Es una proteina tetramerica, conteniendo un grupo hemoen
cada subunidad, sin embargo, sólo uno de ellos es reactivo en
el proceso.

De acuerdo al modelo de Castro (ó) el complejo se encuentra
en la configuración "C corta" de alto spin en la que tanto uno
de los ligandos axiales del Fe3+ comola periferia del anillo
porfirinico son facilmente accesibles. Por lo tanto, la adición
oxidativa del peróxido de hidrógeno al hierro y a un C meso de
la porfirina ocurre sin impedimentosy 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 comogrupo prostático.

La naturaleza general de la reacción que catalizan es la
oxidación de moléculas orgánicas por eliminación de hidrógeno.
No muestran marcada especificidad en cuanto a los dadores de
hidrógeno y los requerimientos salientes del sustrato son la
posesión de enlaces del tipo C-H, N-H, Ü-H, S-H, etc., con
suficientemente baja energia de disociación para permitir que
el proceso continue.

Las caracteristicas estructurales son similares a las de
las catalasas y corresponden a las de una proteina con un
macrociclo porfirinico con Fe3+ (alto spin) y configuración
"C corta", es decir con un ligando axial disponible, al igual
que la periferia de la porfirina, pero forma complejos
inestables transientes (ó) pudiendo actuar comodonor endógeno,
un hidroxilo fenólico de una tirosina.

1.1.4.4 Triptofano pirrolasa

Esta hemoproteina presente en mamíferos y bacterias
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cataliza 1a degradación del aminoácido 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 átomos del
oxigeno molecular son incorporados al sustrato. El complejo
ferroso de la enzima forma rapidamente un aducto con el 02
que es estable, lo que sugeriria una configuracion "G" de la
proteina (ó). La mayor reactividad de la enzima se explicaría
como una adición ciclica (2+2) de oxigeno a 1a union doble del
triptofano.

Esta enzima cumpliria un rol biológico importante en la
regulacion de la produccion de hemo hepatico, mediante el
control del "pool" de hemo libre (21).

1.2 METABOLISMO DEL HEHÜ Y SU REGULACION

1.2.1 BIÜSINTESIS DEL HEMÜ:

En animales superiores el hemose sintetiza primordialmente
en los tejidos hematopoyeticos y en el higado. El camino esta
conformado por una serie de reacciones catalizadas
enzimáticamente -en diferentes compartimentos subcelularés- que
partiendo de moleculas muy simples originan estructuras mas
complejas por condensación y polimerizacion de unidades
repetitivas, que se ciclizan y modifican para favorecer su
adaptacion evolutiva.

Los trabajos pioneros que han llevado a la identificacion
de los precursores: glicina succinil-CoA, 5-aminolevulinato,
porfobilinogeno e intermediarios porfirinogenicos, asi comode
la mayoria de las etapas enzimáticas, pertenecen a los grupos
de Shemin,I Rimington, Granick, Bogorad y Neuberger (22 y
referencias citadas).

La biosintesis del hemo requiere de ocho moleculas de
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glicina y de succinil-CoA asi comode ocho enzimas, siendo de
localizacion mitocondrial 1a primera y las tres ultimas,
mientras que las intermedias son citosolicas (Fig.4).

E1 primer intermediario es el 5-aminolevulinato (ALA)una
aminoacetona de cinco átomos de carbono, que se forma por
condensación de glicina y succinil-CoA y que es el precursor
obligado de todas las porfirinas y hemos. Dos moleculas de ALA
se condensan para formar el monopirrol heterociclico
porfobilinogeno (PBG). Luego, cuatro moleculas de PBG se
polimerizan secuencialmente para formar tetrapirroles ciclicos:
uroporfirinogeno I y III (URÜ'geno I y III). El macrociclo
serie isomerica III —precursor fisiológico del hemo- se
convierte en coproporfirinógeno III (CÜPRD'geno III) por
descarboxilacion secuencial de sus cadenas B laterales, y
finalemente en protoporfirinogeno IX (PROTÜ’genoIX), que por
deshidrogenación produce protoporfirina IX (PRÜTÜIX). Con la
excepcion de 1a protoporfirina, los verdaderos intermediarios
tetrapirrolicos de esta sintesis son los porfirinogenos,
estructuras inestables a1 aire que constituyen los hexahidros
derivados de las porfirinas correspondientes (23).

En practicamente todos los seres vivos 1a protoporfirina es
el precursor inmediato del hemo a1 coordinarse con el ion
ferroso (Fe2+), mientras que en los organismos fotosínteticos
lo es de las clorofilas y bacterioclorofilas, a1 coordinarse
con el M92+. En algunos microorganismos el URÜ'geno III sufre
también una metilacion reductiva para transformarse en
sirohidroclorina, compuesto precursor de 1a vitamina 812, del
sirohemo (24) y del factor F430 (25). Algunos organismos,
como los hemoflagelados, necesitan de una fuente exogena de
hemo para sus hemoproteinas (26).

1.2.1.1 Biosintesis g_ ALA

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

La enzima requiere fosfato de piridoxal (PPL) comocofactor
y su mecanismo de reacción ha sido elucidado utilizando ALA-S
purificada de diferentes fuentes (34-36). El PPLse une a la
enzima y la glicina se condensa con el complejo enzima-PPL
formando un carbanión estable con remoción del hidrógeno
(configuración R) del atomo de carbono 2 del aminoácido. Se
produce entonces la condensación con el carbonilo electrofilico
de la succinil-CoA y se forma el intermediario inestable
4.-amino-B-cetoadipico, que se descarboxila espontáneamente para
dar ALA. Nuevamente se conserva en el producto final el
hidrógeno (configuración S) de la glicina original.

La ALA-S ha sido localizada en la matriz mitocondrial de
hepatocitos de rata (37) y si bien los valores de actividad
detectados son extremadamente 'bajos, la administración de
drogas porfirinógenicas, en especial alilsopropilacetamida
(AIA) y 3,5 dietoxicarbonil-l,4-dihidrocolidina (DDC)producen
un considerable aumento y acumulación 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 comola citoplasmatica se sintetizan en
polirribosomas del citosol, representando esta ultima una forma
enzimatica precursora en transito hacia la mitocondria, donde
funciona fisiológicamente.

Su purificación y caracterización resultó dificultosa
debido a que se encuentra en cantidades pequefias, a su conocida
inestabilidad y a la propiedad de agregarse con ella mismao
con otras proteinas. Esto sumado a las variaciones en las
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condiciones experimentales utilizadas determinó un amplio rango
de valores en los pesos moleculares informados para ambas
formas subcelulares, siendo generalmente mayores los de la
citoplasmatica (41-44). La enzima parcialmente purificada de
mitocondrias de higado de conejo, rata y cobayo exhiben valores

de Km en el rango 5 a 19 mM, 60 a 200 FM y 1 a 10 FM para
glicina, succinil-CoA y PPLrespectivamente (41, 45-48).

La enzima citosólica purificada en presencia de papaina, a
partir de tejido hepático de rata tratada con AIAmostró por
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil
sulfato de sodio (SBS-PAGE)un PMminimo de 51.000 y de 110.000
por ultracentrifugación en gradiente de sacarosa; concluyendose
que funciona como un homodimero (49). Yamamoto y col. (50)
informaron para la misma enzima inducida un valor de 77.000 y
para la mitocondrial 66.000. El analisis de los clones de cDNA
de ALA-Seritoride obtenidos, permitieron predecir una proteina
de 54.804 Da de masa molecular (51).

El estudio de la estructura de la ALA-Shepática de embrión
de pollo por microscopia electrónica permitió deducir que la
enzima consiste en dos subunidades idénticas y curvadas,
asociadas en polaridades opuestas y de sus dimensiones se
estima una masa molecular relativa de 70 kDa (52). Nakakuki y
col. (49) sugirieron la existencia de enzimas tisulares
diferentes en reticulocitos y hepatocitos de rata, hipótesis
que fue avalada por el comportamiento diferencial observado
para ambas enzimas, de diferentes fuentes, frente a inductores
porfirinogenicos (53) y regulación por hemo (54) y corroborada
por las caracteristicas diferenciales en tamañomolecular y
propiedades cineticas (55, 56). Se propuso tambien, la
existencia de mRNAs diferentes en celulas hepáticas y
eritroides de pollo, sugiriendo la existencia de genes
separados que producirian isoformas estructuralmente
relacionadas con diferentes PM (57). Esto fue confirmado por
Riddle y col. (51) quienes mediante la secuenciación y
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comparacion de los cDNAs completos para ambas proteinas
informaron que al menosdos genes diferentes codifican las dos
isoformas y que el producto del gen eritroide se expresa
exclusivamente en ese tipo de celulas, mientras que el del
hepático es ubicuo, sugiriendo su presencia en todos los
tejidos. Übservaron ademas que sondas de ambos cDNAsdetectaban
perfiles de bandeo cromosomal únicos y no superpuestas, prueba
de que las dos isoenzimas se transcriben de “loci" genomicos
separados. Las secuencias de aminoacidos deducidas para ambas
proteinas son muy similares en la zona intermedia y
carboHi-terminal, pero muy poco en la zona amino terminal.
Bawden y col. (59) han clonado y secuenciado el cDNAde la
enzima hepatica humana y Bishop y col. (59) han localizado el
gen humano ubicuo de ALA-S en el cromosoma 3 y el gen
especifico eritroide en el cromosomaX.

La produccion de ALAen mamíferos parece estar catalizada,
ademas, a traves de una transaminacion irreversible, por otra
enzima, la L-alamina:4,S-dioxovalerato transaminasa [(DÜVA-T);
EC 2.6.1.44]. De esta forma el 4,5-dioxovalerato (DÜVA)se
incorpora a las porfirinas y al hemo. Es una enzima localizada
en la matriz mitocondrial con subunidades de PM146.000 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 pesar de que 1a capacidad de producir ALAen el higado parece
mucho mayor que la de 1a ALA-Ssu contribución fisiológica a
esta produccion no se conoce, asi comono se ha establecido
fehacientemente la presencia del sustrato en mitocondrias de
mamíferos (62, 64).

Estudios "in vitro" han revelado que el Co2+ puede
catalizar la formacion del ALAa partir de L-alanina y DÜVA,
mediante una reaccion de transaminacion no-enzimatica. La misma
puede ser inhibida por protoporfirina pero no por hemo (65).
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1.2.1.2 Biosintesis d_eEEE;

El ALA formado en la mitocondria se transporta al
citoplasma donde dos moleculas se condensan asimétricamente
para formar el pirrol PBGcon liberacion de dos moleculas de
agua por accion de la 5-aminolevulinato dehidrasa [(ALA-D);ALA
hidrolasa; PBG-sintetasa; EC4.2.1.2.4].

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 mamíferos tienen PMentre
250.000 y 285.000 y estan compuestos de ocho subunidades
identicas de aproximadamente 35 kDa que conforman una
estructura cúbica octamerica con simetria dihedrica D4 (7B).

Entre las caracteristicas de esta enzima se hallan su
relativa termoestabilidad y marcada sensibilidad al oxigeno.
Esta propiedad esta asociada a 1a presencia de residuos de
cisteina de alta reactividad, que son requeridos para la
estabilidad y actividad de la misma (79-81). Estos grupos
pueden ser mantenidos en su estado reducido por la presencia de
altas concentraciones de activadores tiolicos (82). Se ha
sugerido que otros aminoácidos jugarian un importante rol en la
actividad de la enzima siendo los mas significativos lisina
(83) e histidina (84).

A diferencia de las dehidrasas bacterianas que exhiben
valores de pH optimo alcalinos, las de mamíferos presentan
valores en el rango 6,3 - 7,1 y requieren Zn2+ para su maxima
actividad catalitica (85, Bó). A1 respecto, las ALA-D de
eucariotes han sido consideradas como zinc-enzimas (86), a
diferencia de las de procariotes.

Jaffe y col. (87) informaron que cuatro atomos de Zn2+
por octamero son requeridos para alcanzar una maximaactivacion
de la apo-ALA-D de higado bovino, por lo tanto los cuatro
atomos adicionales del metal que pueden unirse a la enzima no
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serian cataliticamente importantes.
Hasnain y col. (88), mediante estudios de espectroscopia de

rayos X de ALA-Deritrocitaria humana, establecieron que cada
atomo de Zn2+ esta coordinado a tres atomos de azufre y a un
cuarto atomo que sugieren podria ser oxigeno o nitrógeno. De
este modo le asignarian al metal un rol estructural antes que
catalitico.

El mecanismo de acción 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 la enzima y un grupo carbonilo de una de las
moléculas de ALA,generando un carbanion estable que participa
en una condensación aldólica con la segunda molécula de ALA,
eliminandose una molécula de agua. Demostraron ademas que la
primera molécula de ALA que se une a la enzima es la que da
origen al grupo propiónico del PBG, incorporando su nitrógeno
al anillo pirrolico; la otra molécula de ALA,fuente de la
cadena acética del PBG, 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 unión entre 13C-ALA y la holoenzima bovina o la apoenzima
con y sin grupos sulfhidrilos modificados permitieron concluir
que la enzima posee cuatro sitios activos por octamero, no
siendo necesarios grupos sulfihidrilos reducidos ni Zn2+para
que se forme la base de Shiff (90, 91).

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

En la mayoria de los tejidos mamíferos la actividad de la
ALA-D presenta un nivel 100 veces mayor que el de la ALA-S. De
hecho, es probablemente la enzima cuya concentración esta en
mayor exceso comparada con las otras del camino biosintético
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del hemo. Se observó una marcada inhibición de su actividad por
el Pb2+ (93) y analogos de sustrato como 1a succinilacetona
(94).

Los niveles de actividad de la ALA-Deritrocitaria en la
población humana normal exhiben un rango de variabilidad
interindividual de aproximadamente 3 a 4 veces, siendo el
control genético de esta enzima compatible con una herencia
autosomal codominante (95).

La actividad de la ALA-Dmuestra marcados cambios durante
el desarrollo animal. Es extremadamente alta en higado de feto
de ratón (92, 96) y de cobayo (97), decrece rapidamente durante
el periodo prenatal, exhibiendo el valor mas bajo en el momento
del nacimiento y alcanzando el del adulto,durante el primer mes
de vida (92). Tambienen celulas eritroides cambia durante el
proceso de maduración aumentando tempranamente durante la
diferenciación celular y precediendo la aparición de Hb, para
disminuir con la maduración del reticulocito. Asi, los
reticulocitos de ratón exhiben 10 a 20 veces mayor actividad
que la que presentan los eritocitos (98).

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

Se han clonado y secuenciado los cDNAsde las hLA-D de
higado humano (101) y de rata (102), y a partir de sus
secuencias se han determinado las estructuras primarias de las
proteinas respectivas; ambas muestran un 88% de homologia
(103 .

1.2.1.3 Biosintesis gg URÜ'genoIII

El URÜ’geno III se sintetiza a partir de cuatro moleculas
de PBGpor la acción concertada de dos enzimas citoplasmaticas:
la PEG-Dy la URÜ’genoIII-cosintetasa (URÜ-CoS).

La primera de ellas constituye el tema de esta tesis y sera
tratada en detalle en la sección 1.3 por lo que sólo se
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desarrollarán las caracteristicas y mecanismosde acción de la
segunda enzima.

La existencia de la URÜ-CDS[URÜ'geno III-isómerasa;
hidroximetilbilano hidroliasa (ciclizante); EC 4.2.1.75] fue
propuesta por Bogorad (104-106) quien demostró que tanto la
URÜ-CoS como la PBG-D eran requeridas para la conversión del
PBG en URÜ'geno III. Durante las tres decadas siguientes, la
función precisa de ambas enzimas en el metabolismo y su
caracterización fue objeto de amplias investigaciones y
debates, particularmente en lo referente al mecanismo
molecular, intermediarios involucrados en la formación del
macrociclo y su potencial interacción en un complejo enzimatico
citosólico (107, 108 y referencias citadas).

Actualmente se reconoce que la PBG-Dforma un intermediario
tetrapirrólico lineal que en presencia de la URÜ-CoSse
convierte en URÜ’geno III mediante un reordenamiento
intramolecular del nucleo tetrapirrólico D y el cierre del
anillo. En ausencia de la URD-CoS,el intermediario se cicla no
enzimáticamente formando URO’geno I (108, 112).

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

Tanto en eritrocitos humanos normales (113, 114) comoen
bazo de ratón (115) se ha encontrado un exceso de la
cosintetasa respecto de la deaminasa, lo que asegura la
sintesis del intermediario fisiológico. Aún en tejidos con
actividad de URG-CoS menor que la presente en tejidos
hematopoyeticos, tales como cerebro, musculo, corazón, riñón,
higado y pulmón de ratón, la actividad de PBG-Des mucho menor
(116). La ardilla Sciurus niger es una especie que naturalmente
tiene una baja actividad de URD-CoSy excreta grandes
cantidades de uroporfirina I (UROI) en orina (117).

La purificación y caracterización de esta enzima se ha
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visto dificultada por su manifiesta sensibilidad al calor, lo
cual hace mas dificil su aislamiento al estado puro y ademas
por su numero de recambio relativamente alto, que determina la
presencia de cantidades muy pequeñas de la proteina, aun en
extractos crudos (118). Ademas, 1a medición de la actividad
enzimática presenta dificultades inherentes a los
procedimientos utilizados y que se caracterizan en general por
ser ensayos largos, tediosos, de poca exactitud y
reproduciblidad.

Los primeros ensayos, indirectos, se basaban en 1a
cuantificación del consumo de PEG y/o la relación de los
productos URO’geno III/URÜ'geno I posterior a 1a separación de
los mismos como porfirinas esterificadas (116, 119, 120).
Posteriormente, 1a actividad de URÜ-CoS se pudo determinar
directamente, usando el "preuroporfirinógeno" sintetizado
enzimáticamente (121, 122 o mediante el uso de
hidroximetilbilano (HMB)obtenido por sintesis quimica (112,
23). Recientemente, la introducción de métodos de

cromatografía liquida de alta presión para la separación de
isómeros de URÜ sin derivatización previa permitió el
desarrollo de ensayos mas rapidos (124).

La enzima de fuentes mamiferas tiene un pH óptimo en el
rango 7,4-7,8 y valores de Km entre 5-20 uM, siendo
extremadamente sensible a la temperatura. Es estabilizada por
reactivos tiólicos, activada por iones Na+, K+, Mg2+ y
Ca2+ e inhibida por varios metales pesados como Zn2+,
Cu2+ y Cd2+ (125, 126).

La enzima de germen de trigo exhibió un PMde 62.000 y un
pI de 6,1 a 6,7 (127) mientras que 1a purificada de higado de
rata mostró un valor de 42.000. Sin embargo, corridas
electroforeticas de esta última enzima, en condiciones no
desnaturalizantes, mostraron dos bandas con actividad
catalitica, lo que permitió sugerir 1a existencia de dos
isoformas (128). Smythe y Williams (129) informaron, para la
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enzima de la misma fuente, la presencia de dos formas
interconvertibles de PM36.000 y 20.000 obtenidas por tamizaje
molecular, pero exhibiendo ambas un valor de 28.500 por
SOS-PAGE.

La enzima de EL gracilis (123) purificada a homogeneidad
mostro PM diferentes: 38.500 por tamizaje molecular y 31.000
por SOS-PAGE, concluyendose que se trata de una proteina
monomericaasimétrica.

Tsai y col. (126) y Jordan y col. (130) utilizando las
mismas tecnicas informaron PM idénticos para la enzima de
eritrocitos humanosy de ELggli (29.500-30.000).

Kohashi y col. (128) presentaron evidencias de la
existencia de un cofactor que podria ser disociado de la enzima
de higado purificada, sugiriendo que el mismoes un pteroil
poliglutamato reducido y que aún en ausencia de URÜ-CoS,el
cofactor podia sintetizar URÜ'geno III a partir de PBGy en
presencia de PBG-D. Sin embargo, en trabajos mas recientes
realizados con enzimas de g; gracilis (123), EL SQL; (130) e
higado de rata (129) no se pudo detectar la presencia del
mencionadocofactor.

La transformacion eficiente del HMBgenerado por la PES-D a
URÜ’geno III por la URÜ-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 y col. (131) han clonado y secuenciado el cDNAde la
enzima de eritrocitos humanos, coincidiendo la secuencia de
aminoacidos deducida a partir del mismo, con la obtenida de la
enzima purificada. La enzima purificada a homogeneidad de una
recombinante de EL soii K12, sobreproductora de la proteina,
evidenció propiedades similares a las de la enzima humana; sin
embargo, la comparacion de la secuencia de aminoácidos de ambas
proteinas mostro baja homologia (132).
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1.2.1.4 Biosintesis gg CÜPRÜ'genoll;

El primer tetrapirrol funcional con ocho cadenas laterales
carboxilicas, URO‘genoIII, descarboxila secuencialmente sus
cuatro cadenas laterales acéticas por accion de la URÜ'geno
descarboxilasa [(URO-D);porfirinogeno carboxiliasa; EC
4.1.1.37].

Los cuatro isomeros de URÜ'geno, asi comootros sintéticos
que posean sustituyentes acetatos son sustratos de la enzima
formándose los intermediarios con menor número de carboxilos
(133-135).

La descarboxilacion enzimática de los URD'genos I y III fue
estudiada en preparaciones crudas de Chlorella (136),
reticulocitos de conejo (133), EE; sgheroides (137) y
eritrocitos de ave (138).

Los productos medidos: heptacarboxiporfirina,
coproporfirina y pequeñas cantidades de penta- y hexa
carboxiporfirina sugirieron que la descarboxilacion del
URO’geno seria un proceso que ocurriría en etapas. Battle y
Grinstein (139), y San Martin de Viale y Grinstein (140) 1o
confirmaron demostrando que el heptacarboxiporfirinogeno III y,I
el hexacarboxiporfirinógeno III y pentacarboxiporfirinógeno III
respectivamente, son intermediarios naturales del camino
biosintetico del hemo.

Los estudios cinéticos realizados con enzimas parcialmente
purificadas de diferentes fuentes han sugerido que la reacción
ocurre en dos etapas, una inicial y rapida que involucra la
eliminacion del primer carboxilo conduciendo a la formación de
heptacarboxiporfirinogeno III seguida de una mas lenta que
comprende la remoción de los restantes residuos carboxilos de
los acetatos, paso a paso, hasta CÜPRÜ’genoIII. A traves de
estas investigaciones se postuló la existencia de una unica
proteina catalitica con mas de un sitio activo (141-143).

Los isomeros de la serie III muestran una mayor velocidad
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de transformacion que sus correspondientes de la serie
isomérica I (134, 135).

El mecanismo de accion de la URÜ-Dpara el URÜ'geno III fue
demostrado por Jackson y col. (144). El mismo comprende la
eliminacion secuencial de los carboxilos de cada anillo
pirrolico, comenzando por el D y prosiguiendo luego según el
sentido de las agujas del reloj. Para el URÜ'geno I el
mecanismo de descarboxilacion si bien es secuencial no parece
seguir una ruta especifica sino que es al azar (145).

De Verneuil y col. (146) propusieron para eritrocitos
humanos, la existencia de una sola proteina catalitica con
cuatro sitios activos, ocurriendo en cada uno de ellos la
descarboxilacion de porfirinogenos (I o III) con distinto
número de carboxilos.

La enzima eritrocitaria humana purificada a homogeneidad
(147) mostro ser un monomero de 46 kDa y pI 4,6. Su Kmpara

URÜ'geno III es 0,35 FMy para pentacarboxiporfirinogeno III
0,05 HM postulandose que contendria al menos dos sitios
activos. Su actividad, al igual que ocurre con 1a enzima de
otras fuentes, se inhibe por Cu2+, ng+ y Pt2+ siendo
sensible a la modificacion de residuos sulfhidrilos y se
sugiere que al menos uno de ellos estaria involucrado en el
procesocatalitico.

Straka y Kushner (148) purificaron a homogeneidad y
caracterizaron la enzima proveniente de higado humano. Es una
proteina monomérica de PM 57.000 y pI 4,6. Su actividad se
inhibio por iones divalentes. Estos investigadores sugirieron
la presencia de dos sitios activos no interactuantes y una
acumulación diferencial de intermediarios dependiente de la
relacion URÜ’genoIII/enzima.

Segun Kawanishi y col. (149) la enzima proveniente de
eritrocitos de ave, purificada a homogeneidad,es una proteina
de PM 39.700 obtenido por SOS-PAGE y 79.000 por tamizaje
molecular por lo que sugirieron que se trata de un dimero.



Comprobaron también la inhibición de la actividad enzimática
por bifenilos policlorados.

Recientemente Elder y col. (150), utilizando tecnicas
inmunológicas, demostraron que la actividad de URD-D en
eritrocitos humanosreside en una sola proteina. Su comparación
con la de higado humano evidenció que ambas proteinas son muy
similares inmunológicamente, pero no idénticas, pudiéndose
atribuir las diferencias halladas a modificaciones post
traduccionales debidas a proteólisis u oxidación de grupos
tioles.

Romeo y col. (151, 152) clonaron varios cDNAsa partir del
mRNAs de URD-D aislado de bazo de rata, los que fueron usados
como sondas para aislar cDNAhumano obtenido de mRNAde URO-D
aislado de bazo humano. Se dedujo la estructura primaria de la
proteina de rata y de la humanahallandose entre las mismas una
alta homologia (153).

El gen humano de la URÜ-Dse halla presente en una única
copia, localizado en el cromosoma 1 en la banda p34 (154,155).
El analisis de la expresión de este gen evidenció que los mRNAs
de diferentes tipos celulares son idénticos y que su
acumulación producida durante la diferenciación eritropoyética
se deberia a una activación transcripcional del gen tejido
especifica (152).

1.2.1.5 Biosintesis gg PROTÜ‘genoL_

La formación del PRÜTÜ'geno IX a partir de CÜPRÜ’genoIII,
que atraviesa la membrana mitocondrial externa, involucra la
descarboxilación oxidativa de dos de las cadenas laterales de
acidos propiónicos en las posiciones 2 y 4 de los anillos A y B
para dar dos grupos vinilos. Esta reacción esta catalizada por
la enzima CÜPRÜ'geno oxidasa [(CPG-ÜX);CÜPRÜ'geno
descarboxilasa oxidativa; EC1.3.3.3].

La enzima ha sido purificada parcialmente a homogeneidad a
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partir de higado bovino (156, 157), de rata (158) y raton
(159).

En mamíferos es una enzima mitocondrial que puede ser
facilmente solubilizada sin el uso de detergentes, no
encontrándose unida a membranas (158). Elder y Evans (160)
demostraron que se halla localizada en el espacio intermembrana
de 1a mitocondria de higado de rata, sugiriendo la existencia
de una union debil con alguna de las superficies de la membrana
que limitan este espacio. Estos resultados son consistentes con
las observaciones de Grandchampy col. (161) referentes a que
una fraccion de la actividad enzimática (24%) aparece asociada
con el complejo membranainterna - matriz mitocondrial,
sugiriendo una union iónica débil con la cara externa de la
membrana interna.

La reaccion catalizada por la CPS-0Xrequiere la presencia
de oxigeno, que actuaria como oxidante en la reaccion y puede
usar isómeros de COPRÜ'geno tipo III y IV, no actuando sobre
los de tipo I o II (156, 158, 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 y bovino se
determinaron PMde 80.000 y 71.600 respectivamente. Se comprobó
que la enzima bovina es monomerica. En ambos casos no mostraron
requerimientos de cofactores o grupos prostáticos, siendo la
enzima bovina activada por fosfolipidos y detergentes no
iónicos (157, 158).

La enzima de levadura, localizada en el citosol de 1a
celula demostro ser un homodimero de 70 kDa y contener dos
atomos de hierro por mol de enzima nativa. Se inhibe por
reactivos tiolicos, se activa por fosfolipidos y utiliza
oxigeno como aceptor (165).

La CPE-0X purificada de higado de raton tiene una masa
molecular minima de 35.000, confirmada por caracterización
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inmunológica, mientras que la proteina nativa parece ser un
dimero de 70 kDa. Estas caracteristicas la asemejan muchomas a
la enzima de levadura aunque ambas difieren en su composición
aminoacidica (159, 165).

E1 mecanismo de la reacción que conduce a 1a formación de
PRÜTÜ'geno IX implica una descarboxilación que ocurre sólamente
a traves de la pérdida estereoespecifica de uno de los átomos
de hidrógeno B de la cadena propiónica (166).

Yoshinaga y Sano (167) mediante la utilización de sustratos
sintéticos sugirieron la formación de los grupos vinilos a
partir de intermediarios B-hidroxipropionatos, ocurriendo la
transformación de la cadena lateral de la posición 2 mas
rápidamente que la de la posición 4. Este mecanismo secuencial
corroboró los resultados inicialmente obtenidos por Sano y
Granick (156) quienes informaron por primera vez la presencia
de un intermedirio tripropionatomonovinilporfirinógeno, que
posteriormente se aisló de la glándula de Harder de rata (168,
169), identificado como 2-vini1-4-propionato-deuteroporfirina
IX y denominado harderoporfirina IX (169). Utilizando
harderoporfirinógeno e isoharderporfirinógeno sintetizados
quimicamente y diferentes fuentes enzimáticas, diversos
investigadores confirmaron que el acido propiónico de la
posición 2 se convierte en vinilo antes que el de 1a posición 4
(170-172).

Para la enzima hepática bovina se sugirió que al menos un
residuo tirosina estaria involucrado en el sitio activo,
participando presumiblemente en la reacción inicial de
oxidación (157).

La localización del gen humano de esta enzima se ha
establecido en el cromosoma9 (173).

1.2.1.6 Biosintesis gg PRÜTÜLi

El PRÜTÜ’geno IX se oxida a PRÜTOIX perdiendo seis átomos
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de hidrógeno por acción de la PRÜTÜ'geno IX oxidasa [(PBG-ÜX);
PRÜTÜ'geno IX:oxigeno oxidoreductasa; EC 1.3.3.4], oxidación
que tambien puede ocurrir no enzimáticamente a velocidad
apreciable.

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

El grupo de Jackson (179, 180) demostro que el proceso
llevado a cabo por la enzima es estereoespecifico, teniendo
lugar de un solo lado del anillo tetrapirrolico. Se ha sugerido
ademas, que de los cuatro hidrógenos en posiciones meso que se
eliminan durante la reaccion, tres de ellos lo harian como
hidruros y el restante comoproton (181).

La enzima tanto de levadura como de mamíferos es
dependiente de oxigeno molecular (174, 175, 182) y tiene una
gran especificidad de sustrato (182).

En condiciones de anaerobiosis, Jacobs y 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-reducción estan acopladas a traves de intermediarios de
la cadena de transporte de electrones (185).

Klemm y Barton (186) postularon que en Desulfovibrio 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 lo que ocurre en mamiferos donde se demostro que
su sintesis no ocurre en esas organelas (187, 188).

En mamiferos la enzima esta localizada en la membrana
interna mitocondrial anclada en la bicapa lipidica, teniendo el
sustrato igual acceso al sitio activo desde ambos lados de la
membrana (189).
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Se ha informado una variedad de PMpara las enzimas de
diferentes fuentes, determinandose valores de 35, 32, 57 y 68
kDa para las hepáticas de rata (175), 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 SL cereviciae (174) y 1a de Desulfovibrio gigas
(193), sugiriendose en este último caso, la presencia de
subunidades de distintos tamaños.

La enzima hepática humana medida en mitocondrias
homogeneizadas y en presencia de detergente reveló una
actividad especifica de 8,3 nmoles de PRÜTÜ IX/h.mg de
proteinas y una inhibición por sustrato a partir de 20 HM.
Ademas, algunas metaloporfirinas produjeron efectos
inhibitorios (190).

La PPG-ÜX de mitocondria hepática de raton purificada a
homogeneidad es una proteina monomerica de 65 kDa que no
presenta evidencias de poseer un cofactor cromoforico, ni
activarse o inhibirse por cationes divalentes o reactivos
sulfhidrilicos (192).

Siepker y col. (191) informaron, para la enzima de higado
bovino purificada a homogeneidad, la presencia de un cromoforo
fuertemente unido a la misma que identificaron como FAD,
sugiriendo que ello explicaría comoocurre la transferencia de
electrones al oxigeno molecular durante la oxidación. Ademas
informaron la existencia de epitopes comunes entre la PPG-ÜXy
la ferroquelatasa proponiendo la existencia de un gen ancestral
común para ambas enzimas.

1.2.1.7 Biosintesis de protohemo

La insercion de Fe2+ en la PRÜTÜIX, catalizada por la
ferroquelatasa [(Fq);hemo sintetasa; protohemoferroliasa; EC
4.99.1.1] , lleva a la sintesis de protohemocon liberacion de
dos protones. Aunqueesta reaccion puede ocurrir en ausencia de
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la enzima (194, 195), la actividad de la misma ha sido
identificada en multiples especies y tejidos de organismos
procariotes y eucariotes (192-203).

La enzima esta asociada a la membrana plasmática en
procariotes (202, 204) y a la membranainterna mitocondrial en
eucariotes (205, 206). Ha sido ampliamente estudiada en cuanto
a su mecanismocinetico, su inhibición por N-alquilporfirinas y
su especificidad por el sustrato ion metalico y la porfirina,
siendo para ello purificada a homogeneidada 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 602+ y Zn2+ pueden ser
incorporados eficientemente por la misma (205, 212). Tephly y
col. (214) y De Matteis y col. (215) informaron que productos
de la metabolizacion 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 1a enzima
hepática bovina (216).

Dailey y Fleming (210) propusieron para la Fq de higado
bovino un mecanismo cinético secuencial Bi-Bi en el que la
union del Fe2+ ocurriría antes que la de la porfirina, y la
liberación del producto hemo seria anterior a la de los
protones. Camadro y col. (212) propusieron para la enzima de
higado humano un mecanismo Bi-Bi al azar.

Varios investigadores han propuesto que grupos sulfhidrilos
son esenciales para la actividad catalitica (207, 217). Se
postuló que el Fe2+ se uniria al sitio activo de la enzima
bovina a traves de dos grupos sulfhidrilos vecinales y que la
presencia de al menos una arginina en el mismojugaría un rol
importante en la orientacion apropiada de la porfirina en el
sitio activo catalitico de la Fq (218, 219).

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

Todas las Fq purificadas de vertebrados exhibieron PM
cercanos a 40.000. Taketani y Tokunaga (207, 209) informaron
para las enzimas nativas de higado de rata y bovino valores de
PM cercanos a 200.000 y a 40.000 por SBS-PAGE.Si bien ello
sugeriria la naturaleza oligomerica de la Fq, esta discrepancia
podria explicarse por la tendencia de la enzima a formar
agregados (221).

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

Los estudios realizados sobre 1a sintesis de 1a Fq de g¿
cereviciae (212) y de raton (224) "in vitro" e "in vivo"
indicaron en ambos casos que al igual que otras proteinas
mitocondriales se sintetiza en citoplasma comoun precursor de
mayor PM siendo luego transferida y procesada para conVErtirse
en la proteina madura.

1.2.2 REGULACIONQE ¿a EIÜSINTESIS QE; ugmg

La capacidad de las celulas mamiferas para sintetizar y
utilizar hemo es fundamental para la vida y se avanza
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 producción
en animales superiores difiere en los distintos tejidos. En
estos aspectos, el tejido hepático y el eritroide han sido los
mas investigados debido a que producen 1a mayor parte del hemo
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requerido por el organismo. Normalmente, el higado humano
adulto sintetiza alrededor del 15% del hemocorporal total
(225) siendo destinado en mayor proporción a la formación de
citocromo P-450 y minoritariamente a otras hemoproteinas
esenciales como citocromos, catalasa, peroxidasa, etc. El hemo
restante es sintetizado en las celulas eritoides de medula
ósea,I respondiendo de ese modoa la necesidad de sintesis de Hb
que requiere el organismo.

1.2.2.1 Regulación gg celulas hepáticas

La velocidad de sintesis del hemo en el higado esta
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 y el
Km para uno de sus sustratos, la glicina,l se halla en el orden
de 5-19 mM (229). Asi, ambas caracteristicas, el tiempo de
recambio y la disponibilidad de sustrato contribuirian a su
identificación comoenzima limitante de un camino caracterizado
por reacciones termodinámicamente favorecidas en la dirección
de sintesis y la casi no existencia de rutas alternativas para
la metabolización de los intermediarios. Su localización es
mitocondrial, asi como lo son el sustrato succinil-CoA y la
formación del producto final, hemo.

Se acepta que el hemo, mediante mecanismos de
retroalimentación negativa, actúa sobre 1a ALA-S,
autorregulando su propia sintesis en el higado de aves (22 ,
228) y de mamiferos adultos (226, 230).

El trabajo pionero de Granick (227) demostró que la ALA-S
hepática de embriones de pollo se induce por una serie de
drogas porfirinogenicas y que este efecto puede prevenirse por
la administración simultanea del producto final de la via:
protohemo. Asi, se postuló que el hemo reprimia la
transcripción y que las drogas competian directamente por una

D
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proteina (aporrepresora) que controlaria la sintesis a nivel
genico.

Investigaciones mas detalladas sobre el mecanismo de
inducción de tan variados agentes porfirinogenicos -que
incluyen esteroides, numerosas drogas de uso terapeutico y
compuestos quimicos- se encaminaron a explorar una hipótesis
alternativa: que estos actuaran indirectamente disminuyendoel
nivel de hemo (225, 229). Srivastava y col. (231) demostraron
que la inducción por drogas seria una consecuencia secundaria
provocada por la disminución del nivel del hemo.

Actualmente, se asume la existencia de un "pool"
intracelular de hemolibre regulatorio, el que seria alimentado
tanto por fuentes exógenas como endógenas. Aunque han sido
obtenidas evidencias indirectas de su existencia (228,
232-234), su identidad y localización precisa no han sido aún
claramente definidas.

Las evidencias presentadas hasta ahora demostrarian que el
mecanismo por el que el hemo ejerce su control sobre la ALA-S
hepática involucra la represión de la sintesis de su mRNAy que
drogas y xenobióticos que inducen a la enzima lo hacen
estimulando la transcripción y aumentando la cantidad de su
mensajero (235-238). Este último efecto seria el resultado de
la potencialidad de los inductores para disminuir el "pool"
hemico regulatorio por uno o mas de los siguientes mecanismos
(239): a) aumento de la destrucción del hemo, b) inhibición de
pasos enzimáticos de la biosintesis del hemoy c) incremento de
la velocidad de combinación del hemocon apoproteinas para la
sintesis o reconstitución de hemoproteinas. Aunquelos tres
mecanismos conducen a una estimulación de la sintesis de ALA-S,
de variable intansidad, y también a cierta acumulación de los
intermediarios del camino, sólamente en el caso b) esa
acumulación resulta particularmente remarcable para el
intermediario que precede al bloqueo enzimático, comoocurre en
las porfirias experimentales producidas por drogas como
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hexaclorobenceno, griseofulvina, etc.
Otro camino por el cual el hemocontrola la cantidad de

ALA-Scataliticamente activa, resulta de su efecto inhibitorio
sobre el transporte de la proteina sintetizada en el citosol
hasta la mitocondria. Hayashi y col. (240) comprobaron que la
administración de hemina a ratas tratadas con AIAcausaba una
acumulación en la fracción citosólica de ALA-S hepatica
proveniente del mensajero preexistente.

El estudio de la regulación por hemode la sintesis de
ALA-S a nivel traduccional ha arrojado resultados conflictivos.

Whiting (241) observó que concentraciones de hemo hasta 10 FM
no afectaban la sintesis de la enzima, en experimentos de
elongación realizados con polisomas y la fracción sobrenadante
post- mitocondrial de higado de embrión de pollo. Yamamotoy

col. (242) informaron que concentraciones mayores de 20 FM
inhibian su sintesis a nivel del paso de elongación cuando se
utilizaba un sistema heterólogo de polisomas de higado de rata
y lisado de reticulocitos de conejo. Sin embargo, experimentos
similares realizados por otros investigadores (243) utilizando
sistemas de traducción no homólogos, mostraron que el hemono
ejercía ningún efecto aún a concentraciones de 100 HM. A pesar
de que se desconoce la razón de los resultados no concordantes,
estos autores han sugerido que la utilización de sistemas
heterólogos de traducción puede no reflejar la situación real
que ocurre en la celula.

Por otra parte, no se ha estudiado el efecto del hemoa
nivel de la etapa de iniciación de la traducción. El hemono
parece inhibir directamente la actividad de ALA-Scuando se
estudió su efecto sobre la enzima purificada o de mitocondrias
intactas proveninte de higado de embrión de pollo (244, 245).

De este modo, el nivel de hemointracelular “in situ”, cuya
concentración en higado de rata en condiciones normales se
supone del orden de 50-100 .nM (246), es considerado como el
mediador final de su propia sintesis a traves de sus efectos
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sobre 1a produccion y el transporte de la ALA-S.
La concentracion del "pool" regulador esta determinada

ademas por su utilizacion, destinada a mantener los niveles de
hemoproteinas hepáticas mayoritarias y por 1a hemooxigenasa,
enzima de velocidad regulante de su catabolismo que se induce
por su propio sustrato, el hemo. Badawy y col. (21, 247)
demostraron que una hemoproteina minoritaria citosólica, la
triptofano pirrolasa, puede ser utilizada como un marcador
sumamente sensible a los cambios de concentracion del hemo
intracelular libre, en virtud de su grado variable de
saturabilidad por el mismo.Esta proteina jugaría asi, un rol
importante en el control de su disponibilidad.

Este "pool" es tambien afectado por el hemo exogeno que
ingresa al hepatocito y por el pasaje del endógeno desde su
sitio de sintesis a otros compartimientos a traves de la
membrana mitocondrial y/o de otras organelas o de celulas
blanco. Estos procesos de traslocacion no constituyen un
mecanismo de simple difusion sino uno mas complejo, que
requiere la participacion de múltiples proteinas intra y
extracelulares (246).

Cabe destacar que ademas de la ALA-S, otras enzimas ocupan
un lugar destacable en el control de la biosintesis del hemo.
En pacientes con porfirias hepáticas inducibles se considera a
la PBG-D como un segundo control de la via biosintetica del
hemo, ya que en situaciones en las que la ALA-S esta
desreprimida, la actividad de la PBG-Dpasa a ser la enzima de
velocidad limitante. Asi, tanto en PAI comoen variegata y
coproporfiria hepática, se acumulan los precursores ALAy PBG,
reflejo del bloqueo y control que ejerce dicha enzima. Estas
situaciones pueden controlarse y normalizarse mediante la
administracion del hemo, en forma de hematina
(hidroxiferriprotoporfirina) constituyendo esta practica una de
las terapias que con mayor 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 la PBG-oxigenasa [(PBG-Ü); EC
4.2.1.24] que cataliza la oxidación del PBGa 2-hidroxi-5-oxg
porfobilinógeno (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 comopor esteroides
(250, 251).

1.2.2.2 Regulación _g celulas eritorides

En tejido eritroide, el control de la biosintesis del hemo
esta menosdefinido, pero parece ser diferente al hepático. Una
de las razones primarias que explicarian la diversidad señalada
recaeria en los diferentes requerimientos de hemode ambos
tejidos y la función diferente que este cumple en los mismos.
Otra estaria referida al hecho que en el higado adulto la
multiplicación o división celular ocurre mínimamente,mientras
que en el tejido eritroide los eventos de diferenciación y
proliferación, y los de maduración y sintesis de Hb en
eritroblastos se suceden continuamente. Asi, el higado fetal de
rata, que es primordialmente eritroide, exhibe una alta
actividad de ALA-Sno inducible y no reprimible por hemo (252).
Otros trabajos han mostrado que las ALA-Shepática y eritoride
exhiben diferente respuesta a la hipoxia, policitemia,
eritropoyetina y drogas porfirinogenicas (253). Ademas, la
actividad de la ALA-Sno es limitante para la formación de Hb
en celulas eritorides de higado fetal de ratón (253)

En cultivos de médula ósea de rata tratados con
eritropoyetina la actividad de PES-Dse incrementa hasta 3,5
veces, correlacionandose temporalmente con 1a 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, DÜVA-T,ALA-Dy Fq no se afectan en forma significativa.
Estudios "in vivo" en cultivos de médula ósea con niveles bajos
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o altos de eritropoyetina exhiben actividades de PBG-D
inferiores o superiores al valor normal respectivamente (254).
Frydman y col. (255) informaron que en medula ósea de ratas
hipóxicas, las actividades de PBG-Dy PBG-Omostraron cambios
temporales inversos, sugiriendo que la relación de ambas podria
ser un punto de control de la biosintesis del hemoen este
tejido.

Los experimentos realizados con celulas eritroleucemicas de
ratón transformadas con virus Friend han aportado datos
significativos al estudio de 1a regulación de 1a sintesis del
hemo durante la diferenciación eritoride (254). Cuandoestas
celulas son inducidas a diferenciarse en presencia de
dimetilsulfóxido, la conCentración de hemo aumenta
aproximadamente 50 veces. Este aumento es el resultado de una
inducción secuencial de las enzimas del camino biosintetico,
siendo el aumento de la Fq coincidente con el de la formación
de hemo. Estos resultados llevaron a Sassa y col. (254,256) a
proponer a la Fq como la enzima de velocidad limitante en
tejido eritroide. Tambien se informó que durante la
diferenciación de celulas normales de medula ósea humana
tratadas con eritropoyetina, se aprecia un aumento temprano de
la actividad de PEG-D (257). Estas evidencias permitieron
sugerir que la inducción temprana de ciertas enzimas responde a
la activación de un reloj biológico, tal comouna serie de
genes temporales programadores de la funcionalidad de genes
estructurales durante la diferenciación celular (258).

Granick y Sassa (259) observaron que la adición de hemina a
cultivos de celulas Friend incrementaba la sintesis del hemo
incluyendo la actividad de ALA-S. Sin embargo Beaumont y col.
(260) hallaron que en estas celulas inducidas con
dimetilsulfóxido y tratadas con succinilacetona, la actividad
de ALA-S se incrementaba notablemente, siendo este aumento
prevenido por hemo. Se sugirió asi, que la ALA-Seritroide
estaria regulada 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 1a inc0rporación del hierro, provisto
por 1a transferrina, al macrociclo. Por el contrario, este
mecanismo no opera normalmente en celulas eritopoyeticas
inmaduras de humanos,en las que la biosintesis estaria sujeta
a una regulación por retroalimentación negativa a nivel de la
formación de ALA, no habiéndose establecido claramente el
mecanismo y el punto de control (263).

La actividad reducida de ALA-Sobservada en médula ósea de
pacientes anemicos por deficiencia de hierro sugiere que la
expresión de la enzima durante 1a diferenciación estaria
relacionada o regulada por la disponibilidad de hierro (264).

1.2.3 BIODEGRADACION DEL HEMÜ

La ruta de degradación del hemomas importante en todas las
celulas estudiadas involucra 1a pérdida del atomo de hierro, 1a
eliminación del carbono que conforma el puente d metinico con
fijación de un atomo de oxigeno y su liberación como monóxido
de carbono; la incorporación de dos átomos adicionales de
oxigeno en los anillos A y E del tetrapirrol y generación de
una estructura bilenica denominada biliverdina IX<X (265, 266)
(Fig.5).

Este bilatrieno se reduce quimica o enzimáticamente en el
puente metinico central, utilizando agentes reductores como
donores de los electrones involucrados en el proceso. El
biladieno fisiológico asi formado constituye el pigmento
lipofilico conocido commo bilirrubina IXd , sus dos grupos
propionatos son esterificados por una glucuronil transferasa
hepática microsomal para dar mono- y di-glucorónidos de
bilirrubina solubles. Este proceso utiliza UDP-glucuronatocomo
co-sustrato. Esta conjugación permite su secreción a la bilis y
su eliminación casi cuantitativa como compuestos
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tetrapirrolicos mas reducidos denominados genericamente
pigmentos biliares (267).
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En humanos, el hemo proveniente de la hemoglobina de
eritrocitos senescentes es la fuente mas importante de
bilirrubina y es responsable del 75 al 85%de su producción
diaria. Aparte del eritron todas las celulas contienen
cantidades variadas de hemoproteinas, muchas de las cuales
recambian tan lentamente o estan presentes en tan pequeñas
cantidades que su contribución a la produccion de bilirrubina
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es despreciable. La notable excepción involucra a hemoproteinas
(particularmente tipo b) intrínsecas del higado, que son
responsables del 20% restante. De todas las hemoproteinas
presentes el cit P-450 es el principal contribuyente, hecho que
refleja su alta concentración en este tejido y su vida media
relativamente corta. Aproximadamente, el 70% del hemototal
sintetizado en el higado es usado para generar cit P-450 (267).

I_2_3¡1 Biodegradación a biliyergina

La oxidación acoplada del hemoy un agente reductor, por el
oxigeno, puede ocurrir por catalisis enzimática o quimica. En
el primer caso, el clivaje regio-selectivo en el borde mas
lipofilico del macrociclo, la extensión del C meso 0€ y su
oxidación con perdida del metal son llevadas a cabo por el
sistema microsomal hemo oxigenasa [(HD)hemo:NADPH:oxigeno
oxidoreductasa; EC l.14.99.3)] (265, Zóó, 268). Todas estas
transformaciones dan comoproducto especifico el isómero de
la biliverdina, un tetrapirrol abierto de conformación
helicoidal. En el segundo, se obtienen los cuatro isómeros
posibles de bilirrubina (o( , 8,3', y g ) indicando un ataque
oxidativo al azar, de los cuatro puentes meso del macrociclo
(269). Por otra parte, el hemopuede ser degradado por especies
activas de oxigeno, a otros pigmentos no bilenicos. Sin
embargo, 1a HOes el sistema degradante mas eficiente. La mayor
actividad se encuentra en el bazo y es alta en órganos ricos en
celulas del reticulo endotelial.

La enzima esta presente en higado, riñón y otros tejidos en
niveles muy bajos pero puede elevarse por acción de diversos
inductores (270).

La HO ha sido aislada y posteriormente purificada hasta
aparente homogeneidad de higado de rata (271, 272) de bazo de
cerdo y bovino (2 3, 274) y de testículo 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 32.000 Da. A partir del cDNAclonado de bazo
(276) se dedujo la estructura primaria de la enzima de rata,
estando constituida por 289 aminoácidos. Recientemente, se
demostro que la proteina humanacontiene 288 aminoácidos (277).
Ambas proteinas exhiben un segmento rico en aminoácidos
hidrofóbicos cercanos a su carboxilo terminal, secuencia que
permite su integracion en las membranas del reticulo
endoplasmatico, siendo este mecanismo post-traduccional y de
inserción espontánea (278).

Con tecnicas mas refinadas, el grupo de Maines (279 y
referencias citadas) logro demostrar la existencia de dos
isoformas de H0 en higado, testículo, bazo y cerebro de rata,
las que diferian en PM,movilidad electroforetica, sensibilidad
a la temperatura, Km,antigenicidad y respuesta a inductores.
Estos hallazgos le permitieron proponer que estas formas, HÜ-l
y HÜ-2, son isoenzimas que representan los productos de
transcripción de dos genes diferentes, siendo la expresion de
los mismos independiente de 1a fuente del tejido. La abundancia
relativa de las dos isoformas difiere en los distintos tejidos.
En condiciones normales, la H0-2 constituye la forma
predominante de la proteina en el higado (2:1), es mas sensible
a1 calor y no se ve afectada por inductores; mientras que la
HÜ-l es sensible a múltiples efectores, entre ellos su propio
sustrato que la induce significativamente, es cataliticamente
mas reactiva y no contiene cisteina (279).

La accion de la HO, localizada mayoritariamente en la
membrana del reticulo endoplasmico liso, requiere NADPH,
oxigeno molecular, la actividad concertada de la
NADPH-citocromo P-450 reductasa microsomal, asi como la
presencia de un atomode hierro central en la metaloporfirina
para que esta se comporte comoun sustrato efectivo (270). El
hemo libre o sus complejos en los cuales se encuentra
debilmente unido a apoproteinas son los sustratos preferidos,
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mientras que si 1a union es fuerte, su capacidad de comportarse
como tal es nula o se ve muy restringida (267, 270, 279). Las
protoporfirinas queladas con átomos de Sn, Co, Zn o Mnactúan
comoinhibidores competitivos (274).

Tomaro y 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. Demostraron que la especificidad de sustrato esta
restringida a hemos que posean dos cadenas propionatos
vecinales en las posiciones ó y 7 correspondiéndose con el lado
hidrofilico del macrociclo, mientras que los sustituyentes en
los pirroles A y B jugarian un rol menor.

Por analogia de la union del protohemo en las
hemoproteinas, ubicandose en zonas selectivas o "bolsillos" de
las apoproteinas, es probable que el hemoen su interacción con
la H0 se vea orientado de manera que el puente metinocx se
sitúe dentro del sitio activo, con los anillos C y D y sus
cadenas hidrofilicas de los propionatos expuestas hacia el
medio hidrofilico, favoreciendo asi el clivaje
regio-selectivo. La H0 localizada en la membranamicrosomal
forma con su sustrato una hemoproteina transiente que
interacciona con una flavoproteina NADPH-citP-450 reductasa
intrínseca y acepta los equivalentes de reducción del NADPH
para asegurar el estado reducido esencial del sustrato (Fe2+)
y para la activacion intramolecular del 02 que permita el
ataque sobre la posicion a’ (281, 282). Este proceso parece
involucrar la formacion de al menos tres intermediarios con
tres etapas diferenciales no muy bien conocidas (Fig.ó). El
producto de la primera reacción oxidativa seria el
xrúdroxi_(qoxiaprotohemo. Las secuencias químicas desde este
intermediario hasta la biliverdina no estan suficientemente
aclaradas,l pero se sugiere que seguiría 1a conversion oxidativa
del hidroxihemo a un intermediario no bien caracterizado que
presenta una absorción maxima a 688 nm, con liberacion del C
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meso c( de 1a porfirina como CO. Finalmente, 1a oxidación de
esta sustancia a un complejo Fe-biliverdina que espontáneamente
se convierte en biliverdina IXCC por liberacion del hierro
(281, 282). Itano e Hirota (283) han sugerido que 1a sustancia
intermedia es verdohemo.

cHocromoc

(R450)reductasa

HEMOOXIGENASA\

638 nrn
agenda

4

FIE.6: SECUEHCIA POSÏULADA PARA EL HECANISHO DE REACCIÜN DE LA HEHÜ OXIGEHASA.

1. heno; 2.6L hidroxihelo; 3.6C oxiheao; 4. sustancia 668 nn (estructura desconocida); 5. verdaheao; 6. conplejo
hierro-biliverdina; 7. biliverdina; H, netilo; V, vinilo; P, propionaln.

Como lo ha sefialado Kikuchi y Yoshida (281) el proceso como
un todo, comprendeuna serie de oxidaciones autocataliticas con
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intervencion de una única enzima, la H8, con intermediarios de
reaccion que actúan comocofactores.

Es interesante destacar que se ha caracterizado un sistema
degradativo del hemo, localizado en la membranainterna de las
mitocondrias, asociado con el complejo I respiratorio, la NADH
ubiquinona oxidoreductasa para la transferencia de electrones
(284).

1.2.3.2 Eiodeqradacióna bilirrubina

Mientras que en pajaros, reptiles y anfibios la biliverdina
no sufre una degradación posterior y se excreta comotal, en
mamíferos se reduce y se conjuga para ser secretada a la bilis
comobilirrubina conjugada (282).

La transformacion del bilatrieno, biliverdina IX‘X , a un
biladieno, bilirrubina IX<X, es llevada a cabo por una enzima
citosólica presente en exceso, la biliverdina reductasa
[bilirrubina NAD(F‘)+oxidoreductasa; EC 1.3.1.24] (268, 285).
La reduccion del puente metilenico central del tetrapirrol
puede ser catalizada también por diversos agentes quimicos
(286).

La enzima exhibe dos pHoptimos distintivos a valores 7,0 y
8,7 con preferencia tambien selectiva por su cofactor dador de
electrones, NADH a pH 7,0 y NADPH a pH 8,2 (279). Su
especificidad de sustrato es amplia, solo restringida a la
presencia de al menos dos residuos propionicos que pueden o no
ser vecinales (286). Es inhibida por su producto y sensible a
reactivos sulfhidrilicos. La proteina ha sido aislada y
purificada de diversos tejidos animales (282) y purificada a
homogeneidad de higado de rata (285). Puede ser obtenida en dos
formas moleculares que difieren en sus cinéticas, PM, presencia
de residuos cisteina, etc. Una de ellas, forma 1, de PM35.000
y que contiene 3 residuos de cisteina, exhibe una alta
velocidad de reduccion para el sustrato fisiológico (isómerocX)
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y una baja velocidad para la bilirrubina IX B (Apertura en C
meso B); mientras que la forma 2, presenta velocidades de
reduccion similares para ambos isomeros (287). Bajo condiciones
de estres oxidativo y por ende, degradación de hemoinducida,
la biliverdina reductasa hepática cambia sus modelos de formas
moleculares. La forma 1 desaparece y se origina una nueva forma
3 con PM diferente, aun al de 1a forma 2, que reduce ambos
isomeros con igual velocidad (288). La conversión de la forma
molecular 1 a la 3 esta mediada por un proceso que requiere
sintesis proteica y nucleotidica. Se induce una deshidrogenasa
peroxisomal dependiente de NAD+ que oxida la forma 1 a la 3,
dimerizandola, mediante una union disulfuro intercatenaria de
la forma 1. "In vivo“, esta conversion es un proceso rapido
(288).

La especificidad de la biliverdina reductasa es muchomenor
que la de la HD, aunque solo reduce bilatrienos que poseen 2
residuos hidrofilicos (286). La existencia de estas tres formas
moleculares que poseen capacidad de reducir diferentes isómeros
de biliverdina permitiria la transformación no solo de los
productos enzimáticos fisiológicos sino también los generados
por oxidaciones químicas no especificas de hemoproteinas que
ocurren "in vivo".

La bilirrubina es un producto de deshecho y tóxico si se
elevan sus niveles fisiológicos, especialmente en neonatos. La
exposicion a luz fluorescente azul o blanca del recien nacido
icterico, es la terapéutica convencional por excelencia. El
fundamento de este tratamiento esta basado en la fotorreaccibn
que sufre la bilirrubina y que involucra probablemente una
isomerización configuracional y estructural de la misma, por
disrupcion de uniones hidrógeno intramoleculares. No se
descarta ademas, que ocurran oxidaciones a monoy dipirroles;
en ambos casos se originan productos que son suficientemente
polares para ser excretados (289).

Otro tratamiento mas reciente es la utilización de
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metaloporfirinas no férricas (i.e. Sn-protoporfirina) que
actuando como analogos de sustrato de 1a H0 intentan modularla
para suprimir estados de hiperbilirrubinenia en humanos.

El grupo de Kappas (290) ha estudiado en detalle la
capacidad de la Sn-protoporfirina de participar comoinhibidor
de la enzima microsomal tanto "in vitro" como "in vivo".

1.2.4 REGULACION QE EQ BIÜDEGRADACIÜN QE; ugmg

El hemo celular es regulado en su metabolismo degradativo
por el nivel de 1a HO. La importancia biológica de esta enzima
proviene de su función, dado que cataliza la etapa inicial, de
velocidad limitante de este camino y su dual importancia
toxico- farmacológica por su sensibilidad a efectores
regulatorios y potencial capacidad terapéutica.

La acción de la H0 esta modulada por un elevado múmero de
factores aparentemente no relacionados (270, 279, 282). Algunos
de ellos ejercen su efecto variando el nivel celular del hemo,
mientras que otros lo haCen por efecto directo, o a través de
sustancias no hémicas, sobre la actividad de 1a enzima y/o su
concentración. Entre ellos se pueden destacar:
a) Hemo: Tenhunen y col. (291) fueron los primeros que
informaron una estimulación de la H0 en higado de ratas
previamente tratadas con hemoglobina o metahemoalbúmina.
Shibahara y col. (292) demostraron que esta estimulación se
acompaña de un aumento de la sintesis del mRNAfuncional
especifico de esta proteina. Este modelo de inducción de la
enzima por su sutrato, sugirió un rol fisiológico de la H0 en
el catabolismo del protohemo.
b) Iones metalicos pesados y de transición: Su efecto fue
investigado inicialmente por Maines y Happas (293) quienes
encontraron que "in vivo", el ión Co2+ en forma inorgánica,
elemento esencial para el hombre, actuaba como un potente
inductor de la H0 hepática. 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 órganos
como higado, riñón, corazón, pulmón e intestino (279, 294). La
potente y rapida inducción de la H0 provocada por Co, Cd y Ni
como cloruros se vió suprimida por inhibidores de la sintesis
de proteinas y acidos nucleicos, tanto "in vivo" como"in
vitro" (295, 296).
c) Metaloporfirinas sintéticas: Algunas metaloporfirinas,
análogas del sustrato fisiológico, como Co-protoporfirina y
Cd-protoporfirina son potentes inductores de la H0 hepática
(297). Recientemente se ha demostrado que la Sn- y Co
protoporfirina pueden actuar comoinhibidores competitivos de
la enzima hepatica o como inductores de su sintesis,
dependiendo el balance final de ambos efectos -en terminos de
velocidad neta del catabolismo de hemo- de la naturaleza del
átomo metalico de la metaloporfirina (298).
d) Agentes quimicos y biológicos: La actividad de 1a HÜpuede
ser tambien inducida por la administración de insulina,
glucagon, adrenalina o AMPc (299). La hormona tiroidea es un
potente estimulador de su actividad, asi como el ayuno
prolongado y la adrenalectomia (282, 300). Compuestos quimicos
como el sulfuro de carbono bromobenceno, dietilmaleato y
etionina aumentan también su actividad (301-304).

En general la actividad de la HDse incrementa cuando las
celulas estan sometidas a estres o en estado de enfermedad.

Dada la gran variedad de factores que estimulan a la HO, se
infiere que mas de un mecanismo de acción podria operar en su
modulación, dependiendo del agente inductor.

Con el propósito de estudiar los mecanismos moleculares de
la inducción de la HO, el grupo de Shibahara (305, 306) ha
clonado y caraterizado el gen de la enzima de rata. Su analisis
sugiere la existencia de un único gen constituido por cuatro
intrones, cinco exones y un número de secuencias ded DNAen la
región flanqueante 5', con potencial significancia no sólo como
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inductoras sino como represoras de su transcripcion. Ellas
incluyen un elemento "sensible al calor", otro elemento que
uniria un factor putativo de transcripcion "sensible a hemo",y
un elemento cis-actuante requerido para la precisa y eficiente
iniciacion de la transcripcion desde su promotor especifico
(307, 308).

E1 gen de la enzima humana también contiene un elemento
"sensible al calor" que seria funcional en ciertas lineas
celulares por lo que habria mecanismos adicionales para la
regulacion de estos elementos.

1.3 PDRFOBILINÜGENO DEAMINASA

1.3.1 GENERALIDADES

La porfobilinogeno deaminasa [(PBG-D);uroporfirinógeno I
sintetasa; hidroximetilbilano sintetasa; porfobilinógeno
amonio-liasa (polimerizante); EC 4.3.1.8] cataliza la
condensación de cuatro moleculas de PEG, unico precursor de
todos los núcleos tetrapirrólicos naturales (104, 310), para
dar un intermediario abierto con la liberacion de cuatro
moleculas de amoniaco, que finalmente se transforma en URO'geno
I (105, 108, 311-313) (Fig.7). Este último no es sustrato de la
URÜ-CoS como tampoco lo es el PBGmientras que se transforma en
la CÜPRO'geno I por accion de la URÜ-D.

1.3.2 CARACTERISTICAS

La FEB-D ha sido aislada y purificada parcialmente o a
homogeneidad de numerosas fuentes, incluyendo bacterias (314
319) algas (320-322), plantas (127, 323-326), aves (327) y
mamiferos (113, 114, 116, 120, 328-337). En la totalidad de las
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fuentes investigadas 1a actividad esta localizada en el
citosol, aunque ha sido tambien detectada actividad en
cloroplastos de espinaca (105) y de ELgracilis (338). En esta
última fuente, 1a sintesis de clorofila a partir de glutamato
ocurre en cloroplastos aislados por lo que se infiere 1a
presencia de esta actividad en dicha organela (339).

FIG.7: FORMACIONDE URÜ'geno I 1 III.

1. PBG;2. tetrapirrol abierto; 3. URD’qenoIII; 4. Ufiü’genoI; h, acetato; P, prcpinnatn.

La caracterización de 1a enzima en las distintas fuentes
investigadas evidenció que se trata de una proteina monomerica
con un PMentre 25.000 y 45.000.

Se han descripto formas heterogéneas de 1a enzima, respecto
a su carga y/o tamaño, en eritrocitos humanos y bovinos
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L(329-331, 333, 337, 340), higado y linfoblastos humanos
(340), bazo de rata (332) y E¿ ggli (319) y se han sugerido
diferentes formas moleculares y postulado diversos mecanismos
para su generación. Anderson y Desnick (331) han informado la
existencia de cinco entidades estructurales para la enzima
eritrocitaria humana y han adscripto dichas formas a
intermediarios estables formados por la unión de un distinto
numero de moleculas de sustrato a la enzima durante el
transcurso de la reacción. Por sus propiedades de estabilidad
estos intermediarios serian compatibles con estructuras que
involucran la unión de una, dos, tres y cuatro moléculas de
sustrato a la PEG-Dlibre (Fig.8).

Miyagi y col. (329) han descripto la obtención de un número
diferente de formas moleculares considerandolas comoisoenzimas
y favoreciendo 1a hipótesis de su generación por diferencias en
el proceso de maduración de la enzima. Otros investigadores han
propuesto mecanismos que implican modificaciones post
traduccionales (319, 335, 337, 341) o degradación proteolitica
(332, 337).

Hart y col. (342) y Jordan y Warren (343) informaron para
la enzima obtenida de g; coli, la existencia de un cofactor
cuyas propiedades espectrales son las de un dipirrometano. Este
seria responsable de la unión del sustrato dirigiendo la
sintesis del tetrapirrol en el sitio catalitico. Ambosgrupos
demostraron que el cofactor se halla unido a un residuo
cisteina (334, 335) (Fig.9). Se ha informado también su
presencia en la enzima proveniente de eritrocitos humanos,
cloroplastos y hojas de cebada (346).

La PBG-D cataliza la polimerización del PEGsiguiendo la
cinética de Michaelis-Menten. Los valores de Kmmuestran un

rango variado (1-85 ,uH) que depende de la fuente estudiada,
siendo siempre mayores para las enzimas provenientes de
organismos inferiores.
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El PEG no tiene análogos naturales por lo tanto los
estudios sobre especificidad de sustrato se realizaron
utilizando pirroles sintéticos. Sus efectos sobre la actividad
de la enzima de diferentes fuentes demostraron que monopirroles
con al menos una posicion ¿X libre o sólo un grupo aminometilo
o metilo en la otra pos/icion 0C y dos grupos acetatos o
propionatos en la posición B se comportan como inhibidores
competitivos (114, 324, 347, 348).

Es una enzima termoestable, propiedad que es aprovechada
especialmente para aislarla de la URO-Cos(105) y es activa en
ausencia de oxigeno (105, 349).

El comportamiento de la actividad, medida como producto
formado, frente al pH muestra valores máximosentre 7,2 y 8,2,
segun la fuente enzimática considerada (107).

Estudios realizados para determinar la presencia de ciertos
aminoácidos en el proceso catalitico evidenciaron la
importancia de grupos guanidinos y monotioles como fue
demostrado por el grupo de Russell (350, 351) para la enzima de
germen de trigo. Las PBG-D de eritocitos de pollo (327) e
higado bovino (352) se inhiben por agentes que clivan uniones
disulfuro; por 2-metoxinitrotropona, asi como por algunos
acidos, sugiriéndose una competencia de estos últimos con los
carboxilatos del sustrato por grupos aminos libres de 1a
proteina (restos €-amino de lisinas o guanidino de argininas).

Se demostro la presencia de al menos un grupo lisina en el
sitio activo de la enzima proveniente de germen de trigo (353),
de E; gracilis y En; sgheroides (354). Este hallazgo parece
confirmarse por estudios con la proteina purificada de g;
ggli, en la que se identificaron dos grupos lisina, altamente
conservados en otras PES-D y cuya modificacion indistinta, a
nivel genético, produce una pérdida considerable de actividad
(355).

Se sugirió ademas, que la enzima de germen de trigo
requiere a1 menosun residuo triptofano paa su actividad (356),
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y que residuos aspartico o glutamico intervendrian en el
proceso catalitico (357).

La PBG-D se inhibe por amonio e hidroxilamina, compuestos
que presumiblemente, liberarian los precursores del producto
final del sitio activo (358-360).

El grupo de Piper (128, 328, 361) encontró que el Pb012
inhibe la PBG-Deritocitaria de rata y no la hepática, a menos
que se elimine un factor dializable de bajo PMy termoestable.
Estudios de competencia en medios de crecimiento de
microorganismos dependientes de folato, le permitieron asimilar
a este factor, comoun derivado pteroilglutamato, con potencial
función regulatoria de la conversion de PBG a URD'geno.
Posteriormente informo que se forma URÜ'geno III como producto
de la accion de preparaciones de PBG-Dlibre de URO-CoS,en
presencia de tetrahidrofolato y PBG. Smythe y Williams (336)
demostraron, sin embargo, que compuestos derivados de folato no
activan la deaminasa de eritrocitos humanosni cumplen el rol
de la URD-CoS.

l.3.3 MECANISMOQE La REACCIÜN

1.3.3.1 Autopolimerizacion del sustrato

.La estructura del PEG tiene caracteristicas únicas que
podrian explicar su reactividad en cuanto a su capacidad de
polimerizarse químicamente. El PBGes una base °(—Mannich
de un pirrol y como tal reacciona liberando amonio y formando
un ion carbonio o el dieno equivalente que inicia la reaccion
de polimerizacion por ataque electrofilico sobre un segundo PBG
(Fig.10). La reaccion tiene lugar a traves de la formacion de
un derivado intermediario d'-pirrolenina (362 y referencias
citadas). E1 ataque a la posicion CXlibre (Fig.1OA) predomina
a pHacido, mientras que el ataque a la posicion d -sustituida
(Fig.1OB) se ve favorecida a pH neutro.

El ion imonio (CH2=NH2)+liberado puede recondensarse
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con el dipirrilmetano que tiene posiciones 0( y dflibres
formando 2-aminometi1dipirrilmetano o bien puede hidrolizarse
generando formaldehído y amonio. E1 formaldehído puede
recondensarse también con el c( d"-dipirrilmetano libre
propagando la reaccion de polimerizacion. Los 2-aminometildi
pirrilmetanos formados se autocondensan formando URÜ'genos
(362).

Mauzerall (363) encontro que el formaldehído liberado
durante la polimerizacion química del PBG—Dbajo condiciones de
anaerobiosis, calentamiento y pH acido, neutro y basico, se
incorpora desde el medio de reaccion a los isomeros de los
URÜ’genos formados.

Cuando el PBGse condensa a pH 3,5 los URÜ'genos se forman
a menor velocidad que cuando la reaccion se produce a pH 7,4.
E1 rendimiento de URO'genos durante el proceso de auto
polimerizacion se incrementa con el tiempo de reaccion, lo que
indica que se forman intermediarios estables y discretos
durante la consumision del PBG(363).

1.3.3.2 Identificacion del producto g_ L_ reacción

La identificacion del producto de la reaccion catalizada
por 1a PBG-D fue encarada como la búsqueda de la estructura
polipirrolica maxima comun a 1a formacion de URÜ’geno I y III,
y asociada con ella, 1a determinacion del tipo de interacción
espacial entre 1a PBG-Dy la URÜ-CoS.

Dos tipos de aproximaciones se utilizaron: en la primera se
usaron derivados sintéticos, 2-(aminometil)dipirrilmetanos,
2-(aminometil)tripirranos y 2-(aminometil)bi1anos, como
posibles intermediarios de la reacción enzimática que conduce a
la síntesis de URÜ'genos(364-369). Los resultados obtenidos en
estos estudios no fueron concluyentes debido a la baja
incorporación de dichos compuestos en los URÜ'genos productos y
a la capacidad de autopolimerización que los mismos presentan.
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La segunda, consistió en el estudio de la polimerizacion
del sustrato natural marcado, (130)PBG, catalizada por 1a
PBG-D, mediante el monitoreo por resonancia magnética nuclear
(RMN) de 13D. Este metodo permitió la postulación de una
serie de intermediarios tetrapirrolicos eventualmente liberados
por la deaminasa que podrian actuar como sustratos de la URU
CoS (109, 370) llamandolos genéricamente "preuroporfirinogeno".
Paralelamente Battersby y col. (110, 371) mostraron evidencias
de que la estructura del intermediario buscado corresponde a la
de un tetrapirrol abierto, el 2-(hidrometil)bilano (HMB)
(Fig.11) y que la formacion del URÜ‘geno I resulta de 1a
ciclacion espontánea del HMB,que tiene lugar en ausencia de la
URÜ-CoS. Sin embargo Scott y col. (372) aunque confirmaron la
existencia del HMBinformaron que el mismo no satisface
totalmente los espectros obtenidos por 13€ RMNy 15N RMN.

Elfi¿11: ESTRUCTURA DEL HIDRÜXIHETILBILÉNÜ.

A, acetato; B, propionato.

Evans y col. (317) estudiando 1a polimerizacion enzimática
del (3H)PBG con PEG-D de Rh. spheroides y empleando RMNde
EH mostraron que se formaba URÜ'geno I sin que se detectara
el HMB.



Estos resultados se atribuyeron a 1a elevada concentracion
proteica utilizada que estabilizaria 1a especie azafulveno (Fig.
12) liberada por la enzima antes de la formacion del HME.

NH HNW
P x/ \\_ A

A P

FIS.12: ESTRUCTURA DEL AZRFULVEHO.

A, acetato; B, propianato.

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

Rose y col. (374) en incubaciones de PBG-Dcon (13C)PBG
detectaron por RMNun intermediario tetrapirrolico, diferente
del HMB, debilmente unido a 1a enzima. Este complejo enzima
tetrapirrol se comporta como un sustrato eficiente de 1a
cosintetasa para 1a sintesis de URÜ'genoIII.

1.3.3.3 Identificacion gg complejos intermediarios enzima
sustratg

El mecanismo por el cual 1a PES-Dcataliza la formacion del
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tetrapirrol a partir de PBG ha sido investigado mediante
experimentos de recambio simple con sustrato marcado. Se
estableció que la condensación de las cuatro moleculas del
pirrol sigue un mecanismo de ensamblaje secuencial ordenado,
"cabeza a cola", adicionandose primero el anillo A y
consecutivamente el B, el C y finalmente el D (371, 375, 376).

En condiciones normales la PEG-Dno libera intermediarios
entre el PBG y el tetrapirrol, prefiriendo sintetizar a este
ultimo a traves de un mecanismo de estadios discretos que
involucra complejos constituidos por la unión de diferente
numero de unidades pirrólicas a la enzima (362).

Anderson y Desnick (331) identificaron por primera vez las
especies enzima-sustrato(s) (E-Sn) a partir de PES-D de
erotrocitos humanos incubada con (3H)PEG y sometida a
electroforesis. Detectaron Cinco bandas radioactivas que se
atribuyeron a los complejos enzima- mono,di, tri y tetrapirrol
ademas de la correspondiente a la enzima libre.

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

Recientemente Warren y Jordan (379) han propuesto el
siguiente mecanismopara la reacción catalizada por PBG-Dde g;
gol; (Fig.13). Consideran la presencia de un único sitio activo
responsable de la catalisis de las dos reacciones basicas: 1)
desaminación del sustrato y condensación del mismo con el
cofactor dipirrometano (DPMC) o con alguno de los complejos
intermediarios E-Sn; 2) clivaje hidrolitico para dar HMB.
Esta reacción esta normalmenterestringida a la liberación 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 presentarla dos sitios de reconocimiento del PBG,
uno para el sustrato entrante (sitio S) y otro (sitio C) que
permitiría acomodar un anillo pirrólico con su posición



Fi6.13: HECHNISHÜ DE REACCIUN PRGPUESTD Fñfiñ Lfi REACCIGH CAÏALIZADA PÜR PES-7.

S, sitio S; C, sitio C; A, acetato; P, propianato.
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¿libre lista para su condensacióncon el sustrato del sitio S.
En la holoenzima este segundo sito estaria ocupado por el DPMC.

En el caso de la apoenzima,I primero se produciria 1a
condensación de dos moleculas de PBG y su anclaje a una
cisteina para formar el DPMCpermitiendo que la PBG-Dasuma su
configuración estable de holoenzima.

El primer sustrato entrante ocuparía el sitio S y
reaccionaria con el DPMCque actúa como cebador. El complejo
E-DPMC-Sl se traslocaria de modo tal que el pirrol
recientemente unido ocupe el sitio C permitiendo asi que una
nueva molécula de PBG ocupe el sitio S para que ocurra la
siguiente desaminacion y formación del complejo intermediario
E-DPMC-SZ. Cuando se logra el complejo final, E-DPMC-Sq,
consideraciones estericas impedirian la unión de mas sustrato
produciéndose entonces el clivaje hidrolitico cuyo resultado es
la liberación del HMB,que normalmente ocurre a menor velocidad
que las reacciones de condensación.

El DPMCcumpliria dos funciones: l) actuaria como un
"primer" de la reacción, 2) impondria una restricción esterica
del númerode anillos pirrólicos que pueden ser incorporados.

Se comprobó ademas, que los complejos intermediarios con
una, dos y tres moleculas de sustrato son transformados
enzimáticamente en HMB-aún cuando se incubaran en ausencia de
PBG- mediante reacciones de intercambio que involucrarian a la
unidad pirrólica terminal, que puede ser removida como
hidroxi-PBG, y reaccionar con cualquiera de los complejos
intermediarios presentes (379)(Fig.14).

I.3.4 ASPECTOS MDLECULARES

El gen estructural de la PEG-Dhumana ha sido localizado en
el cromosoma 11 en la región 11q23-+-11qter (380, 381).

Grandchamp y col. (382) aislaron el primer cDNAde PBG-Da
partir de mRNAde bazo de rata anemica. El mismo se utilizó
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FIG.14: CICLO CATALITXCÜ DE LA PBG-D EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE PBG.

r, rápida; l, lenta; nr, ¡uy rápida.

para obtener cDNA humanode fuentes eritoidea y no eritroidea
(383, 384).

La estructura primaria de 1a PBG-D de eritrocirocitos
humanos deducida a partir de la secuenciación del cDNA
demuestra que es una proteina compuesta por 344 aminoácidos
coincidiendo los del extremo NH2-termina1 con los obtenidos a
partir del estudio de la proteina purificada (383).

El analisis del cDNA no eritroide revela un extremo S’no
relacionado con el de la forma eritroide, consistente en una
secuencia que codifica para un péptido de 17 aminoácidos
adicionales. Este hecho coincide con 1a diferencia de PMque
ambas formas proteicas exhiben en analisis por SDS-PAGEe
inmunotransferencia (384).

Los investigadores franceses, en una serie de excelentes
trabajos de biologia molecular (384-385) han demostrado la
existencia de dos isoformas de esta enzima con localizacion
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diferenciada: una ubicua, que se expresa en todas las celulas
del organismo y la otra tejido especifica, restringida
exclusivamente a tejidos eritropoyeticos. Han demostrado
ademas, que si bien un solo gen estructural codifica ambas
isoenzimas, ellas son traducidas a partir de dos mRNAsque
difieren solo en sus regiones 5' terminales. E1 gen codificante
tiene al menos 10 kb de largo y esta compuesto por 15 exones y
14 intrones, transcribiendose en dos mRNAsdistintos 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 mRNAcompuesto por 13 exones
comunes (3 al 15) y el exon 1 adicional en su extremo 5';
mientras que para 1a enzima eritroide (tejido especifica) solo
se traducen los 13 exones de 1a region común, aunque su mRNA
posee el exon 2 como region "cap". El primer promotor, que es
activo en todas las celulas, tiene caracteristicas
estructurales propias de un promotor ubicuo y se encuentra
"cadena arriba" en la región flanqueante 5’. El segundo, activo
solo en celulas eritroides, mas cercano en la region 5',
"cadena abajo” de su sentido de iniciacion, sugiere una
organizacion modular que pareciera comun a promotores
especificos de celulas eritroides. Demostraronademás, que los
niveles de mRNAde PBG-Den diferentes lineas celulares humanas
son modulados, tanto por 1a naturaleza eritroide del tejido,
comopor la proliferación celular (386, 387).

Thomas y Jordan (388) han clonado y secuenciado el gen de
la PES-D de EL ggli,

La comparacion de las secuencias de aminoácidos deducidas
de sus secuencias genomicas indican un 90%de identidad entre
las enzimas eritocitarias de rata y humana (389) y un 652 de
identidad entre estas y la de la enzima de g; Egii. Por otra
parte, 1a PBG-D de g; gracilis evidencia un 60 a 70%de
similitud tanto con las enzimas de mamíferos como con 1a de E¿
goli (390).
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1.4 PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE

1.4.1 GENERALIDADES

Las porfirias constituyen un grupo de enfermedades
metabólicas provocadas por alteraciones en el camino de la
biosintesis del hemo. Presentan una distribucion mundial, sin
embargo, algunas formas predominan en determinados paises y mas
aun en regiones de los mismos.

Dentro de las enfermedades producidas por desordenes en
este camino, las porfirias han sido las mas estudiadas. A pesar
de que la bioenzimologia ha revelado con precision cual es la
enzima especificamente defectiva en cada tipo de porfiria y que
los estudios bioquimicos como el análisis de metabolitos
hemicos en excretas y medicion de las actividades enzimáticas
posibilitan el diagnostico de los diferentes tipos, la relacion
entre la patofisiologia de cada una de ellas y su manifestacion
clinica respectiva no se conocen claramente. Los analisis a
nivel molecular estan 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 hepáticas agudas, la porfiria aguda
intermitente (PAI) es una enfermedad autosomal dominante, cuyo
defecto primario se debe a la deficiencia parcial de la enzima
PBG-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 (395,
396), celulas amnióticas (396) y linfocitos estimulados con
mitogenos (397), lo que implicaría que la expresion seria
relativamente constante. Sin embargo la enfermedad tiene como
organo blanco el higado, en el cual el bloqueo parcial
enzimático originaria un desbalance de los mecanismos
regulatorios existentes en el hepatocito produciendo un efecto



66

despresor sobre 1a primera enzima del camino (ALA-S) por
disminución de 1a sintesis de hemo.

La existencia de portadores latentes de este defecto avala
la existencia de factores adicionales que permiten su
manifestación fenotipica, es decir que el defecto enzimático
seria necesario pero no suficiente para 1a expresión bioquímica
y clinica.

En diferentes poblaciones se ha encontrado un rango de
incidencia entre 1,2 y 8/100.000, su ocurrencia seria, sin
embargo, mas frecuente debido a la existencia de portadores
asintomaticos (398). Ademas la incidencia de portadores
manifiestos es significativamente mayor en mujeres que en
hombres (399).

Este tipo de porfiria no presenta sintomas dermatológicos,
pero representa el prototipo para el estudio de los ataques
agudos, los cuales son comunesa otros dos tipos de porfirias,
menos frecuentes, que cursan con manifestaciones cutáneas, como
la porfiria variegata y la coproporfiria hepática (398).

1.4.2 MANIFESTACIONESCLINICAS

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

Los signos y sintomas dominantes son de caracter
neurológico y psiquiátrico (7). El mas comúnes una neuropatia
autonómica que causa dolores abdominaleas, vómitos y
constipación los que pueden llegar a ser severos y prolongados,
taquicardia e hipertensión, asi comotambién paradójicamente
hipotensión postural y retención urinaria (229). Estas
manifestaciones parecen estar relacionadas con un desbalance de
la neurotransmisión colinergica y adrenergica. Menosfrecuente



67

es la manifestación de neuropatia motora que puede involucrar
paresis y parálisis de los músculos de las extremidades,
cuadriplegia, parálisis respiratoria y paresis bulbar.

Tambien se han observado alteraciones que involucran
estructuras hipotalamicas en la región de los núcleos
supraóptico y paraventricular (400) que conllevan a una
inapropiada secreción de la hormona antidiuretica (7). La
hiponatremia resultante junto con la disminución de la
concentración de magnesio sérico, que ocurre en ocasiones,
serian causales de los episodios tetanicos (401).

Entre las anormalidades psiquiátricas pueden citarse una
conducta histerica, depresión, confusión y pseudopsicosis
(402).

A pesar de la variedad de estudios realizados, no se ha
podido demostrar fehacientemente, que la acumulación de ALAy
PBG alteren la estructura y la función neural (403),
sugiriendose que la disponibilidad restringida de hemopara las
oxidaciones enzimaticas y las reacciones productoras de energia
constituyan probablemente la relación entre los defectos
bioquímicos y las manifestaciones clinicas.

Recientemente, Litman y Correia (404, 405) postularon al L
triptófano como el comúndenominador de los eventos bioquímicos
y neurológicos que acontecen en las porfirias agudas. Según
estudios realizados en animales de experimentación, la
inducción de una depleción aguda de hemodisminuye la actividad
de la triptófano pirrolasa lo que provoca un aumento de las
concentraciones de triptofano y 5-hidroxitriptamina, efecto que
se revierte por la administración de hemo.

Por otra parte, si los niveles de hemo hepatico son
aumentados por administración de ALA, la producción de 5
hidroxitriptamina se ve inhibida por 1a disminución de la
disponibilidad de triptofano a traves de la activación de la
triptofano pirrolasa hepatica (406).
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1.4.3 RASGOS EIÜGUIMICÜS

Durante las crisis los pacientes excretan por orina
cantidades marcadamente aumentadas de ALA y PBG (50 a 200
mg/dia) siendo la de ALAaproximadamente la mitad de la de PES.
En individuos clínicamente manifiestos, la excreción de los
metabolitos permanece aumentada despues de la remisión clinica.
Tambien puede aparecer aumentada en individuos clínicamente no
manifiestos. A veces se observa un aumento de 1a excreción de
URÜ y otras porfirinas en pacientes con PAI que presentan altos
niveles de precursores siendo en parte el resultado de la
ciclación no enzimática del FEB. 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 formación de
porfobilina, un producto del PBG(402, 407) o a la presencia de
dipirrometanos (408). Graham y col. (409) informaron en
pacientes con PAI latentes y manifiestos, agudos o en remisión,
la presencia en orina de un segundo monopirrol, el
hidroxihemopirrolin-Z-ona.

Las porfirinas fecales pueden aparecer levemente
aumentadas.

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

Se han encontrado contenidos elevados de PBGen higado y
riñón provenientes de autopsias, no asi en medula ósea y se ha
detectado la presencia de URÜen higado (410).

Las pruebas de función hepática son usualmente normales
salvo una alteración en la excreción de bromosulfoftaleina
(411).

Se ha informado la existencia de pacientes con una
significativa hipercolesterolemia (412) y en algunos casos
elevados niveles de tiroxina y de su proteina transportadora en
suero (413).
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1.4.4 FACTORES QE PRECIPITACION

La deficiencia enzimática por si misma no conlleva la
eclosión o exacerbación de la enfermedad a menos que factores
fisiológicos o ambientales adicionales coexistan.

La manifestación o la crisis pueden ocurrir en portadores
adultos del defecto genético por cuatro factores principales:
1) drogas de uso terapeutico, particularmente barbituratos,
sulfonamidas, clorodiazepóxidos, hidantoinas, glutarimidas,
succinimidas, etc. o xenobióticos variados (229). Sin embargo,
porfiricos latentes han sido expuestos a drogas
porfirinogenicas sin experimentar sintomas agudos, por lo tanto
factores permisivos serian además necesarios para completar la
potencial caracteristica que ciertas drogas poseen de producir
crisis agudas. 2) hormonasesteroides, particularmente aquellas
que conducen a 1a sintesis de cortisol. Estos estrógenos son
conocidos inductores de la ALA-Sy 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 1a gravidez (414),
para disminuir despues de la menopausia. Kappas y col. (229)
han propuesto que la expresión clinica del defecto esta
relacionada con la alteración de la 5-¿X -reducción de las
hormonas esteroides en el higado, que se halla reducida en
portadores clínicamente manifiestos. 3) dietas hipocalóricas y
ayunos prolongados, debido al efecto que los carbohidratos
tienen sobre la sintesis del hemo (415). 4) enfermedades
sistémicas, las cuales hacen imperativa la utilización de
antibióticos no contraindicados.

1.4.5 DEFECTO GENETICÜ

Waldenstrüm (416), basándose 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 1a PBG-D en sangre

periférica permitió 1a detección de portadores no manifiestos y
corroboro el ya mencionadocaracter hereditario mendeliano de
esta patologia. Se observo 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).

I.4.5.1 Heterogeneidad molecular g_ l_ EQ;

Todos los portadores investigados de PAI son heterocigotas.
Estudios llevados a cabo tanto a nivel proteico (418-422) como
a nivel genico ( 23, 424) indicaron que esta patología es una
enfermedad heterogénea a nivel molecular.

La utilizacion de metodos inmunológicos permitió 1a
clasificacion de los individuos con PAI en dos grandes grupos.
Uno de ellos, constituido por el 85%de los portadores, no
produce proteina reconocible por un anticuerpo policlonal
generado contra la enzima eritrocitaria nativa. Presenta una
relacion de material inmunológico de reaccion cruzada (CRIM)/
actividad enzimática de PES-Didéntica a la de los individuos
controles, asignandosele un valor arbitrario igual a 1. Es
decir una equivalente reduccion de la actividad enzimática e
inmunológica de la PBG-D eritrocitaria y se lo designa
CRIM-negativo. El otro grupo, con actividad de PBG-D
eritrocitaria reducida aproximadamenteal 50%del valor normal
produce cierta cantidad de proteina reconocida por el
anticuerpo, aunque no funcional cataliticamente y se lo designa
CHIN-positivo (418).

Desnick y col. (419) hallaron, en estudios de familias no
ralacionadas pertenecientes a diferentes grupos étnicos o
demográficos, cuatro subgrupos. Uno de ellos, denominado
CRIM-negativo tipo 1 presenta actividad de PBG-Deritocitaria
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disminuida al 50%. Ütro, CRIM-negativo tipo 2, exhibe las
caracteristicas clinicas y bioquímicas de la PAI pero presenta
actividad de PBG-Deritrocitaria normal. Con respecto al grupo
CRIM-positivo se hallaron los subgrupos tipo 1, con una
relacion de CRIM/actividad enzimática de PBG-D= 1,7, y el tipo
2 con un valor para esta relacion 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 población holandesa
porfirica una similar distribucion de la heterogeneidad de la
PAI.

La determinacion de las mutaciones responsables de los
diferentes subtipos de PAI ha comenzadorecientemente. 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
enzimático se manifiesta solo en tejido no eritroide (425,
426).

Para la mas común de las formas de PAI, CHIN-negativo, con
deficiencia de la actividad en todos los tipos celulares, no se
han informado aún mutaciones responsables del defecto. Sin
embargo un estudio preliminar indico una anormalidad en el
procesamiento post-transcripcional del mRNAque podria ser
responsable del defecto (427).

Con referencia a los portadores CHIN-positivos, Grandchamp
y col. (428) encontraron una mutación puntual al final del exon
12 responsable de su eliminacion durante la maduración post
transcripcional y de la produccion de una proteina estable y no
funcional con 40 aminoácidos menos que la normal,l que es
reconocida por el anticuerpo.

I.4.5.2 Diagnostico

Desde 1930 el diagnostico de la PAI se basaba en la
determinacion de cantidades aumentadas de PBGen orina (416,
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429, 430). Sin embargo, esta excreción aumentada sólo se
observa en un tercio de los casos latentes, segun estudios
realizados en familias francesas y británicas (431, 432).

Desde hace aproximadamente dos decadas la medición de la
PBG-Den eritrocitos se utiliza para la detección de portadores
de PAI (349, 3 3, 394, 33-436), pero debido a que se produce
un solapamiento entre los valores de actividad de individuos
portadores y controles (437-439) y a la existencia de
portadores manifiestos con actividad de PES-Deritrocitaria
normal (419, 440), este metodo de diagnóstico no siempre
asegura con certeza la identificación de los portadores de la
falla genetica

Se ha encontrado que la actividad de la enzima varia con el
grado de maduración de la celula eritroide (441, 442),
habiéndose encontrado valores elevados de actividad
eritrocitaria en enfermedades hemoliticas (442), tambien en
afecciones hepáticas crónicas (443) y en enfermedades
linfoproliferativas (444). Se han informado ademas, valores
disminuidos de la actividad en casos de poliartritis crónica
(443) y uremicos crónicos (445).

Fisiológicamente la PBG-D eritrocitaria se halla
incrementada durante los primeros meses de vida, por lo tanto
los valores obtenidos durante ese periodo deben interpretarse
con precaución (446).

La introducción de metodos inmunológicos para cuantificar
la proteina, conjuntamente con la determinación de su actividad
enzimática ha permitido la identificación de algunos portadores
inciertos en estudios familiares (447, 448). Másprecisión
aportan los metodos de genetica molecular, comoel analisis de
polimorfismos ligados al gen de la PBG-D,especialmente en los
casos de portadores latentes inciertos (423, 424).

Un diagnóstico preciso depende entonces de una combinación
de información genealógica, clinica y bioquímica.
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I.4.ó TERAPEUTICA

El primer tratamiento, que se utiliza desde hace
veinticinco años, es 1a administración 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 mismaes que no resulta efectiva en
todos los pacientes, desconociendose la o las causas de su
ineficiencia; no obstante se la recomienda comotratamiento de
base de un ataque agudo (229, 449, 450).

El otro tratamiento utilizado es la administración
endovenosa de hematina introducido por Bonkowskyy col. (451)
en Estados Unidos en 1971. La racionalidad de su efecto se
deberia a la represión de la porfirinogenesis con la
consiguiente disminución de una o mas sustancias tóxicas y/o la
reposición exógena del hemoendógeno deficiente.

En general el exito de la terapéutica practicada con
hematina parece estar influenciado por 1a duración y severidad
de los sintomas previos a su administración. Si el tratamiento
se aplica tempranamente en el curso de un ataque, la
recuperación 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) y
alteraciones en la cascada de coagulación (45c, 456). La mayor
desventaja que limita su uso es su inestabilidad, habiéndose
propuesto recientemente que sus efectos indeseables son
causados por los productos de su descomposición antes que por
el hemo “per se". Pierach (457) ha sugerido que cuando la
hematina se inyecta fresca se une inmediata y completamente a
proteinas, preferentemente a hemopexina, previniendo asi sus
efectos adversos sobre la coagulación.

Otras terapias fueron propuestas por Jusic y col. (458)
quienes informaron sobre la administración por largos periodos



74

de corticosteroides y por Doner y col. (459) quienes lo
hicieron sobre la administración de elevadas dosis intravenosas
de propranolol. Estas terapias a pesar de haber tenido exito,
tendrian efectos colaterales indeseables que requeririan un
continuo control de los pacientes. Ademassus mecanismos de
accion no han sido aclarados.

Wider de Xifra y col. (460) han informado que la
administracion oral de acido fólico, en pacientes con ataques
agudos, produce mejoria clinica y bioquímica.

Recientemente, Anderson y col. (461, 462) han reportado que
ataques asociados a la menstruación pudieron prevenirse por la
administracion subcutanea diaria y por largo tiempo de un
agonista análogo de la hormona liberadora de la hormona
luteinizante.
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Objetivos

Los antecedentes enunciados en 1a Introduccion muestran a
la PBG-D como la enzima clave de 1a patologia hepatica humana:
Porfiria AgudaIntermitente.

Con la finalidad de profundizar en el estudio bioquímico
molecular de esta enzima y aportar datos que permitan descifrar
los mecanismos fisiopatológicos de la PAI y tomando en cuenta
los conocimientos preexistentes hasta el inicio de este
trabajo, se propuso esta investigación que comprende los
siguientes objetivos especificos:

a) Aislar la enzima hepatica de rata para lograr una
metodologia accesible y reproducible con muestras humanasy
caracterizarla.

b) Identificar y caracterizar la FEB-D de higado humano,
organo diana de esta patología.

c) Abordar estudios comparativos de las isoenzimas humanas, y
la hepática de rata.

d) Obtener anticuerpos contra la enzima eritrocitaria humana
para el analisis poblacional de portadores de PAI.

e) Realizar el seguimiento y analisis estadístico de la
terapéutica con hematina.
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II. Materiales y Métodos

II.1 MATERIALES

II.1.1 DROGAS, REACTIVOS 1 ACCESORIOS

PBG y patrones de porfirinas libres y esterificadas se
adquirieron en Porphyrins Products, Utah (USA).

Los marcadores de PM, coeficiente de sedimentación y pI;
los inhibidores de proteasas; glutation reducido, ditiotreitol,
cisteina, cistina, p-cloromercuribenzoato de sodio,
N-etilmaleimida, 5, 5'-ditiobis(acido 2-nitrobenzoico), iodoacg
tamida, fosfato de piridoxal, Azul de metileno, Rosa de
Bengala, dietilpirocarbonato, fenilglioxal, reactivo K de
Woodward, 1-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
0o., 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-52 se compro a Whatman Inc., New Jersey, (USA).
Los materiales usados para electroforesis en gel de

poliacrilamida provinieron de Laboratorios Bio-Rad, Richmond
(USA).

Todas las demas drogas y reactivos de grado analítico
empleados, se procedieron de fuentes comerciales nacionales.

Las mallas de acero inoxidables fueron marca Spectrum (USA)

de tamaño de apertura variable (ZOO-BOOIHm).
Las membranas utilizadas para ultrafiltración fueron marca

Amicon.



11.1.2 ANIMALES

Se utilizaron: a) Ratas Wistar adultas de 150 a 300 g sin
tratamiento, para la obtención de tejido hepático. b) Ratas
Sprague Dawley machos y hembras (fetos, neonatos, prepúberes y
adultas) para 1a obtención de tejido hepático. c) Conejos New
Zealand, adultos, machos, para 1a obtención de anticuerpos.

Los animales provinieron del Bioterio de 1a F.C.E. y N.

11.1.3. MUESTRAS HUMANAS

Se utilizó tejido hepático, proveniente de material
remanente de biopsias quirúrgicas, hepatectomias y de autopsias
(ó a 10 hs. “post-mortem”) de personas de ambos sexos adultas,
y de autopsias de neonatos (ó a 10 hs “post-mortem") provisto
por diversos servicios hospitalarios. En todos los casos la
observación histológica del material no reveló anormalidades
importantes.

Las muestras de sangre se obtuvieron de dadores voluntarios
sanos provenientes de Servicios de hemoterapia. Las muestras
utilizadas para isoelectroenfoques y electroinmunoensayos se
obtuvieron de dadores voluntarios (controles) y portadores de
PAI.

11.2 METODOS

11.2.1 DETERMINACIONgg ¿e ACTIVIDAD 9g PEG-D

La actividad enzimática se midió fluorometricamente, según
el metodo de Kreimer-Eirnbaum y Tomio (394), determinando 1a
cantidad de producto formado (URÜ’geno I) despues de su
conversión a porfirina. La mezcla estandar incluyó 20 nmoles de
PBG, 10 Hmoles de buffer fosfato de sodio 0,1 M pH 7,5 ó 7,6
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y la cantidad de enzima adecuada en un volumen final de 100 pl.
Las incubaciones se realizaron a 37°C en oscuridad y
aerobiosis durante 30 a 60 minutos. La reacción se detuvo por
el agregado de 800 ul de una mezcla acetato de etilo:acetico
(2:1 v/v) y las porfirinas se extrajeron de la fase organica en
1 ml de HCl 0,5 M. Se realizaron blancos de enzima o sustrato
a 37°C y ensayos a tiempo 0, 30 y 60 min de incubación a
4DG.

La medición de las porfirinas se realizó en un espectrofotg
fluorómetro Aminco-Bowmanpreviamente calibrado con soluciones
de sulfato de quinina en acido sulfúrico 0,1 N. Se utilizaron
longitudes de onda de excitación y emisión: 405 y 595 nm
respectivamente; y como patrones de referencia UROI y CÜPRO
III libres.

E1 analisis y la composición isomérica de las porfirinas se
realizó por el metodo de Doss (463). La unidad enzimática (U),
se definió comola cantidad de enzima requerida para catalizar
la formación de 1 nmol de tetrapirrol, medido como URÜI, por
hora, en las condiciones de temperatura, pH y fuerza iónica
indicados en la determinación de actividad.

En algunos ensayos, la actividad enzimática se cuantificó
midiendo el PBG remanente con el reactivo de Ehrlich según el
metodo de Urata y Granick (464).

En los experimentos en que se quiso determinar el efecto de
reactivos especificos, estos se incorporaron al medio de
incubación, o se incubaron con la enzima previamente al ensayo
de su actividad como se indica en cada caso.

11.2.2 DETERMINACIONgg PROTEINAS

La concentración de proteinas se determinó por el metodo de
Lowry y col. (465) utilizando seroalbumina bovina comoproteina
patrón.

La elución de proteinas de las columnas cromatograficas se
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siguió por la medición de absorbancia a 260 y 280 nm de acuerdo
al metodo descripto por Warburg y Christian (466) y empleando
1a ecuación propuesta por Kalckar (467); o bien a 280 nm y
asumiendo un valor de absorbancia para una concentración de l
mg/ml, en una cubeta de 1 cm de paso de luz igual a 1 (468).

11.2.3 PURIFICACION QE ENZIMAS

II.2.3.1 Higadogg rata

Se empleó como buffer A: fosfato de sodio 5 mM, pH 7,5.
Los higados de los animales muertos por decapitación, se

perfundieron “in situ" con varios volumenes de solución
fisiológica. Todas las operaciones se realizaron a 40€. Se
disectaron y se homogeneizaron en 4 volumenes de KCl 1,15%. La
suspensión se centrifugó a 11.000 xg, 20 min para eliminar los
restos celulares y mitocondrias. E1 sobrenadante se calentó a
55-600C durante 10 min, con agitación suave. La suspensión se
enfrió y se centrifugó a 8.000 xg durante 10 min. El
sobrenadante se usó o se guardó a —20°C conservando su
actividad despues de tres meses.

Al sobrenadante de calentamiento se agregó sulfato de
amonio sólido hasta obtener una saturación del 35%. Se
centrifugó a 8.000 xg durante 20 min y el sobrenadante obtenido
se llevó a 60%de saturación de la sal. Se mantuvo la agitación
por 30 min y se centrifugó a 8.000 xg durante 20 min. Durante
los agregados de sulfato de amonio se mantuvo el pH a 7,5 por
adición de amoniaco. El pellet resultante se resuspendió en
buffer A y se dializó durante toda 1a noche contra el mismo
buffer.

La fracción dializada se puso en contacto con DEAE
celulosa (forma fibrosa) en "batch" equilibrada con el buffer
A. Despues de 30 min de agitación, la resina se lavó con dos
volúmenes de buffer A y la enzima se eluyó con 3 volúmenes de
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buffer fosfato de sodio 0,134 M, pH 7,5. El eluido se concentró
mediante ultrafiltración con membranaAmiconPM-10.

La fracción concentrada se sembró en una columna de
Sephacryl 8-200 2,2 x 60 cm) eluyendose la misma con buffer A
a un flujo de 35 ml/h. Se recogieron fracciones de 2 ml,
reuniendose las de mayoractividad especifica.

El "pool" de elución se sembró inmediatamente en una
columna de DEAE-celulosa microgranular (2 H 30 cm) equilibrada
con buffer A. La elución se realizó a un flujo de 60 ml/h,
usando un gradiente lineal 0-0,2 M de KCl (300 m1) en el mismo
buffer. Se reunieron las fracciones con mayor actividad
especifica, se concentraron y la muestra resultante se congeló
a -20°C.

II.2.3.2 Hígado humano

II.2.3.2.1 Eliminación de la contaminacióneritrocitaria

Se emplearon las siguientes soluciones: solución B:
sacarosa 0,25 M, EDTA5 mMy solución C: sacarosa 0,25 M, EDTA
5 mM,fenilmetanosulfonilfluoruro (PMSF)0,1 mM.

El procedimiento adoptado comprendió las siguientes
operaciones realizadas a 4DG: Se lavó el material 3-4 veces
con solución fisiológica. Se secó el tejido con papel de filtro
y se retiró y descartó el tejido conectivo que recubre la
capsula. Se lo dividió en trozos de 2-3 g y se los colocó sobre
una hoja de papel de filtro humedecido soportado en un vidrio
plano, donde se procedió al corte en trozos muypequeños (0,5-1
mm de espesor) mediante una hoja de bisturi. Se reunió todo el
material en un cristalizador que contenía solución fisiológica
y se agitó suavemente esta suspensión con una varilla de vidrio
en forma discontinua. Se dejó reposar y se descartó el
sobrenadante con una pipeta Pasteur conectada a una bombade
agua. Esta operación se repitió varias veces hasta obtener
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sobrenadantes practicamente incoloros. Se suspendió el material
en la solución B en una relación de 1-2 volúmenes por gramo de
tejido durante 15 minutos, se dejó decantar y se eliminó el
sobrenadante. Se colocaron los trozos en etapas sucesivas sobre
una malla de acero inoxidable (400 ÁHm) montada sobre un
recipiente cilindrico de vidrio o acrilico que contenía un
volumen por gramo de tejido de solución C y se procedió a
realizar una filtración forzada mediante 1a aplicación de
presión suave y movimientos giratorios realizados con un émbolo
de teflón 2,5 cm de diametro). Se retiró el material pasado a
traves de 1a malla, pero adherido a ella, con 1a ayuda de una
espatula y se lo reunió con el filtrado. Una vez que todo el
material se procesó en las condiciones mencionadas, se lavó el
residuo (R) sobre la malla con un volúmen por gramo de tejido
de la solución C. La suspensión obtenida se designó fracción
inicial (FI). Se pesó el residuo que no pasó por 1a malla. Se
centrifugó 1a suspensión a 600 xg durante 10 min y se separó un
sobrenadante "inicial" (Snl) y un precipitado (Pdol). Se
resuspendió este precipitado en 2 volumenes de solución C y se
centrifugó a 200 xg durante 3 minutos, se separó el
sobrenadante y el precipitado obtenido se lavó 3 veces con un
volumen de solución C. El precipitado final se designó Pdo3.
Los liquidos de lavado se reunieron con el sobrenadante
separado, designandose a toda esa fracción Snz. E1 Pd03 se
resuspendió en un volumen de solución C.

En cada una de las fracciones se determinó la actividad de
PBG-D y el contenido proteico total, comose indicó en las
secciones 11.2.1 y 11.2.2; y el contenido de Hb siguiendo el
metodo de Crosby y Furth (469). Tambien se midió
espectrofotometricamente a 415 nm 1a recuperación relativa de
Hb (en Z) respecto de FI, despues de cromatografiar 0,5 a 1 m1
de cada una de las fracciones por columnas de DEAE-celulosa
(microgranular) (0,5 H ó cm) equilibradas con buffer Tris-HCI
0,05 M, pH 8,5 y eluidas con buffer Tris-HCl 0,05 M, pH 7,0
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segun lo indicado por Efremov y col. (470).

II.2.3.2.2 Purificación

Se empleó como buffer D: fosfato de sodio 10 mM, pH 7,6.
Durante el procedimiento de purificación se agregaron a

todas las soluciones de trabajo los siguientes reactivos PMSF
0,1 mM; aprotinina 3 ¡pg/ml; EDTA 0,5 mM y clorhidrato de
benzamidina 1 mM.

La fracción Snl, rica en componentescitoplasmaticos de
hapatocitos, provenientes de aproximadamente 60 a 200 g de
tejido hepático, se centrifugó a 11.000 xg durante 30 min. El
sobrenadante se calentó con agitación suave a 55-6000 durante
7 min; se enfrió inmediatamente y se centrifugó a 11.000 xg, 10
min. Se hizo un fraccionamiento con sulfato de amonio entre 35
y óOZ de saturación, manteniéndose el pH (7,6) por agregado de
amoniaco. El pellet resultante se resuspendió en buffer fosfato
de sodio 10 mM, pH 6,8 y se dializó durante toda la noche
contra el mismobuffer.

La fracción clarificada por centrifugación se sembró en una
columna de DEAE-celulosa (fibrosa) de 2,5 x 17 cm equilibrada
con el buffer de la muestra. La resina se lavó con 2 volúmenes
de este buffer y luego con 2 volúmenes de KCl 25 mMen buffer
D. La elución, a un flujo de 80 ml/h, se realizó con 2,5
volúmenes de KCl 250 mM en buffer D. El eluido total se
concentró por ultrafiltración. La muestra obtenida se llevó a
una concentración 1,2 Mde sulfato de amonio y se sembró en una
columna de Phenyl Sepharosa (1,5 x ó cm) equilibrada con buffer
D conteniendo 1,2 Mde sulfato amonio. Se eluyó a un flujo de
50 ml/h con un gradiente discontinuo formado por distintas
soluciones de sulfato de amonio en buffer D, i.e.: óO ml de
solución 1,2 M; 30 ml de solución 0,6 M; 60 ml de solución 0,2
M; luego 90 ml de buffer D, y finalmente 260 ml de agua
destilada llevada a pH 7,6. Se recogieron fracciones de 5 ml y
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la actividad enzimática de las mismasse midió previa diálisis
contra el buffer D. Aquellas con mayor actividad especifica se
reunieron y concentraron por ultrafiltración.

La muestra obtenida se sembró en una columna de Sephadex
G-lOO (2,2 60 cm). La elución se realizó 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 x 20 cm. La elución se
realizó con un gradiente lineal de KCl 0-0,2 Men buffer D (220
ml), recogiendo fracciones de 2 ml a un flujo de 40 ml/h. Las
fracciones con mayor actividad especifica se reunieron y
concentraron por ultracentrifugación. La muestra obtenida se
sembró en una columna de Sephadex 8-75 (1,1 x óO cm) y la
elución se realizó con buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH7,6,
recogiendose fracciones de 1 ml a un flujo de 20 ml/h. Las
fracciones con mayor actividad especifica se reunieron y
concentraron por ultracentrifugación. La fracción asi obtenida
se recromatografió en idénticas condiciones y la preparación
obtenida se concentró nuevamente y se conservó dividida en
alicuotas a -20°C.

II.2.3.3 Eritrocitos humanos

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

Los eritrocitos se obtuvieron a partir de sangre
anticoagulada (200-250 ml), se lavaron con solución fisiológica
(3 veces) eliminando los glóbulos blancos y se lisaron por
congelamiento con un volumen de buffer fosfato de sodio 3 mM,
pH 6,8. El hemolizado se centrifugó a 8.000 Kg, 10 min y el
sobrenadante se puso en contacto (“batch”) con DEAE-celulosa
fibrosa, equilibrada con el buffer de lisado, manteniendo una
relación de 1 ml de resina por 1 ml de hemolizado y se agitó
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durante 30 min. La resina se lavó con el mismo buffer hasta
eliminación de la Hb no adsorbida y luego con 4 volumenes del
mismo buffer conteniendo NaCl 20 mM. La elución de las
proteinas se realizó con 1 volumen (5 veces) de buffer fosfato
de sodio 10 mM, pH 7,5 conteniendo NaCl 0,2 M.

El eluido se fraccionó en alicuotas de 100 m1 que se
calentaron 10 min a 55-60°C. Las suspensiones se enfriaron en
baño de hielo y centrifugaron a 8.000 xg, 10 min. E1
sobrenadante se concentró mediante precipitación con sulfato de
amonio a 70% de saturación. Las proteinas se sembraron en una
columna de Sephadex 6-100 (2,2 x 80 cm) equilibrada con buffer
fosfato de sodio 50 mM,pH 7,5. La elución se realizó con el
mismo buffer recogiendose fracciones de 3 ml a un flujo de 2B
ml/h. Las fracciones con mayor actividad se reunieron y
concentraron por ultrafiltración. La muestra obtenida, previa
dialisis contra buffer Tris-HCl 10 mM,pH 7,2, se sometió a una
electroforesis preparativa segun el metodo de Davis (471)
utilizando geles planos (12xlóx0,2cm) y concentración 7,72 T y
2,5% C para el gel separador, y 4,6% T y 2,5% C para el gel
concentrador. La zona que contenia la mayor actividad
enzimática -banda mas catódica- se cortó y eluyó en buffer
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,5 durante 16 hs. Se reunieron los
eluidos de varias placas, se concentraron por ultrafiltración y
se congelaron a -20°C.

II.2.4 DETERMINACION DEL GRADO DE PUREZA

II.2.4.1 Electoforesis en condiciones no desnaturalizantes

Las corridas se realizaron en geles de poliacrilamida
cilindricos (12x0,7 cm) o planos (12x16x0,1 cm) según el metodo
de Davis (471), formados por un gel concentrador de 4% T, 2,6%
C y un gel separador de 7,5% T y 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 cilíndrico o 2 mA/cmpara gel plano). Se
usó Azul de bromofenol como indicador del frente de corrida.

Los geles se fijaron, tiñieron con Azul brillante de
Coomassie R-250 y decoloraron según instrucciones del Manual de
Canalco (472). Para tinciones rapidas se usó Azul brillante de
Coomassie6-250, siguiendo la tecnica de Reisner y col. (473).

II.2.4.1.1 Detección de la actividad enzimática en geles

Para la detección de la actividad, los geles se cortaron en
trozos de 2 mm y se incubaron 100 min en un volumen final de

150 Pl conteniendo PBB0,2 mMy buffer fosfato de sodio 0,1 M,
pH 7,5. La reaccion se detuvo colocando los tubos en un baño de
hielo, se removieron los geles y se agregóxa la mezcla de
reacción 0,5 m1 de HCl 10% (p/v). Las porfirinas libres se
midieron fluorometricamente, según se indicó en la seccion
11.2.1.

¡1.2.4.2 Electroforesis gg condiciones desnaturalizantes

Las corridas se realizaron en geles planos (12x16x0,1 cm)
preparados con un gel separador de 9 ó 10%T según el método de
Laemmli (474). Se utilizó 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 SDS10%,
125 pl de buffer de corrida, 500 pl de glicerol y 50 pl de Azul
de bromofenol 0,05%) durante 5 min a 80°C.

La corridas se realizaron a 4°C y a 2 mA/cmdurante 4 hs.
Los geles se fijaron y revelaron según instrucciones del Manual
de Canalco (472).

11.2.5 DETERMINACION X CALCULO QE PARAHETRÜS MOLECULARES g
HIDRODINAMICÜS
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II.2.5.1 Electroforesis n condiciones desnaturalizantes 1
determinacion g_ E_

Las electroforesis en condiciones desnaturalizantes se
desarrollaron según se indicó en la sección precedente. En las
diferentes corridas se utilizaron alternativamente las
siguientes proteinas marcadores de PM:fosforilasa B de músculo
de conejo (97.400), seroalbúmina bovina (66.000), ovoalbúmina
(45.000), gliceraldehido S-fosfato deshidrogenasa de músculo de
conejo (36.000), anhidrasa carbónica de eritrocitos bovinos
(29.000), tripsinógeno de páncreas bovino (24.000) y
B-lactoglobulina bovina (18.400). Los FMde las proteinas en
estudio se determinaron por interpolación en los graficos
obtenidos de 1a representación de las movilidades relativas de
las proteinas marcadoras en función de sus PM.

II.2.5.2 Filtración molecular Qor geles gg dextrano 1
estimación de En

Se usó filtración por gel de Sephadex 6-100, empleando
columnas de 2,5x9O cm ó 1,1x80 cm. El volumen de exclusión se
determinó con Azul de dextrano. Las condiciones de siembra y
elución se indican en cada caso. Para la calibración de las
columnas se utilizaron las siguientes proteinas marcadoras, las
que se determinaron midiendo su absorbancia. Sus parametros
característicos se resumenen la siguiente tabla:

PROTEINA PMxlC'S Radio de Absorbancia
Stokes (rs) (Á en nm)

(Á)

Seroalbúmina bovina
dimero 32 43,5 230
monómero óó 35,0 23

Dvoalbúmina 45 27,3 230
Anhidrasa carbónica 29 24,0 230
Citocromo C 12,4 16,4 410
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Los valores de los volúmenes de elución (Ve) de las
proteinas se obtuvieron de sus respectivos perfiles de elución,
y se representaron gráficamente en función de sus PM,
estimandose en cada caso el correspondiente a 1a PES-D en
estudio, según el metodo de Andrews (475).

II.2.5.2.1 Determinación del radio de Stokes

Los valores del radio de Stokes (rs) de las PES-Dse
obtuvieron gráficamente, segun el método de Laurent y Killander
(476) representando (- log Kav)1/2 versus rS de las
proteinas marcadoras. El Kav se define como la relación:

Kav Ve-Vo siendo: Vo: volumen de exclusión
Vt-Vo Vt: volumen total de la columna

Ve: volumen elución proteina

Todos estos datos se obtuvieron de los estudios de filtración
por geles.

II.2.5.3 Ultracentrifuqación en qradientes gg sacarosa

Se prepararon gradientes lineales de sacarosa 5-202 en
buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,5 conteniendo NaCl 0,1 M.
Para ello, se depositaron capas sucesivas de soluciones de
sacarosa de concentraciones 20; 17,5; 15; 12,5; 10; 7,5; y 5%
respectivamente, cada una de 0,65 m1, y se dejaron reposar 2
horas a temperatura ambiente. Luego se los enfrió a 400 y se
sembró en cada uno la muestra adecuada junto con los
marcadores. Las preparaciones se sometieron a centrifugación
durante ló hs. a 40.000 rpm y 4°C en una ultracentrifuga
Beckman LB-SS con rotor SW55Ti. Al finalizar la corrida, los
gradientes se descargaron haciendo sifón mediante un catéter
conectado a una bombaperistaltica. Se recogieron fracciones de
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0,2 m1en las que se determinaron las marcadores y la actividad
de PEG-D. Las proteinas marcadoras con sus respectivos
coeficientes de sedimentación (szo’w) expresados en S fueron:
fosfatasa alcalina de EL SQL; (6,3 S); peroxidasa de rabano
picante (3,5 S) y citocromo C de corazón bovino (1,7 S).

II.2.5.3.1 Medición de las proteinas marcadoras

Catalasa: Se midió 1a actividad enzimática valorando el
sustrato no consumido (H202) con solución IK (477).

Fosfatasa alcalina: Se dosó a 410 nm midiendo el
p-nitrofenol liberado, según la tecnica descripta en el manual
de Worthington (478).

Peroxidasa: Se midió dosando a 460 nmel color desarrollado
por la O-dianisidina oxidada al descomponerse el H202 según
1a metodologia descripta por Maehly y Chance (479).

Citocromo Q: Se valoró por espectrofotometria en el
visible, midiendo 1a absorbancia a 410 nm.

II.2.5.3.2 Estimación del coeficiente de sedimentación

Los sgo’w de las PEG-D se obtuvieron a partir de los
datos de sedimentación en gradientes de sacarosa. Se graficó 1a
distancia recorrida por los marcadores desde el menisco del
gradiente (expresada en cm) en función de sus coeficientes
respectivos, y se interpoló el valor para 1a proteina en
estudio segun el metodo de Martin y Ames (480).

II.2.5.4 Cálculo del Qeso molecular

E1 PM de cada una de las enzimas se calculó de acuerdo a1
metodo de Siegel y Monti aplicando la fórmula:

F'M=ó.1T.N.’7-20’W.r5.s'20’w/(1-V)/J20’w
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Siendo N= Númerode Avogadro; s= coeficiente de sedimentación;
7:: viscosidad del agua a 20°C; r5: radio de Stokes;
v= volumen especifico parcial (0,725 cms/g);
F: densidad del agua a 20°C.

II.2.5.5 Calculo del cociente friccional 1 gg la relacion
axial/ecuatorial

Para calcular los cocientes friccionales se utilizaron los
parametros moleculares previamente obtenidos (rS y PM)que se
relacionan mediante la siguiente formula propuesta por Siegel y
Monti (481):

f/f0=r (4 N/3.PM.U)1/3S

Siendo: f cociente de fricción de la proteina
f0 = cociente de fricción de la proteina esférica y

anhidra de igual masa.

Con el valor de f/f0 y mediante las ecuaciones de Perrin
(482) y del volumen de un elipsoide de revolucion prolato, se
calcularon la relacion axial/ecuatorial (a/b) y los valores
absolutos de ambos ejes (a y b) de acuerdo a las
consideraciones formuladas por Neurath (483), asi comoel radio
de una esfera equivalente anhidra.

II.2.5.ó Isoelectroenfogue gg gel g_ agarosa

Las corridas se realizaron en geles planos horizontales de
agarosa IEF (11x11x0,1 cm) preparados segun el manual de
Pharmacia (484) en una cuba LKB2117 Multiphor II a 4°C. Se
utilizo una fuente de poder LKE2297 Macro Drive 5 y se trabajó
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a potencia constante (8 W)durante 2 hs. Se emplearon anfolitos
con rangos de pH 4-ó,5 y 5-8. Las muestras se sembraron en
papeles (0,5x1 cm) y consistieron en preparaciones purificadas
de la enzima de diferentes fuentes o extractos crudos y/o
calentados según se especifica en cada caso.

Una vez finalizadas las corridas, los geles se procesaron y
tifiieron para visualizar proteinas según instrucciones (484).

II.2.5.ó.1 Detección de actividad en geles de agarosa.

Para detectar la actividad de PBG-D, despues del
isoelectroenfoque de las proteinas en estudio, los geles se
cortaron en trozos de 521 mm, se incubaron y se midió el
producto formado según se describió en 1a sección II.2.4.1.1.

Para la detección de los perfiles de isoelectroenfoque de
los extractos proteicos, los geles se colocaron en contacto con
papel Nhatman 3 MMembebido en solución 0,8 mMde PES en buffer
Tris-HCl 0,3 M pH 8,3 a 45°C durante 60 a 90 min. Las bandas
fluorescentes se visualizaron despues de 10 min de exposición
bajo luz ultravioleta y se fotografiaron inmediatamente.

II.2.5.6.2 Determinacióndel punto isoelectrico

La obtención de los perfiles de pH en función de la
distancia al catodo se logró mediante la utilización de
marcadores de pI como se indica en cada caso; o bien midiendo
el pH sobre las placas mediante un microelectrodo de
superficie,l inmediatamente de finalizada la corrida a 4°C.

Los valores de pI se determinaron midiendo la distancia al
catodo de las enzimas enfocadas, e interpolando sus valores en
el grafico de pH versus la distancia recorrida por las
proteinas marcadoras o por los anfolitos enfocados en el gel.
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11.2.6 ANALISIS ESPECTRAL

Los espectros de absorción de las proteinas puras se
registraron en un espectrofotometro Shimatzu UV-3000entre 200
y 900 nm.

11.2.7 ESTUDIOS CINETICÜS

Para la determinacion de Km y Vmax se utilizo el
tratamiento de Lineweaver-Burk (485) aplicado a los datos
obtenidos en el estudio de las velocidades iniciales (v) en
funcion de las concentraciones de sustrato [S], según la
ecuacion de Michaelis-Menten.

Los estudios de dependencia de actividad de PBG-Dcon el pH
se realizaron utilizando diversos buffers para cubrir un rango
amplio de pH segun se indica en cada caso.

Los datos obtenidos del estudio de la dependencia de la
velocidad con la temperatura se utilizaron para calcular la
energia de activación de la reaccion enzimática, a traves de la
ecuacion de Arrhenius, una de cuyas formas de expresión es:

dlnk/dt=Ea/R.T2

de su integracion se obtiene la sigueinte formula:

log k = c-Ea/2,303 R.T

siendo Ea:energia de activacion; k: constante de velocidad de
la reaccion; R: constante ideal de los gases; T:
temperatura absoluta (K) y c: constante (factor de
frecuencia).

Se grafico 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.

II.2.B COMPOSICION QE AMINÜACIDÜS

Para el analisis de aminoácidos, muestras de enzima
purificada (50 pg) se hidrolizaron al vacio en HCl 6M
conteniendo 1 mg/ml de fenol durante 20 y 40 hs a 1100€
(486). E1 contenido de cistina mas cisteina se estimó como
acido cisteico después de una oxidación con acido perfórmico
previa a 1a hidrólisis (487).

La composición aminoacidica se determinó con un analizador
de aminoácidos Beckman 119 CL.

II.2.9 ESTUDIOS INMUNÜLOGICOS

II.2.9.1 Producción gg anticuerpos

Los conejos se inmunizaron mediante inoculaciones
intramusculares en ambas patas traseras, con PBG-Dhepática
animal (300 pg) emulsionada con adyuvante de Freund completo
(1:1 v/v) para 1a primera inyección y con adyuvante de Freund
incompleto (1:1 v/v) para las posteriores que se realizaron
cada 15 dias durante cuatro meses. Los animales se sangraron
por la arteria central de 1a oreja a partir de 1a quinta semana
después de 1a primera inyección. Los sueros se conservaron a
-20°C.

Las diversas fracciones de suero se reunieron y el volumen
total se precipitó con sulfato de amonio sólido hasta 40%de
saturación a 4°C. Despues de dos horas 1a fracción se
centrifugó a 10.000 xg durante 30 min, el precipitado obtenido
se redisolvió en un volumen de buffer fosfato de sodio 20 mM,
pH 7,4 conteniendo NaCl 0,15 M igual al 40%del volumen inicial
del suero, y se dializó contra 1a mismasolución. E1 anticuerpo
(IgG-anti-PBG-D animal) se fraccionó en alicuotas y se conservó
a -20°C.



93

Para la produccion de anticuerpos contra PEG-D
eritrocitaria humana se siguio un esquema de inoculación
semejante al descripto para la enzima animal, pero las primeras
dos inyecciones se Fealizaron con enzima nativa contenida en
gel de poliacrilamida disgregado en solucion fisiológica y
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 obtención de la IgG-anti
PBG-D eritrocitaria humana se realizó como se indico
anteriormente.

II.2.9.2 Inmunodifusion gg gel

La tecnica de doble difusion de Üuchterlony (488) se uso
para: a) estimar semicuantitativamente el titulo de los
antisueros durante las inoculaciones y, b) examinar la pureza
inmunológica de las enzimas y comparar estas con la proveniente
de otras fuentes (higado humano). Se hicieron los respectivos
controles con los sueros obtenidos antes pe iniciar los
esquemas de inoculación o realizando los mismos con inyecciones
de adyuvante solamente.

Los experimentos de inmunodifusion se realizaron sobre
portaobjetos, en agar al 1,5% en solucion fisiológica. Los
geles se incubaron durante 4B hs a temperatura ambiente en
camara húmeda, se lavaron con solución fisiológica, se secaron
y revelaron con Azul brillante de Coomassie R-250 para la
visualizacion de las bandas de inmunoprecipitación.

II.2.9.3 Inmunotitulacion 1 electroinmunoensayo

La inmunotitualcion del anticuerpo (IgG-anti-PBB-D
eritrocitaria humana)obtenido se realizo utilizando cantidades
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constantes de unidades enzimáticas de proteina purificada, y
lisado de glóbulos rojos (GR)(un volumen de GR lavados mas tres
volúmenes de agua destilada) a las cuales se agregaron
diluciones seriadas de IgG-anti-PBG-Deritrocitaria en buffer
fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4 conteniendo NaCl 0,1 M. Se
trabajó siempre con una concentracion final de proteinas de BO
mg/ml que se obtuvo mediante el agregado de seroalbúmina
bovina. Los controles se realizaron con IgG de conejo no
inoculado con la enzima. Las mezclas se incubaron 60 min a
37°C, despues de lo cual se agrego 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 4°C, y
al dia siguiente se centrifugaron a 15.000 xg durante 45 min.
La actividad enzimática remanente se midió en el sobrenadante
utilizando el ensayo estandar indicado en la sección 11.2.1.

La técnica de electroinmunoensayo o "rocket" inmunoelectro
foresis (489) se puso a punto con el antigeno eritrocitario y
se empleo para cuantificar la proteina PBG-Dinmunorreactiva en
lisados de eritrocitos preparados a partir de GRlavados,
diluidos al 252 en buffer fosfato de sodio 50 mn, pH 7,4. Para
la mismase utilizaron geles de agarosa 1,5% en buffer Tris-HCl
0.050 M, pH 8,6 de 1.0 mm de espesor; las corridas se
realizaron en cuba refrigerada a 13 mAdurante 3 hs. Los geles
se lavaron con solución fisiológica, se prensaron bajo papeles
de filtro y se tihieron con Azul brillante de CoomassieR-250.
Se realizaron curvas de calibración con la enzima purificada.

11.2.10 ESTUDIO POBLACIONAL

La determinacion cuali y cuantitativa de los indices
hemicos caracteristicos ALA, PBG y porfirinas se realizo en
diferentes liquidos y excretas biológicos de individuos
controles y pacientes porfiricos según metodologias de rutina
en nuestro laboratorio (392, 490-492). Estas comprenden
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separaciones en resinas de intercambio iÓniCD, por
solubilizacion en mezclas de solventes organicos, por
cromatografias en placa delgada; reacciones de colorimetria,
etc. ú

Los estudios de familia se proyectaron después de
identificado un portador, que en 1a mayoria de los casos, se
presentó en estado de crisis aguda.

Se hicieron mediciones en sangre de actividad enzimática de
PBG-D según el metodo Kreimer-Birnbaum y Tomio (394),
determinaciones de sus pI según se describe en seccion II.2.5.6
y dosaje de proteina inmunorreactiva según se detalla en 1a
seccion II.2.9.3.

Para la obtención de hematina se partio de GRhumanos de
sangre provista por Servicios de Hemoterapia garantizada apta
para transfusión. Se aisló y cristalizó heminade acuerdo al
Método de Fisher (493); se obtuvo hematina solubilizandola en
carbonato de sodio 0,25%. SeI preparo para su administracion
según lo descripto por Watson y ¿01. (494).

El dosaje de hematina en suero se realizó según el metodo
de Dhar y col. (230).
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III. Resultados y Discusión

111.1 F'URIFICACIÜN X CARACTERIZACION _D_ Pas-g g TEJIDO

HEPATICC pg MAMIFERCS

III.1.1 Enzima gg higado g_ rata

III.1.1.1 Purificación

Se inició el estudio de 1a FEB-Dhepática, utilizando como
modelo el higado de rata, con dos objetivos parciales: a)
seleccionar los procedimientos mas eficaces, para ser aplicados
en la obtención de la enzima humana, en el tejido que es blanco
de la alteración porfirica y que es de muydificil 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 órdenes de magnitud
menor, cuando se la compara con la enzima proveniente de
eritrocitos humanos (331, 336, 337), de bazo de rata tratada
con fenilhidracina (332 y especialmente con la de
plantas y microorgani5m05(315, 316, 322, 324).

La determinación de la actividad basal en este órgano
mostró un valor de 5,01 Ï 0,50 U/g de tejido, con un rango de
4,41 a 5,51 U/g, medida como formación de UROI.

La actividad de la PES-Dhepática de rata exhibió cambios
en sus niveles basales en función 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 (110,2 Í 11,7 U/g de
tejido), en el periodo neonatal 5 a 7 veces mayores (30,1 +
3,5 U/g de tejido) y en el periodo postnatal alcanzaron los
niveles del adulto, recien 8 dias después del nacimiento. Se
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deduce que el nivel de la PBG-D aumentado en tejido fetal
hepático corresponde a los focos de hemopoyesis que se
desarrollan en el mismo,existiendo buena correlación entre la
migracion de 1a funcion hemopoyética y dicho increméhto.

Cuando se ensayo la actividad en homogenatos de higado de
rata preñada no se observo variación de los valores respecto de
los obtenidos en estadios puberal o adulto (hembra o macho).

La enzima de higado de rata adulta se purificó a
homogeneidad y los resultados correspondientes a las diferentes
etapas del esquema de purificación utilizado se hallan
resumidos en la Tabla I.

TABLA l: CUADRO DE PURIFICACIDN DE PRS-D DE HISADD DE Rflïfla

Los detalles experilentales de cada etapa y el ensayo estandar de tor-ación de URDl se indican en Hetodos.

Etapa Proteinas Act. esp. Purific. Rto.
(mg) (mt/mg) (7.)

1.Homogenato 15.280 0,036 1 100
2.Sn 11.000xg 8.645 0,054 1,5 85
3.Ealentamiento 1.902 0,230 6,4 BO
4.Precipitacion

Salina 859 0,394 10,9 61
5.DEAE-celulosa

batch 134 1,69 47 41,1
6.5ephacryl 8-200 15,0 8,92 248 24,3
7.DEAE-celulosa 3,1 36,2 1.005 20,4

a A partir de 100 g de higado.
lU = neul de URO l/h
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Los ensayos con homogenatos de higado de rata previamente
perfundido para eliminar la sangre contaminante mostraron una
actividad especifica de 0,036i0,006 U/mg de proteina y un
valor de 36,2 Ï 6,8 U/mg para la enzima pura, cofi' 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 proporción.

La preparación después del calentamiento produjo sólamente
URÜ I. No obstante, las condiciones seleccionadas para la
medición de la actividad aseguran la formación de este isómero
o sólo trazas del isómero III en los primeros pasos de
purificación,I como se verificó por cromatografia en placa
delgada (463). El calentamiento a 60°C por 5 min resultó un
metodo selectivo que permitió separar la enzima de una gran
cantidad de proteina contaminante (mas del 75%) y a la vez, con
casi no perdida‘ de la actividad total. Estos resultados
ratifican el carácter termoestable de esta enzima. La proteina
asi purificada precipitó en el rango 35-60%de saturación de
sulfato de amonio.

El tratamiento en "batch" de las proteinas con la resina
aniónica permitió eliminar totalmente los restos de Hb
presentes.

El perfil cromatografico obtenido por pasaje a traves de
Sephacryl 8-200 como puede observarse en la Fig.15 muestra un
único pico de actividad que eluye despues del pico mayor de
proteinas. Es de destacar que siempre se observó en este paso
una perdida significativa de la actividad, cercana al 50%,
hecho que puede deberse a la baja concentración proteica con la
cual eluye.

La cromatografia en columna por la resina DEAE-celulosa
resolvió la actividad enzimática total en un sólo pico que
eluyó a una concentración de KCl 95 mM(Fig.1ó). La proteína
recromatografiada dió un único pico de proteina y actividad.
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F16.15: PERFIL DE ELUCION EN SEPHACRYL8-200.

La fracción proveniente de la etapa de DEAE-celulosa batch (70 Ig de proteinas) se seabró en una coluana de_Se
phacryl 5-200 equilibrada con buffer A. I
La elucibn y la ¡edición de proteinas y actividad se realizo según se indica en I'létodns. Las fracciones con aa
yor actividad especifica (52 a 59) se concentraron por ultrafiltracibn.
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FIS.16: PERFIL CRDHATOBRRFICOEN DEAE-CELULOSR.

La fracción proveniente de Sephacryl S-2007(15 ag de proteinas) se selbro en una coluona cuyas dioensiones y con
diciones de elucion se describen en Hétodos. Se recogieron fracciones de 3 Il y aquellas con layor actividad es
.peclfica (46-50) se concentraron.
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Sin embargo, cuando la fracción proveniente de la precipitación
salina (etapa 4) se dializó y sometió a una cromatografía
similar, se observaron varios picos de actividad, comopuede
verse en la Fig.17, que eluyeron a concentraciones de KCl 65,
95, 120 y 145 mM;siendo el segundo pico, aunque variable en
proporción de una preparación a otra, el que prevalece siempre
en actividad. Estos resultados indican heterogeneidad de carga
en la preparación enzimática menospurificada, lo cual podria
ser explicado por la presencia de formas moleculares múltiples
como se informó para la enzima eritrocitaria humanay bovina y
la de linfoblastos e higado humanos (329-331, 340) o por
modificación proteolitica comohan sugerido otros autores (332,
337).

Con la intención de investigar esta segunda posibilidad, se
realizaron purificaciones en presencia de inhibidores de
proteasas. Cuando se utilizaron 0,1 mMde PMSFy 3 Hg/ml de
aprotinina en las soluciones de homogeneización y a traves de
las etapas de purificación, se obtuvieron resultados similares
para ambas preparaciones enzimáticas. Estos hallazgos
permitirían descartar un efecto de proteólisis y sugerir que
durante el proceso de purificación las formas cargadas, que
aparecen minoritariamente en la distribución de la actividad,
no se recuperan, o bien en ausencia de sustrato, se
interconvierten especialmente hacia una forma única.

III.1.1.1 Pureza y estabilidad

La pureza de la PES-Dde higado de rata se estableció de
acuerdo a dos criterios diferentes:

a) Mediante el analisis electroforetico de la enzima nativa
a pH 8,9 como se indicó la sección II.2.4.1. En estas
condiciones se observó una única banda de proteina que se
correspondió con 1a de actividad enzimática, comose ilustra en
la Fig.18a. Estos resultados fueron confirmados cuando se
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FIE.18: ELECTROFÜRESIS EN CONDICIONES NU DESNATURÉLIZANTES.

a) 60 pg de proteina purificada SE saletieron a electroforesis en gel de paliacrilalida (7,5 Z T). La actividad
enzinática y la tinción de proteinas se realizaron según se indica en Hétndos. b) 60 pg de proteina se incubaron
a 37°C durante 10 Iin.con P86 0,2 IH. La nuestra se selbró y cnrrió en iguales cnndiciones que en a). La posi
cion del azul de bronofenol se indica ¡ediante flechas.

r
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realizaron corridas electroforeticas en condiciones
desnaturalizantes, en presencia de SDS y 2-mercaptoetanol y
cuyo analisis se realiza en la sección II.1.2.1. Noobstante,
cuando la enzima pura se‘ preincubó con su sustrato, PEGa
tiempos (5-10 min) y concentraciones diferentes (0,1"O,2 mM)
los perfiles de las electroforesis mostraron otras dos bandas
de actividad mas anódicas. Estas bandas coincidieron con los
respectivos componentes proteicos como puede verse en la
Fig.18b.

b) Mediante analisis inmunológicos según se describió en
Métodos (sección ¡1.2.9.2). Los anticuerpos de conejo obtenidos
contra PBG-D hepática de rata enfrentados contra fracciones
crudas y puras de la enzima mostraron una única banda de
precipitación. Como se muestra en la Fig.19, aparece un solo
arco de identidad entre ambas fracciones. Estos resultados
indican la ausencia de otras proteinas antigénicas en la enzima
purificada.

La PBG-D pura, en concentraciones de 100 pg/mllmantuvo su
actividad por no mas de ó horas en buffer fosfato de sodio
0,1 M, pH 7,5 a temperatura ambiente, para decaer muy
rapidamente y alcanzar valores de inactivación del 60%en 24
hs. Por otra parte el congelamiento a -20°C no'previno en
forma significativa este efecto, lo que indica que es una
proteina lábil en soluciones diluidas. La estabilidad del
sobrenadante del calentamiento y de la fracción 35-60%de
saturación de sulfato de amonio fue de seis meses conservados a
-20°C.

III.1.1.2 Caracterización

III.1.1.2.1 Parámetros moleculares e hidrodinamicos

Con el objeto de caracterizar a la enzima hepática de rata
se iniciaron estudios de sus propiedades moleculares.

Se determinó el peso molecular aparente para la enzima
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FIG.19: INHUNGDIFUSION DE ÜUCHTERLÜNY.

Fracciones proteicas correspondientes a diferentes etapas del esqueoa de purificación se enfrentaron contra el
anticuerpo anti-PBG-Dde rata (Ac). 1) 50 ¡U de la fracción correspondiente al sobrenadante del calentaaiento;
2) 50 ¡U de 1a fracción proteica hoaoqénea. '
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nativa por tamizaje molecular utilizando una columna de
Sephadex 6-100, y diferentes proteinas marcadoras según se
describió en la sección II.2.5.2. En la Fig.20a se muestra la
posición de los marcadores y de la PBG‘Dpara la cual se estimó
un valor de 41.000Ï3.000 Da. Para confirmar este dato se
realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. La
Fig.20b muestra una corrida electroforetica en condiciones
desnaturalizantes de la enzima purificada y de los marcadores
utilizados, asi como el grafico que representa la relación
entre PM y la movilidad relativa de las proteinas respectivas.
Como puede verse en la figura, se detectó una única banda
proteica con movilidad intermedia respecto de los marcadores
ovoalbúmina y tripsinógeno correspondiendole en el grafico un
PM de 42.000, valor muy cercano al informado para la enzima de
otras fuentes; lo señalado confirma la pureza de la preparación
enzimática, asi como la propiedad de ser una proteina
monomerica.

Para el calculo de los parametros moleculares e
hidrodinamicos se utilizaron los datos de los coeficientes de
sedimentación y radio de Stokes obtenidos por estudios de
ultracentrifugación .en gradientes de sacarosa y filtración en
geles, respectivamente.

En la Fig.21 se muestra el perfil de actividad de PBG-D,
asi como la posición de las proteinas marcadoras de 5-320,w
indicadas con flechas. Comopuede observarse, la actividad se
recuperó en un único pico, que eluyó muy cercano al marcador
peroxidasa. El inserto en la figura muestra la relacion lineal
entre la distancia recorrida por las proteinas desde el menisco
del gradiente hacia el fondo en función de sus respectivos
s20,w. El coeficiente de sedimentación para la enzima pura se
obtuvo por interpelación en la recta obtenida, correspondiendo
le un valor de 3,5 S.

El radio de Stokes de la enzima nativa se determinó
analizando los datos de elución de la columna de Sephadex 8-100



FlG.20: DETERHINACION DEL PESO MOLECULAR.

a) PHde la proteina nativa por filtración por gel, 3 ng de PBB-Dpurificada y 5 Ig de cada una de las proteinas
¡arcadoras de peso Iolecular se sembraron en una coluena de Sephadex 6-100 (2,5 x 90 cn) equilibrada con buffer
fosfato de sodio 0,1H, pH7,5. La elucibn se realizó en el ¡isao buffer a un flujo de 35 ll/h. Se recogieron al;
cuotas de 4 Il. La determinación de los volúaenes de elución (Ve) de la PRE-D(0) y de las proteinas ¡arcadoras
(o) se realizó según se indica en Métodos. 1. citocrolo C; 2. ovoalbúaina; 3. seroalbúlina bovina (aonboero) y
4. seroalbúlina bovina (dinero)

b) PHolnieo por SOS-PASE.La enziaa (5 ug) y una eezcla de proteinas earcadoras (5 ug c/u) previaeente desnatu
ralizadas se corrieron en gel plano (101 T) según se indicó en Métodos. La tinción se realizo con Azul Brillante
de Coooassie R-250. La lovilidad relativa a la del colorante indicador del frente de corrida se representa en
función del PRde los ¡arcadores (o). 1. seroalbúeina bovina (Ionólero); 2. ovoalbúnina; 3. Tripsinbgeno y 4. 0
lactoglobulina. PBG-D(o).
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FIB.21: DETERMINACIONDEL CUEFICIENÏE DE SEDIHEHTACION.

En gradientes lineales de sacarosa, COIOse describe en I'Ietodos, se sembraron 250 pi de la fraccion de Sephacryl

5-200 conteniendo 150 pq de proteinas junto con 25 pl de la mezcla de ¡arcadores de 520,“. La deterlinacion de
la actividad enzieatica (o) y de los oarcadores en las alicuotas recogidas se describen en Hetodos. Se usa
ron: peroxidasa (PER), fosfatasa alcalina (FA) y citocrom C (CIT), sus posiciones de elución desde el fondo del
tubo son indicadas por flechas. Inserto: grafico de la distancia recorrida por las proteinas (o) versus 526,...
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como se describió en Metodos. En la Fig.22 se muestran los
perfiles proteicos de los marcadores de r5 y de actividad de
la PBG-D purificada. El inserto en la Fig.22 muestra la
relación entre (-log l'íav)1/2 y los rS de las proteinas
marcadoras. Por interpolación se obtuvo un valor del rS de
27,0 A para la enzima nativa.

Con los datos de 520,” y rS obtenidos y combinados
mediante la ecuación propuesta por Siegel y Monti (sección
II.2.5.4) y considerando un volumenespecifico parcial de 0,725
cm3/g, semejante al de las proteinas globulares solubles, se
pudo calcular el PM para la PBG-D,obteniéndose un valor de
41.600 Da.

Con los valores de PM y rs asi obtenidos se calculó el
cociente friccional de la enzima aplicando la fórmula detallada
en la sección II.2.5.5. Se estimó un valor' de f/fD = 1,18
para la forma prolato hidratada.

Si se- considera, ademas, la suposición de Neurath (483)
referente a la influencia de 1a hidratación sobre la constante
de disimetria, es decir que esta se puede relacionar
especificamente con la forma de la molécula proteica
deshidratada, es posible calcular 1a relación de los ejes a
(largo) y b (corto)= a/b para un elipsode de revolución prolato
y sus valores absolutos (a, b) por combinación de las
ecuaciones para el calculo del cociente friccional con la de
Perrin (482) y la del volumen de dicho elipsoide. Mediante este
analisis se obtuvieron valores de: 4 para la relación a/b y
115 Á y 20 A para las dimensiones absolutas de los ejes a y b
respectivamente.

Los estudios de isoelectroenfoque, en el rango 4-ó,5, de
muestras de 1a enzima correspondientes a homogenasoscalentados
a 55°C durante 5 min, revelaron la presencia de una o dos
bandas a pH 4,8-4,9. Cuando se analizó por este metodo la
enzima pura se detectó la presencia de dos bandas proteicas muy
cercanas que fueron practicamente indistinguibles cuando se
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FIG.22: DETERHINACIDN DEL RADIO DE SÏDKES.

Se utilizaron los datos de elucipn de la coluln; de Sephadex_G-100de la Fig.20. La actividad de P'BG-D(o) y la
¿bsorhanciá de las proteinas patrones, indicadas en la figura colo l respecto del valor ¡hilo obtenido en cada
caso, se deterlinarnn según se indica en Hétodos. Las proteinas ¡arcadnras fueron seraalbúlina bovina (dinero)
(A); seroalhúlina bovina ¡ono-era (o); ovoalbúlina (o) y citocrmo C (x). Inserta: gráfico de (-lnq (¡HI/2 ver
sus lo? radíps de Stoke; de__1_a_s_pyoteinas Igrcagoyas según se detalla en Hétndos. V°:volúlen de exclusión.



111

determinó actividad enzimática y pH. La Fig.23 muestra la
relación entre los valores de pH del gradiente obtenidos a
partir de los pI de las proteinas marcadoras enfocadas y la
distancia de las mismasal cátodo. De la representación lineal
se obtuvo un valor de pI = 4,9 para la enzima pura. Estos
resultados demuestran que la forma molecular predominante en
tejido hepático es más ácida que las encontradas en eritrocitos
de rata y de higado humano, como se informa y discute más
adelante (sección 111.3.1).

III.1.1.2.2 Composiciónde aminoácidos

La Tabla II resume los resultados de la investigación de la
composición de aminoácidos, considerando un PMde 42.000 para
la enzima pura. El análisis de los mismos reveló una proporción
relativamente alta, más del 40% de aminoácidos ácidos; la
enzima contiene además una muy baja proporción de aminoácidos
azufrados (metionina, cisteina y/o cistina).

Estos resultados son similares a aquellos obtenidos para la
enzima eritrocitaria humana, pero diferentes especialmente en
el contenido de residuos de tirosina (331).

III.1.1.2.3 Análisis espectral

El espectro de absorción (UV-visible) de la enzima pura en
buffer fosfato 0,1 M a pH 7,5 mostró un tipico perfil
correspondiente al de una proteina libre (máximo276-278 nm).
Por lo tanto no hubo evidencias de cofactores u otros
compuestos unidos a la enzima obtenida en estas condiciones;
observándose además que aún la eventual presencia de isómeros
de carga difErenciales no afectarian su perfil de absorción.

III.1.1.2.4 Análisis cinética

En las condiciones del ensayo estándar de medición de
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FIG.23: DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICÜ.

La proteina purificada (2 nq) y los aarcadores (2 pg c/u) se enfocaron en gel de agarosa cc; un gradiente de pH
4 - 6,5. La tinción de proteinas y la deteroinacion de actividad de PES-Dse realizo según se especifica en Hé
todos. Las distancias al cátodo de-Los earcadores (o) se representaron en función de sus pi. 1. anhidrasa carbo
nica bovina B; 2. p-lactoglobulina A; 3. inhibidor de tripsina de soja; 4. glucosa oxidasa. En la parte superior
de la figura se nuestra el carril del gel tenido para proteinas correspondiente a la FBG-D(o).
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IABLA ll: COHPOSIClON DE hHlNOflCIDflS

La deterninacibn de la conposicion alinoacidica se realiló cono se indica en Hétodns. Los datos pesentadns son
valores pronedios obtenidos después de hidrólisis de 20 y 40 hs.

Aminoácido Residuos t
(moles)

Asx 41,7
Thra 29,6
Sera 33,2
81x 59,2
Pro 18,6
Gly 41,8
Ala 30,6
Cysb 5,6
Val 20,6
Met 6:7
Ilé 11,1
Leu 30,5
Tyr 9,7
Phe 12,8
Trp N.D.C
Lys 18,8
His 8,4
Arg 14,5

t Residuns por 42.000 Da.
a Valores obtenidos por extrapolacibn a tie-po cero de

hidrólisis.
b Hedido cono ácido cisteico después de la oxidación con

ácido perfórlico.
C N.D. no deterninadn.
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actividad como se indicó en Metodos, la PBG-Dhepática muestra
una formación del producto, medido como URÜI, que aumenta
proporcionalmente con el tiempo y lo hace en forma lineal al
menos por una hora, no observándose "lag". La cantidad de
porfirinas formadas resultó además, proporcional a la
concentración de enzima desde 0,03 a 0,7 nmoles de URÜI/h a
37°C.

La Fig.24 muestra la dependencia hiperbólica de la
actividad enzimática asi como los resultados de aplicar el
tratamiento de Lineweaver-Burk a los datos de velocidades
iniciales en función de las distintas concentraciones de
sustrato, confirmándose un tipico comportamiento michaeliano de
la enzima. Esto sugiere un mecanismo secuencial de
desplazamiento en la unión de cada una de las cuatro moleculas
de sustrato para dar el hidroximetilbilano. El valor de Km
obtenido fue de 17 HMa pH 7,5 en buffer fosfato de sodio 0,1 M
y a 37°C.Este valor es algo mayor que el de la enzima de
higado bovino y eritrocitos humanos (120, 331).

En la Fig.25 se muestra la dependencia de la actividad
enzimática medida como Vmáxcon 1a variación del pH. El valor
óptimo se encontró a pH 7,5 tanto en buffer fosfato 0,1 Mcomo
en Tris-HCl 0,05 M medido a la temperatura de incubación
(37°C). Cabe señalar que la enzima mostró una actividad mayor
en un 25% cuando se la probó en buffer Tris-HCl 0,1 H.

La proteina preincubada resultó estable en el rango de pH
6,0 - 8,0. Sin embargo, no pudo detectarse actividad cuando se
incubó 1a enzima a pH menores a 6,2.

El tratamiento de los datos obtenidos en los estudios de
dependencia de Vmáx versus pH permitieron obtener, tomando en
consideración lo informado por Segel (495), dos valores de pKa
de 7,1 y 8,0. Sin embargoeste análisis no puede distinguir
entre los estados de ionización correspondientes a las especies
involucradas en el o los complejos E-S.
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FIG.24: DETERHINACIUN DE LAS CONSTANÏES ClNETICAS. GRAFICO DE LlNEHEAVER-BURK.

Las velocidades iniciales se deterlinarnn nidiendd la producción de URDI. Se utilizaron concentraciones de PBB

desde 5 a ZOOPH.Las unidades de v se expresan en nloles de UROl/h.Ig. Los valores representados son pronedios
de tres deterninacinnes.



116

40,0

3 0,0

Vmáx

2 0,0

100

FIG.25: EFECÏÜ DEL EH.

La actividad enzilática de la proteina purificada se deteroino colo se indica en Hetodos. Los ensayos se realxza
ron a 37°C en los siguientes buffers: fosfato de sodio 0,1 H (A), Tris-HCI 0,05 H (O) y Tris 0,1 H (O). Las uni
dades de Vnáxse expresan en nooles de UROl/h.og. Los valores indicados son proaedios de tres experiaentos.
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Cuando se estudió la variación de la actividad de la PBG-D
con 1a temperatura de incubación, se observó un aumento
progresivo desde los 25°C, alcanzandose un máximoa valores
cercanos a los 55°C. A estos valores de temperatura se
observó un incremento de ocho veces la actividad respecto a la
hallada a 37°C, mientras que a 25°C su capacidad catalitica
disminuye a 0,4 veces y a 0°C es casi nula. Cabe destacar que
a temperaturas mayores de 50°C la producción de porfirinas se
incrementa notablemente a causa de la polimerización quimica
del PBG-D, su sustrato especifico. Por ende, los valores de
actividad informados se hallan corregidos.

La magnitud del efecto de la temperatura puede ser
evaluada, al menos en forma aproximada, mediante la aplicación
de 1a ecuación de Arrhenius y el calculo de la energia de
activación (Ea), segun se describió en la sección 11.2.7, .

Este analisis permitió obServar un comportamiento bifasico
en el mecanismo de activación, con un corte a 45°C como se
puede observar en la Fig.2ó, donde se grafica el log de la
velocidad de reacción en función de la inversa de la
temperatura absoluta. Estos resultados indicarian que podria
irner lugar un cambio conformacional de la enzima, a esa
temperatura, favoreciendo la reacción. A traves de la relación
lineal se estimaron los valores de Ea siendo de 62,8 kJ/mol
para el rango 25-45°C y de 108,8 kJ/mol para el rango
45-55°C.

A temperaturas mayores a 55-60°C prevaleció el efecto de
inactivación enzimática, observándose precipitación proteica.

El factor de temperatura 010, que indica el incremento de
la velocidad de reacción con un aumento de la temperatura de
10°C varió entre 2 y 4 para el rango ensayado.

Los estudios de estabilidad termica se llevaron a cabo
preincubando la enzima en ausencia de PBGdurante diferentes
periodos de tiempo a las temperaturas indicadas en 1a Fig.27.
Los resultados revelaron que la enzima de higado de rata es muy
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FIG.26: EFECTO DE LA TEHPERAÏURA. GRAFICO DE ARRHENIUS.

La actividad enzioática se lidio CDIDse describe en Hétodos, incubando la enzila con sustrato a las teoperatu
ras indicadas. Se deterlinaron sielpre velocidades iniciales cuyas unidades se expresan en ploles de UROI/h.lg.
Su valor a 37°C para la fraccion correspondiente a la etapa de precipitacion salina, fue de 360 paoles de
URUl/h.nq. Los resultados representan los proledios de tres deterninaciones.
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FIB.27: INACTIVACIDN TERMICA DE LA PBE-D.

Alicuntas de la enzila (25 pl) correspondientes a la etapa de purificación de precipitación salina (0,38 U/ng)
se preincubaron a 37°C (o), 45°C (A), 65°C (a) y 80°C (o) durante las periodos de tieepo indicados. La actividad
residual se ensayo a 37°C cono se indica en Métodos.
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estable, ya que no se observó perdida de actividad apreciable
despues de 45 min de preincubación a 45°C ó 55°C.

Cuando las temperaturas de tratamiento fueron mayores
(80°C) se observó una perdida progresiva de la actividad con
el tiempo, sin embargo aún despues de 30 min a 80°C la enzima
retuvo un 15%de la actividad a 37°C.

III.1.2 ENZIMA QE HIGADO HUMANO

III.1.2.1 Aislamiento: Eliminación gg La contaminación
eritrocitaria

Como el objetivo primordial de esta investigación es el
estudio de la PBG-Dhepática 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 contaminación con isoenzimas provenientes de otros
tejidos y en cantidades que permitieron su caracterización
tanto biológica comoestructural.

El higado humano es un órgano ricamente vascularizado,
recibe sangre por dos sistemas de vasos -vena porta y arteria
hepática- que transportan alrededor de 1.500 ml de sangre por
minuto. La circulación intrahepatica es ademas extremadamente
compleja. Este hecho, asi comoel material del cual se parte
determinó que se intentaran diferentes estrategias, que tomaran
como premisa la obtención de tejido hepático o hepatocitos
libres de contaminación sanguínea.

El desarrollo de metodos para disgregar el tejido hepático,
en particular de rata, en una suspensión de simples celulas
viables, ha sido un logro tecnológico ampliamente satisfecho.
Se han descripto una diversidad de ellos (496) y en todos los
casos la integridad morfológica de la célula y su funcionalidad
invariante han sido los requisitos deseables. Si bien el metodo
de perfusión con colagenasa (497) es el mas frecuentemente
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empleado para la dispersión de las células y con un buen
rendimiento de celulas parenquimatosas viables, para ciertos
estudios su uso esta limitado, por su costo y accesibilidad,
sólo a animales o trozos de hígado pequeños. En nuestros
estudios, sin embargo, el aislamiento de la enzima citosólica
PBG-D de hígado humanopara su posterior analisis requería un
procedimiEnto que permitiera económicamente trabajar grandes
cantidades de tejido -órdenes de cientos de gramos- y que
eliminara la mayor cantidad de tejido sanguíneo que lo
contamina. De hecho, el tejido fuente de la enzima proveniente
de hepatectomías, biopsias o de autopsias, descartaba el uso de
perfusión.

Para ello, se probó una técnica de disgregación mecanica y
una posterior centrifugación diferencial, que permitió lograr
el aislamiento de la PBG-Dpropia del hepatocito en cantidades
que dependen del material de partida.

La Fig.28 muestra el esquema de la secuencia de operaciones
descriptas en Métodos(sección II.2.3.2.1).

La observación al microscopio óptico (100 x) de cada una de
las fracciones obtenidas por esta metodología mostró que:

a) La fracción FI contenía conglomerados de células
hepáticas agrupadas (racimos), pocas células aisladas,
componentessubcelulares citoplasmaticos y eritrocitos.

b) En la fracción Snl no se observó ningún tipo de
celulas, se visualizaron sólamente componentessubcelulares:
mitocondrias, retículo endoplasmico, etc., producto de la
ruptura de las mismas.

c) La fracción Sn2 contenía casi exclusivamente glóbulos
rojos intactos.

d) El precipitado final (Pdog) exhibía sólo celulas
hepáticas agrupadas, escasos eritrocitos, algunos hepatocitos
aislados y restos celulares. La morfología de las células
hepáticas observadas no fue homogénea, lo que implicaría su
ruptura por la tecnica utilizada.
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FIG.28: AISLAHXENÏO DE LA PBG-D HEPATICA HUHÉHG.

Los detalles de cada una de las aperac1ones se indican en Métodos. Ha: hnlnqenatn; R: residuo; FI: fracción ini
cial; Sn: sobrenadante; solución B: sacarosa 0,25 H, EDÏA5 añ; snlucibn C: sacarosa 0,25 H, EBTA5.a, PHSF0,1
añ.
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En las distintas fracciones obtenidas (Fig.28) se midieron
la actividad catalitica de PBG-D,proteinas totales y contenido
de hemoglobina, según se indico en Métodos, despues de
homogeneizar las suspensiones y los precipitados o lisar la
fraccion Sng mediante congelamiento y descongelamiento
sucesivos.

En la Tabla III se presentan los resultados de la
cuantificación de 1a actividad enzimática 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 1a enzima
citosolica (76%) se recupero en el primer sobrenadante despues
del tamizado de los cortes de tejido (Snl) lo que implica que
1a metodologia aplicada produjo una gran ruptura de las celulas
hepáticas y la salida de sus componentescitoplasmáticos. La
actividad determinada en el sobrenadante Snz corresponde a la
de la isoenzima presente en los glóbulos rojos, que conforman
esa fraccion segun lo demostro la observacion microscópica.
Sólo un 2% de la actividad quedo retenida en el precipitado,
observándose una pérdida de la actividad total de un 7X.

ÏABLA III: ACÏIVIDAD DE PBS-D EN LAS DIFERENÏES FRACClÜNES

Fraccion Actividad total Recuperacion
(U)* (Z)

FI 328 100

Snl 248 76
Sng 50 15
Pdo3 8 2

t U=nlol UROllh.
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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.

IABLA IV:CONTENXDO DE PROYEINAS Y HEHOGLOBINA EN LAS DlFERENÏES FRACCIONES

Fracción Prot. Totales Hemoglobina Recuperacion de Hb
(mg) (mg) (Z)

FI 9718 658 100

Snl 6396 91 14
Sng 600 524 80
Pdo; 2395 15 2

En la Tabla V figuran los resultados de la aplicacion de
esta tecnica separativa cuando se utilizaron, comomaterial de
partida, muestras de tejido hepático obtenidas en diferentes
condiciones y se midieron los parametros de actividad y
contenido de Hb en la fraccion Snl.

Los valores de actividad enzimática y contenido de
hemoglobina, expresados comoporcentaje de recuperacion para la
fracción Snl respecto de la inicial (FI) fueron similares
para biopsias y hepatectomias. Se recupero siempre un 752 o mas
de la actividad catalitlca. En tejido "post-mortem", si bien la
recuperacion de la actividad enzimática fue de alrededor del
80%, la contaminacion eritrocitaria resultó siempre
significativamente mayor que la obtenida en hepatectomias y
biopsias cuando se aplico el test de Many-Whitneypara muestras
independientes (498).
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TABLR V: RECUPERACION DE hCTIVlDAD ENZIHATICR Y DE CONÏENIDO DE HEHOGLOBlNA

Los valores representan pronedios y rangos porcentuales de las fracciones Snl respecto de las Fl para las difg
rentes nuestras.

Fracción Actividad de PBG-D Hemoglobina
Snl (Z) (Z)

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

Biopsias (n=7) 76 13 X
(70-78) (9-15)

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

l p(0,025
tt p(0,05

Por otra parte, si los valores de actividad de PBG-Dde las
fracciones Snl se consideran respecto de la actividad de las
fracciones iniciales pero corregidas por la contribución de las
correspondientes eritrocitarias (FI-Snz) se obtienen
porcentajes de recuperación significativamente mas altos,
igualandose los valores para hepatectomias y autopsias,
(autopsias: 89%, biopsias: BóZ y hepatectomias: 89%). Cabe
aclarar que la contribución de la isoenzima eritrocitaria como
contaminación inicial depende de la lisis producida en el
material de partida, que en el caso de autopsias puede ser
elevado.

En estos ensayos el rendimiento de las unidades enzimáticas
obtenidas respecto del peso de higado trabajado (U/g tejido
húmedo) fue muy variable, dependiendo especialmente de la
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 30-602 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 ya
que contenian gran cantidad de material conectivo, fibroso y
vascular con sangre ocluida, ademas de acúmulos de tejido
hepatico. Ensayos para lograr una mayor recuperación del
contenido celular de dichos acúmulos mediante un posterior
procesamiento de los residuos con un tratamiento fisico mas
forzado, significaron siempre una mayor contaminación con el
contenido citosólico de otras celulas, en particular las
eritrocitarias.

Se compararon ademas, las actividades del tejido hepatico
(hepatectomias) medidas en las suspensiones (Ho y FI) obtenidas
por dos tecnicas de tratamiento mecanico, previa
descapsulación, lavado y corte del tejido similar para ambas,
1) homogeneización de los trozos con disgregador tipo
Potter-Evelhjem, rutina en la determinación de enzimas
(fracción Ho) y 2) filtración forzada a traves 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 relación de actividad a proteina y a veces la
favorece a expensas de proteinas contaminantes.

Por todo lo expuesto, este metodo, basándose esencialmente
en procedimientos empleados para la obtención de suspensiones
celulares hepáticas por metodos mecanicos, permitió la
obtención del contenido citoplasmatico de celulas del higado
humano con escasa contaminación de hemoglobina y por ende de
proteinas del eritrocito en general y de la enzima PBG-D
eritrocitaria en particular. La tecnica se basa en la
filtración forzada de trozos de higado finamente cortados, a
traves de mallas de acero inoxidable. Se probaron tamices con
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diversas aperturas de malla eligiendose la de 400 pm que
permitio la ruptura diferencial de las celulas que constituyen
el tejido parenquimatico del higado (sistema continuo) y la
fltracibn facilitada por el tamaño menor de las celuals
sanguíneas (sistema discontinuo). El tratamiento mecánico daña
asi, la célula hepática, probablemente por abrasion de la
membranaplasmática.

IABLA VI: ACÏIVIDAD DE PBG-D EN HUHÜGENRIÜ Y FRACCION INICIAL

MUESTRA FRACCION ACT. ESPECIFICA

(UX/mgproteina)

Ho o ,024to ,oo3u
Adulto ¡:1 o,o33to,007u

t U = nlol de UROI/h, ll valor pronedio I SD (n=12)

El analisis de los resultados presentados permite inferir
que una masa considerable de tejido hepatico se desintegro y
que su contenido citoplasmatico se liberó comose demuestra por
1a aparicion de organelas propias del mismoen la fraccion
Snl y por haberse determinado en ella la actividad de PGE-D.

Las Tablas III y IV demuestran que: a) la mayor proporcion
de la proteina enzimática (75-80%) aparece contenida en la
fraccion Snl y una pequeña proporcion distribuida en las
otras fracciones; b) la actividad catalitica de Snl
corresponde principalmente a la isoenzima hepática, mientras
que 1a de 1a fraccion Sn2 pertenece a la eritrocitaria; c)
los eritrocitos que por su discontinuidad pasan sin ruptura a
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traves del tamiz de 400 Pm, sedimentan en la primera
centrifugacion (Pdol) y posteriormente a su resuspension, se
localizan en la fraccion Sn2 por la subsiguiente
centrifugacion a menor velocidad y tiempo.

III.1.2.1.1 Actividad basal de PBG-D

Los niveles basales de PBG-Den tejido hepático adulto se
midieron en los diferentes materiales de partida accesibles. El
analisis de los resultados mostro valores promedios no
significativamente diferentes. Se obtuvieron valores de 0,025;
0,024 y 0,028 U/mg proteina para homogenatos de biopsias,
hepatectomias y autopsias, respectivamente. La actividad
especifica promedio medida despues de la homogeneización del
tejido con disgregador del tipo Potter Elvelhjem (Ho) y despues
de la eliminacion de la contaminacion eritrocitaria (Snl),
según el esquema descripto, se muestra en la Tabla VII.

TABLA VII} ACÏIVIDAD BASAL EN DIFERENTE HAÏERIAL HEPRÏICO

MUESTRA FRACCION ACT. ESP.

(Ui/mg)

Adulto (Biopsia, autopsia, Ho 0,026Ï0,004 XX
hepatec tomia; n=30) Snl o,o39io,oo3u

Neonato (Autopsia; n=3) Ho 0,080

1 U = nlol de UROI/h, ¡I valor pronedio ‘SD

Los valores promedio de actividad especifica para Ho
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estuvieron comprendidos dentro del rango 0,20 a 0,33 U/mgy los
de Snl entre 0,030 y 0,052 U/mg. Si se considera el valor
promedio de proteinas obtenido en esta investigacion de 148
mg/g de tejido húmedo, la actividad basal promedio de la enzima
PBG-D en higado adulto es de 3,66 U/g de tejido húmedo. Este
valor, algo superior (27%) 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 biosintetico del hemoen este tejido.En
higado de neonato la actividad especifica en la fraccion Ho
resultó tres veces superior a la de tejido adulto, lo cual
concuerda con la mayor actividad que esta enzima presenta en
tejidos hematopoyeticos (229). Por ello, la mayor actividad
observada puede atribuirse a que el higado de neonato exhibe
actividad eritropoyetica residual.

III.1.2.2 Purificación.

Las muestras provenientes de hepatectomias, que se obtienen
en condiciones de circulación restringida, presentan un menor
contenido de glóbulos rojos y disminuyen la posibilidad de
contaminación eritrocitaria, por lo que constituyen el material
de elección para la purificación de la enzima.

La fracción Snl obtenida a partir de este material y
según el procedimiento descripto en la seccion II.2.3.2.1 y
esquema de la Fig.28 se utilizo como punto de partida del
proceso de purificación.

En la Tabla VIII se presentan los resultados de una
purificación representativa de PBG-D, según se detalló en
Métodos(seccion, II.2.3.2.2).

La actividad especifica obtenida después del pasaje por una
segunda columna de Sephadex 6-75 es de 30,5 U/mg, con un
rendimiento del 17X y un grado de puriificacion de 744 veces.
Cabe destacar que su comparacion se realiza con una etapa que



implicó previamente la ruptura del hepatocito, la liberación de
las enzimas citoplasmáticae a1 medio de suspensiún y una
centrifugación que eliminó ademásde los restos celulares, la
contaminacióneritrocitaria.

TABLA VIII: PURIFICACION DE LA PBG-D DE HIGADO HUHANÜa

Los detalles experimentales de los pasos de purificación ï la ¡edición de activ1dad y proteínas se destriben en
Hetodos.

Etapa Proteinas Act. Eep Purific. Rtu.
(mg) (¡JW/Ing) (7.)

1.8n1 7.820 0,041 1 100
2.8n 11.0ÜÜH9 6.050 0,050 ¿,3 94
3.831entamient0 1.12ó 0,249 6,1 87
4.Precipitación

Salina 759 0,320 7,8 75
5.DEAE—ce1ulosa 230 0,828 20,1 59
6.Pheny1 Sepharosa 60 2,33 57 43,3
7.Sephadex 6-100 .2,3 6,67 1ó3 25,4
8.05-52 7,5 8,90 241 23,0

Pico A 2,4 13,30 324 9,9
Pico B 2,4 7,80 190 5,8
Pico C 2,5 8,80 215

9.1er.8ephadex 8-75 2,1 28,5 695 18,6
10.2d0.8ephadex 9-75 1,8 30,5 740 17,1

a A partir de 150 g de higado.

1 U = nlol URÜ I/h.
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El valor de la actividad especifica, resulta comparable con
el que informamos anteriormente para la de higado de rata (3 ,2
U/mg) pero es mucho menor que los publicados para la de
eritrocitos humanos (331) y baxo de rata tratada con fenil
hidracina (332). El analisis de estos resultados sugiere no
sólamente variabilidad de especie, sino también variabilidad
tisular.

Debe señalarse que para obtener proteina purificada en el
f5orden de los miligramos, es necesario procesar cantidades d

higado del orden de 100 a EÜOg, hecho este que significó un
obstaculo debido a la poca accesibilidad del material.

La etapa de calentamiento a SS-óOOC permitió la
separación de una gran cantidad de proteinas contaminantes,
entre ellas la URÜ-CoS,con un elevado porcentaje de actividad
recuperada (92%) convalidandu nuevamente la termoestabilidad de
esta proteina en todas las fuentes estudiadas.

En el fraccionamiento salino, la actividad de la proteina
se recuperó en el rango 35-60Z de saturación de sulfato de
amonio, descartandose casi un 10%que precipitó entre el 0-352
de saturación por la baja actividad especifica que se logra
debido a que precipita una gran cantidad de otras proteinas. La
interacción con la resina aniónica y su lavado a baja fuerza
iónica favoreció la eliminación de la pequeña contaminación de
hemoglobina que compurifica hasta esta etapa.

La columna de Phenyl-Sepharosa presentó ciertos problemas
para lograr la unión a la resina tanto de la enzima, en
particular, como la de las restantes proteinas, en general. El
primer intento consistió en equilibrar la resina con ECI 0,25 H
en buffer D. La muestra proteica se sembró en la misma solución
y se comprobó que la PBB"Dpercolaba junto con la mayoria de
las proteinas presentes, durante el lavado de la columna
realizado con dos volúmenes de la misma solución. Se decidió
entonces, trabajar con una mayor fuerza iónica, mediante la
adición de sulfato de amonio 1,2 Mal buffer D, tanto para
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equilibrar la resina como para la siembra de 1a muestra
proteica, obteniéndose con este procedimiento resultados
satisfactorios. La Fig.29 muestra el perfil de elucion de la
columna de Phenvl-Sepharosa. Como puede apreciarse, de los
cinco picos proteicos, solo uno, que eluyó con el buffer D
(fosfato de sodio 10 mM, pH 7,6) concentró la actividad
enzimática con buena recuperacion (752). Cabe remarcar la alta
fuerza ionica necesaria para su interacción con 1a resina de
intercambio hidrofobico y concomitantemente 1a muy baja fuerza
iónica requerida para su elucion.

En la Fig.30 se muestra el perfil dc filtracion tipico de
la actividad de deaminasa de la fraccion anterior,
cromatografiada en una columna de Sephadex 6-100. Se obtuvo un
solo pico de activida. que eluvo despues del pico mayor de
proteinas. La purificación obteñi'a es de aproximadamentetres
veces, sin embargo se produjo una perdida apreciable de
actividad (40X).

Generalmente, 1a cromatografía de intercambio iónico
(DE-52) utilizada en el paso Siguiente de purificación,
resolvió 1a actividad enzimática retenida, en un maximode tres
picos (señalados como A,B y C en la Fig.31) con solapamiento de
los mismos y que eluyeron a fuerza iónica creciente,
correspondiente a concentraciones de 85, 95 y 105 mMde HC]
respectivamente. Sin embargo, el número de picos con actividad
catalitica (2 o 3 y la distribucion de la actividad total
mostro, en ocasiones, variaciones dependiendo de la preparacion
analiïada. La Fig.31 muestra un perifl de elucion
representativo de esta cromatografia y e] analisis de sus
resultados indica la existencia de formas de PBF"Dheterogeneas
en su carga, dato que Se Liscutira en términos del analisis de
su estructura mas adelante (seccion 111.3.1).

Las fracciones con mayoractividad especifica se reunieron
y concentraron. La muestra obtenida, sometida a una filtración
molecular en una columna de Sephadex 6-75, presento un perfil
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Fï6.29: FEEFÏL DE LA CELUHNA DE FHENYL SEPHÉRÜSÉ.

Se seabraren 230 aq de proteina ccrrespondiente a la etapa 5 del esquema de purificacibn. La coiunna fue eluida
a un flujo de 50 alih, recclectandose fracciones de 5 al, con un gradiente discontinuo de sulfato de anonio en
buffer D (-o4 y agua destilada llevada a pH 7,6 E---). Las determinaciones de actividad enzimática y proteinas
se reali:aran caao se indica en Hetodos.
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FIS.30: PERFIL DE ELUCIÜN DE LA COLUMNADE SEPHADEX 6-100.

Se senbraron 60 oq de proteina correspondientes a la etapa 6 del esquela de purificación. La colunna se eluyb
con buffer D, recolectándose fracciones de 3 II en las que se dosaron actividad enzimática y broteinas de acuer
do a lo que se indica en Hetodos.
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proteico que se indica en 1a Fig.329, con un unico pico de
actividad enzimática, que se recromatografio en otra columna
similar. Comopuede verse en la Fig.32E solo se obtuvo un unico
pico proteico simetrico y coincidente con el pico de actividad
eïzimatica, lo que permitiría suponer que la proteina ha sido
purificada a homogeneidad.

Los resultados obtenidos tanto en las diversas etapas de 1a
purificación como los perfiles cromatograficos fueron siempre
similares ya sea que el procedimiento se realizara en presencia
o ausencia de inhibidores de proteasas.

Con el fin de verificar la pureza de la ultima fraccion
proteica, y realizar el szguimiento del esquemade purificación
aplicado, se hicieron analisis electroforeticos en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes segun se indico
en la sección ¿1.2.4.2. La Fig.33 muestra una corrida
electroforetica de distintas fracciones, en la cual se detecto
una única banda de proteina con movilidad algo menor al
marcador ovoalbúmina (45 kDa) en el carril correspondiente al
pico de elucion de la última columna de Sephadex G_75.

III.1.2.3 Caracterizacion

III.1.2.3.1 Parámetros moleculares e hidrodinamicos

Con el objeto de realizar estudios comparativos tanto con
la enzima eritrocitaria humanacomocon 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.

La Fig.33 muestra la corrida electroforetica en SDSNPAGEde
la ensima purificada (carril 4 y ó) y de los marcadores
utilizados. El analisis de las movilidades relativas permitió
estimar para la PBG-Den estudio un peso molecular de 45.ÜOO.

Con el fin de asegurar este valor, se calculo el PMsegún
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FIG.32: PERFIL DE ELUCIÜN DE LA COLUMNADE SEPHADEX 6-75.

A. La colulna (1,1 x 60 co) fue eluida a un flujo de 20 Il/n, recolectándose fracciones de 1 ll en buffer fosfa
to de sodio 0,1 IH, pH 7,6. La actividad enzilática y las proteinas se nidieron de acuerdo a lo que se indica en
Hetodos.

B. La fracción proveniente de la colunna de Sephadex 6-75 se recrolatoqrafió en idénticas condiciones a las indi
cadas en A.
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FIG.33: ANALISIS ELECTRÜFURETICÜ PUR SBS-PAGE.

Las condiciones de la corrida y del revelado se indican en Hétpdos. Carril 1: proteína ¡arcadora nvoalbúnina; cg
rril 2: eluido de DEAEcelulosa (etapa 5); carril 3: eluido de Phenyl Sepharosa; carril 4: eluidn de Sephadex
6-75 (etapa 10), 5pq de proteína; carril 5: proteinas aarcadoras, de arriba hacia abajo, fcsfurilasa B, seroal
búaina bovina, ovoalbúmina, gliceraldehído-í-fcsfato deshidrugenasa y anhidrasa carbónica; carril 6: eiuído de

Sephadex8-75 (etapa 10), 3 pg de proteina; carril 7: sopranadante del calentamiento. ‘
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el método de Siegel y Monti (481) utilizando los datos del
coeficiente de sedimentación y del radio de Stokes.

El s20,W de la enzima se obtuvo a partir de los datos de
ultracentrifugación en gradientes de sacarosa. La PBG"D,
sedimentó en un unico pico simétrico en una posición cercana a
la de la peroxidasa (3,5 S). De la relación lineal obtenida a1
graficar la distancia recorrida por las proteinas marcadoras
desde el menisco del gradiente, respecto de los valores de sus
sgo’w (Fig.34) se determinó, por interpolación, el
coeficiente para la PES-Dque resultó ser de 3,6 S.

Para la determinación del radio de Stokes se utilizaron los
datos obtenidos luego de la filtración por columna de Sephadex
6-100. De la relación lineal entre (-109 Kav)1/2 y los
valores de r5 conocidos de los marcadores utilizados, se
obtuvo por interpolación un valor de 27,5 A para 1a enzima
parcialmente purificada (Fig.35).

Con ambos parametros y tomando en cuenta las
consideraciones detalladas en Métodos, se calculó una masa
molecular de 43.500 Da para la PBG-Dnativa.

El peso molecular se obtuvo también por cromatografía de
exclusión en columna de Sephadex 8-100. La posición de elución
de 1a enzima, relativa a cuatro marcadores internos se asoció
con un pico unico,I para el cual se determinó una relación
V/VO de 1,68 correspondiendo a un PM de 43.000 (SD+7Z),
concordando con los valores obtenidos por otros métodos, aunque
éstos resultan levemente mayores que el que se obtiene por
analisis del cDNA(384).

Usando la relación entre el radio de Stokes y el peso
molecular para la forma prolato hidratada de la enzima, se
obtuvo un cociente friccional (f/fo) de 1,18. Esto indiCaria
que 1a PBG-D hepatica humanaseria una molécula relativamente
simétrica.

Si se considera despreciable la influencia de la
hidratación en la asimetría que puede presentar la molécula
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“8.34: ESÏIHACION DEL CUEFICIENTE DE SEDIHENTACION.

En gradientes lineales de sacarosa, cono se describe en Hetndos, se senbrarzn ZSüyl :a Za fraccián de 1a etapa
7 conteniendo 100¡iq de proteina junto con 25,19 de la nezcla de ¡arcaiares de 53". .a actividad enzimática
en las alicuotas recogidas y la deterninación de los ¡arcadores se describe en Hamas. Se daterlinó la dis-tan
cia desde el aeniscc recorrida por las narcadores, que se representó en funcián :‘a sus 239m La distancia de
la PES-Dse interpolo en la recta obtenida (o). Los marcadores fueron: cito:ra¡o 2 (A . :erczidasa (o) y fosfa
tasa alcalina (o).
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FIS.35: ESTIHACIÜN DEL RADIO DE SÏÜKES.

Se selbro en una colulna de Sephadex 6-100 (1,1 x 80 cl) 1,5 Ig de proteina de la etapa 7 del esquela de purifi
cación de PBE-D.La elucibn se realizo con buffer fosfato de sodio 0,1 H, pH 7,6 recolectándose fracciones de
1,8 Il. La actividad enzimática, la absorbancia de los ¡arcadores y el cálculo del paráoetro [Ag se detening
ron según se indica en Hétodos. Los ¡arcadores utilizados fueron: citocrolo C (A), anhidrasa carbónica (o), avo
albúlina (o), Ionócero de albúoina bovina (a) y dinero de albúlina bovina (x). PES-D(0).
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proteica es posible calcular la relación de los ejes a/b y sus
respectivos valores absolutos (483). Asi, para 1a PES-D
hepática humana se obtuvieron valores de 4, para la relación
axial/ecuatorial, y de 115 A y 20 Á para el eje largo (a) y eje
corto (b) respectivamente.

Tambien se calculó el radio para una esfera equivalente
anhidra siendo el valor obtenido de 23,3 Á.

III.1.2.3.2 Formasmoleculares múltiples.

Con el fin de obtener información sobre la presencia de
formas múltiples de esta enzima en tejido hepático humano, se
estudió la FEB-Dmediante diversas aproximaciones.

a) Analisis electroforetico en geles de poliacrilamida:
Cuando la enzima parcialmente purificada (etapa 4) se sometió a
electroforesis en condiciones no desnaturalizantes, exhibió 3
bandas proteicas activas con movilidades relativa al colorante
marcador del frente de corrida de 0,53; 0,58 y 0,61 e
intensidad de fluorescencia diferencial. Comose muestra en la
Fig.3ó, la mas catódica mostró la mayor actividad (2.45%). La
intensidad diferencial de las bandas refleja la abundancia
relativa de las isoformas en la preparación ensayada.

b) Isoelectroenfoque en geles de agarosa: El
isoelectroenfoque de fracciones correspondientes a la etapa de
calentamiento a 55-6000 durante 10 min reveló sólamente una
banda de actividad mayoritaria con un pI de 5,8 y
ocasionalmente se detectó una banda con menor fluorescencia,
mas anódica, muycercana a la anteriormente mencionada.

Cuando la enïima mas purificada (etapa 4) se erfocó, se
visualizaron al menos dos componentes de pl 5,8 y 5,5, siendo
el mas anódico el de mayoractividad relativa (Fig.37 carril
a). Ücasionalmente la distribución de la actividad en estas
bandas varió en diferentes preparaciones. Cuandoesta fracción
se incubó con exceso de P88, durante 5 min a 37°C antes de la
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FIB.36: ELECTROFGRESIS EN CONDICIONES N0 DESHñTURñLXZANTES.

360 ¡ug de PES-Dparcialnente purificada (etapa 4) se snnetiernn a electroforesis en gel de' pnliacrilanida (7,51
T). La actividad enziaática y la tinción de proteinas con Azul brillante de Cnonassie 5-250 se realizaron según
se indica en Métodos.
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FIG.37: DETERHIHACIÜH DEL oI DE LAS FÜRHAS MULTIPLES DE PES-Ü.

Se realizó el isoelectroenfoque de nuestras correspondientes a la etapa 4 del esquena de purificación, a) sin
incubar con PSG; b) preincubadas con PBG (0,2 nH) durante 5 ain. El rango de pH utilizado fue 4- 6,5. Las condi_
ciones de corrida y detección de la actividad se indican en Hétodos. Los valores de pHdeterainados en la super
ficie del gel enfocada a 42€ se graficaan versus las distancias al cátodo (o). Las distancias de las bandas con
actividad enziaática se determinaron después de! isoelectroenioque y revelado de las disaas (t).

1
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siembra, se revelaron cuatro bandas de actividad con valdres de
pl de 5,8; 5,ó; 5,2 y 4,9 comose observa en la Fig.37, carril
b. Nuevamente -a mayor actividad relativa correspondió al
componente de menor pI. Estos perfiles sugieren 1a existencia
de complejos intermediarios enzima-sustrato en los varios pasos
que conforman la polimerización secuencial del PEGque esta
enzima cataliza como fue propuesto por Anderson y Desnick 331)
y Jordan y Berry 373).

Con el fin de investigar la masa de las formas moleculares,
cuya heterogeneidad de carga se habia puesto de manifiesto en
1a cromatografia de DE-52 (picos A, B y C; Fig.31) se estudió
el comportamiento de cada una de ellas, ultracentrifugandolas
en gradientes de sacarosa y filtrandolas por columnas de
Sephadex 6-100. La sensibilidad de estas metodologias no
permitió la observación de diferencias en los parametros
sgü,w y r5. Consecuentemente, el PM calculado a partir de
los mismos coincidió con el obtenido cuando mezclas de las
formas moleculares fueron analizadas en experiencias similares.

III.1.2.3.3 Analisis cinético

Para estos estudios se utilizó enzima parcialmente
purificada correspondiente a la fracción eluida de DEAE“
celulosa.

En condiciones de ensayo estandar se comprobó que la
formación del producto de la reacción, URÜI, es lineal durante
el tiempo de incubación ensayado, al menos hasta una hora. La
actividad catalitica fue ademasproporcional a la cantidad de
enzima, ensayada en un amplio rango (30 a 800 Pg),

La curva de saturación de la eneima estudiada en
concentraciones de sustrato en el rango 2 a 200 FMmostró un
comportamiento hiperbóliico, no observándose inhibición por
sustrato despues de 30 min de incubación hasta concentraciones
de PBG de 400 uM. La curva de velocidad inicial (v) versus
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oncentracion de suetrato [S] alcanzo el plateau a valores
cercanos 3DFM de PBG. Del analisis de los datoe mediante la
representacion de las doble recíprocas se obtuvo un valor de
Km: 4,0 PM como se iluetra en la Fig.38.

Los parametros cinéticos Kmy Vmaxse determinaron ademas,
de acuerdo al metodo de Miguel Merino (499) a pH 7,5 usando la
ecuacion de Michaelistenten diferenciada respecto de [S]:

= v'---{Km(v--[S]v')/'[S]2}; eiendo v’=dv/cl[SJ. Se define
R: (v/[S]v')"l y la ecuacion reestructurada queda: H = [SJ/Km.
Este valor R puede ser calculado para cada concentracion de
sustrato y su reepectiwa v. Se obtuvieron asi, ocho valores
R1 para cada par de valores [SJi y ul. Un analisis
estadístico de los datos tal comola varianza de Ei, mostro
una falta de homocedaeticidad, la cual pudo cerregiree cuande

consideraron los cocientee íi/[S]i. Asi, graficando Ei
vs [331 obtuvo una linea recta que pasa por el origen,
como puede observarse en la Fig.39. ñ partir de la pendiente
del grafico se calculo el valor de Kmque resultó ser 3,6 PM
(SEM Í 0,3 para seis determinaciones). Por otra parte, si se
aplica la formula computacional Km= n/2:(ñi/[S]i), el
valor obtenido es de 3,8 PM. El valor promedio de Vmaxse
calculo entonces para esta fraccion de enzima parcialmente
purificada, obteniéndose un valor de 0,84 U/mg.

Cuando se determinó el Kma pH 7,6 (va or óptimo) se obtuvo
un valor de 3,3 pm.

El Km determinado para la enzima hepática humana, si bien
menor al informado para la ensima eritrocitria (331, 394), se
halla dentro del mismo orden de magnitud que aquellos
deecriptos en la literatura para otrae fuentes de mamíferos
(120, 3ú1).

La estequiometria de la reaccion se determinó estableciendo
el coziente entre la cantidad de PES consumido y la cantidad de
URO I formada. Valores de este c3ciente entre 3,8 y 4,7 indican
que alrededor de 4 moles de sustrato son consumidos por mol de
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FIG.38: DEÏERHINACIÜN DE LAS CONSTANTE? CINETICAS. BRRFICU DE DOBLES RECXPRÜCAS.

Las velocidades iniciales se deterlinaron nidienda la producción de uroporfirina I, cono se detalla en Métodos.
Las concentraciones de P86 utilizadas abarcaron un rango de 2 a 200 pH. Las unidades de v se expresan en nnoles
de UROI/h.lq.
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F1639: DETERMINACIONDEL KI.

El valor se obtuvo de la pendiente del grafica de ¡i versus [S]i de acuerdo con la ecuación ¡i =[S]i/KI. El grá
fico ¡estrada es representativo de las seis deterlinaciones realizadas.
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producto formado, concordando con la ecuación teorica. Los
valores mas altos obtenidos para este cociente corresponden a
tiempos cortos de incubación (30 a 60 min), mientras la enzima
trabaja a saturación. A tiempos suficientemente largos, despues
de la consumision total del sustrato, se forman porfirinas con
un rendimiento del 100%. Este comportamiento es compatible con
la presencia de complejos intermediarios enzima-sustrato (331,
338).

El efecto del pH sobre la actividad polimerizante del PES
se estudio analizando los cambios de Vmaxcon la concentracion
de protones. Se estudio, ademas, 1a estabilidad de la enzima a
37°C en el rango de pH 4,0 hasta 12,0.

La represertacion de Vmaxversus pH mostro la clasica LuFVa
con forma de campana, exhibiendo un pH optimo de 7,6 tanto en
buffer fosfato 0,1 Mcomo en buffer Tris-HCl 50 mMmedidos a
37°C. La actividad decrece bruscamente a pH mas acidos,
siendo casi nula por debajo de pH5,0. A valores mas alcalinos,
la actividad puede ser aún medida a pH 9,5 con un valor
residual del 30X. Con los datos de Vmaxse construyeron los
graficos de Dixon (500). Se obtuvieron asi los valores de pHes,
que corresponden a los puntos de intersección de las lineas
trazadas en la Fig.40 y que dieron valores para pHesl = 7,35
y para pHesQ = 8,90. Del analisis de estos resultados se
puede inferir que dos grupos ionizables son esenciales para las
etapas que determinan la velocidad de la reaccion enzimática.
De igual forma que lo Hpuesto para la enzima de rata y
considerando 1a complejidad de la reaccion de polimerizacion
secuencial de cuatro moleculas de sustrato sin liberacion de
intermediarios, que catalizan estas proteinas, no resulta
posible adscribir alguno de estos valores a un paso 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 aún a pH 4,6, despues de 30 min de preincubacion. Un
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Fl6.40: DEPENDENCIA DE Vnáx CDN EL pH.

Se utilizaron los siguientes buffers, cuyos pH se deteroinaron a 37°C: fosfato de sodio 0,1 H (o); Iris-HC}
0,05 H (o), glicina-NaOH 0,1 H (A) y bórax-NaOH0,1 H (A). La actividad de la fracción correspondiente a la
etapa 5 del esqueaa de purificación se ensayo según se indiLc en Hetodos. Las unidades de Vaex se expresan
en nloles de URDi/h.¡g.
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comportamiento similar se encontro en el rango basico, siendo
estable hasta pH 10,2. Es importante destacar que a pH menores
o iguales a 4,2 la enzima es instantáneamente inactivada (95%a
2 min) mientras que retiene aproximadamente el 25% de su
actividad inicial despues de 30 min. de preincubacion a pH
11,5.

Recientemente, se informo la existencia de un cofactor
dipirrometano unido covalentemente a la PBG-D en su sitio
catalitico (342, 343), y que el carbono libre del dipirrol
es el sitio del enlace covalente de la primera molécula del
sustrato. A pH menor que 4 y en presencia de 02 este cofactor
sufre una transformación irreversible a dipirrometenn,
generando una holoenzima ahora inactiva, incapaz de unir PBG.
Por lo tanto, la existencia de formas inactivas de la
holoenzima ademas de la inactivacion producida por
desnatura1i¿acion deberia ser considerada en estudios de

FL.estabilidad de la enzima respecto del pH. Esto puede as.
explicar la abrupta perdida de actividad observada a pH4,2.

En los estudios de los factores que afectan la reacción de
polimerizacion enzimática, la temperatura mostro su efecto
activante aún a valores mayores que los fisologicos, exhibiendo
un maximo alrededor de 65°C. Como puede observarse en 1a
Fig.41 lo hace con un incremento de la velocidad de 8,3 veces
respecto de la observada a 37°C. Mas alla de estos valores de
temperatura prevalecio el proceso de inactivación de la
proteina.

La representacion de Arrhenius (Fig.41) mostro un
comportamiento bifasico de la actividad, con un consecuente
cambio de pendiente a los 50°C. Se calcularon las energias de
activacion para ambas rectas obteniendose lo: siguientes
valores: Ea = 86,6 kJ/mol para el rango 25-500C y Ea = 45,9
kJ/mol para el rango SÜ-óSÜC.

Se examinó 1a estabilidad termica de la proteina,
preincubandola durante diferentes periodos de tiempo y a
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FIG.41: EFECTO DE LA TEHPERflTURñ. GRAFICO DE QRRHENIUS.

La actividad enzinática se oidib cono se describe en Hetodos, incubando la enzina con sustrato a las telperatu
ras indicadas. Se deteroinaron sieopre velocidades iniciales cuyas unidades se expresan en paoles de UROI/h.ng.
Su valor a 37°C para la fracción correspondiente a la etapa 4 de} esquina de purificación fue 24 paoles de
URGl/h.og. Los resultados representan valores proaedios ¿e tres deterainaciones.
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diversas temperaturas (37-80 C) sin el agregado del sustrato y
posteriormente incubándola en las condiciones de ensayo
estándar (Fig.42).

El análisis de los resultados reveló que no hubo pérdida
significativa de la actividad por preincubacion en el rango
37"550C hasta los 45 min ensayados. El pretratamiento a
70°C durante 5 min mostro una capacidad residual de 56%. Sin
embargo cuando se realizo a 80°C durante el mismo tiempo, la
actividad resulto muybaja (20%del valor a 37°C).

De todos estos resultados se demuestra también para esta
proteina la propiedad de termoestabilidad que caracteriza a
todas las FEB-D investigadas ya sea de organismos pro como
euca’iotes.

III.1.2.4 Aminoácidosrelacionados Eggel proceso catalitico

III.1.2.4.1 Efecto de modificadores quimicos de aminoácidos
básicos

La presencia de grupos cargados negativamente tanto en el
sustrato como en el producto polipirrólico de la FEB-D,
permiten suponer la presencia en la enzima de residuos con
carga positiva que pudieran interactuar con ellos, controlando
la actividad enzimática. Con esta hipótesis de trabajo y los
resultados previamente informados por otros investigadores, en
estudios con FEB-Dde otras fuentes (350, 354, 357) se examinó
el efecto de modificadores quimicos de aminoácidos básicos en
la reaccion catalizada por la PEG_Dhepática humana.

Debido a que la histicina posee un pKa cercano al pH
fisiológico, se estudio su importancia en la reaccion
catalizada por la ensima, para ello se analizó el efecto del
dietilpirocarbonato como reactivo modificador. Aunque se
ensayaron diferentes condiciones para su reacción variando la
temperatura (OÜC y 25°C), el tiempo (0 a 20 min), la
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FIE.42: TERHOESÏABILIDAD DE LA PBS-D.

PBG-Den la etapa 4 del esquena de purificación (0,24 U/Ig) se preincuhó a 37°C (o), 50°C (A), 55°C (o), 70°C

(A) y 80°C (o) durante los periodos de tielpo indicados. La actividad residual se ensayo cono se describe en Hé
todos.
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concentracion del modificador (0,35 a 15,5 mM)y el pH (6,5 y
7,6) no se observaron efectos significativos del ligando sobre
la velocidad de formacion del producto. Estos resultados
permiten suponer que el aminoácido en cuestión no intervendria
en la catalisis enzimática.

Cuando se investigó el efecto de la fotooxidacion sobre 1a
enzima, a pH 6,8, se utilizaron dos sensibilizadores: Rosa de
Bengala y Azul de metileno iluminando con lu: de 100 watts. En
la Fig.43 se muestra la curva de actividad remanente en funcion
del tiempo de iluminación cuando se uso Rosa de Bengala. Del
analisis de los resultados se obtuvo un valor de inactivacion
maxima del 60% para 1a concentración de 0,03% del colorante y
de 75X para la de 0,06% despues de 20 minutos de iluminacion. A
tiempos mas cortos de iluminacion (3 min) la inactivacibn
resultó aproximadamente proporcional a la concentracion del
sensibilizador siendo de 271 y de 50%para las concentraciones
0,03% y 0,061 respectivamente.

Cuando se ensayo el efecto del Azul de metileno se obtuvo
un comportameinto similar al observado con Rosa de Bengala,
como se aprecia en la Fig.44. Sin embargo, la inactivacion
alcanzada resulto significativamente mayor, siendo del 87%para
0,032 y 95% para 0,06% luego de 20 min de iluminación.
Inactivaciones del 40% y 70X se observaron a los 2 min de
iluminación para las concentraciones 0,03% y 0,051
respectivamente.

Estos resultados sugieren que residuos triptofanos serian
importantes para el proceso catalitico mediante una interacción
de tipo hidrofobico con e] sustrato y/o producto. Por otra
parte, el aumento de la inactivacion con la concentracion de
los sensibilizadores una vez que la velocidad de reaccion
disminuyó sensiblemente podria indicar la oxidación de otro
aminoacidos que interaccionan muchomas lentamente.

Frydman y Frydman (356), cuyos resultados son concordantes
con los aqui presentados, han señalado que deaminasas de
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“6.475: CURSO DE iNACTWACIOH POR ROSA DE BENGALA.

PBG-D(9,5 U/ol de oezcla de incubación) y Rosa de Bengala en concentraciones de 0,031 (o) y 0,061 (A) se incuba
ron durante los tiempos indicados en buffer fosfato de sodio 3 en, pH 6,3 en tubos de 1 x 7 co en bano de hielo
y con iluoinacibn proveniente de una láopara de 100 watts colocada a 20 ca de los tubos. A los tielpos indicados
se adicionaron buffer y sustrato para la determinacion de la actividad enzilática según se indica en Métodos. La
actividad especifica del control fue de 6,2 U/Ig. Los valores graficados representan pronedios.de tres ensayos.
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FIE.44: CURSO DE Lñ INACTIVACION POR AZUL DE HETILENÜ.

Las condiciones de ensayo fueron iguales a las indicadas en la Fig.43. Los valores graficados representan los vi
lores pro-adios correspondientes a tres experiencias. Concentraciones de Azul de ntileno: 0,031 (o) y 0,061 (A).



diferentes origenes resultan eficientemente inactivadas por
fotooxidación en presenc1a de Azul de metileno y sólo
moderadamente con Rosa de Bengala. Observan ademas, que la
oxidación de triptofano resulta paralela a 1a disminución de la
actividad enzimática de 1a FEG“Dde germen de trigo.

Para la enzimsa proveniente de eritrocitos humanosse ha
informado una inactivación del 90%con Azul de metileno O,ÜEZ
luego de 5 min de iluminación y del 601 con Rosa de Bengala
(114).

Cuando se quiso investigar la eventual participación en la
catalisis de la arginina, su rol se estudió con el reactivn
fenilglioual (FG) en buffer Heppes-NaDH 50 mM, pH 8,1 a 20°C.
E1 curso de la inactivación para distintas concentraciones del
eTector (1,3 a 7,8 mM)se muestra en 1a Fig.45, obteniéndose
una inactivación del óOZ luego de 1 min de interacción del
modificador con la enzima a la mayor concentración probada.
Esta reacción tan rapida implicaría que una arginina o varias
se hallan muy expuestas e involucradas en el proceso
catalitico. En ensayos de preincubación con el sustrato y el
modificador se encontró que el FEBprotege parcialmente a la
enzima del efecto del FG como se muestra en la Tabla IX, lo que
sugiere que la modificación podria ocurrir en el centro activo.

Para la enzima proveniente de EL ¿gli se ha informado que
la interacción con este reactivo en concentración 10 mMa
20°C y en buffer Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 produce una
inhibición del 25%despues de 20 min de incubación (379).

Pollack y Russell (350) y Russell y col. (357) reportaron
para 1a proteina de germen de trigo, después del estudio de su
interacción con 2,5 butanediona y FGque un residuo de arginina
es esencial en el sitio activo de la PBG-U.

Sharif y col. (390) han informado, en un estudio
comparativo de las secuencias de aminoácidos de la PHG-Dde g;
gracilis, EL ¿gli y eritrocitos humanos, la presencia de doce
argininas conservadas sugiriendo que podrian estar involucradas
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FÍS.43: CURSO DE LA INRCTIVACIÜN POR F6.

PBG-D(9,5 U/ol de oezcla de incubación) y ei reactivo en concentraciones 1,3 IH (a); 3,9 (A) y 7,8 IH (I) se in
cubaron en buffer Hepas-NaUH50 oH, pH 8,1 a 20°C. A los tieopos indicados se retiraron alicuctas de 50 pl a las
que se agregaron arginina 8 oH, buffer y sustrato para la ¡edición de la actividad enzioatica según se indica en
Hétodos. La actividad especifica del control fue de 6,60/og. Los valores graficados representan los pro-adios de
tres experiencias.
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en la unión de las cuatro cadenas laterales con grupos acidos
presentes en el cofactor dipirrometano en las ocho
corresoondientes a1 producto tetrapirrolico.

TABLA lX: EFECTO DE LA PREINCUBACIÜN CON EL SUSÏRATÜ EN LA INACTIVACION POR FG.

a) PBG-D (9,5 U/¡l de Iezcla de incubación) y F6 1,3 ¡H se preincubaron en buffer Hepes-NaUH50 en, pH 8,1 a

20°C durante 10 nin en presencia de PBS0,4 nn. Al tieopo indicado se adicionaron arginina 8 IH y buffer para
la deterainacion de la actividad enzieática según se indica en Métodos. Los controles se realizaron reenplazando
en la preincubación el PBGo el FB por buffer. b) La encina se preincubo con el sustrato (0,4 ¡H 5 ¡in a 20°C
y luego con F6 1,3 ¡H 10 nin a 20°C. Los controles se realizaron reemplazando en la preincubacibn el PBBo el
F6 por buf er, Los datos presentados son promedios de tres deterlinaciones.

PEG"Dpreincubada Actividad Inhibición
con: (U/mg) (Z)

PEG y buffer (10 min) 6,8 n
P38 y FG (10 min) 5,7 16
buffer y FG (10 min) 4,4 su

b) FEB (5 min) y buffer (10 min) 6,5 Ü
PRG (5 min) y FG (10 min) 5,8 ln
buffer (5 min) y FG (10 min) 4,5 JÚ

III.1.2.4 d Efecto de modificadores quimicos de aminoácidosni

acidos

Similaraente a lo expuesto sobre 1a posible interacción ron
aminoácidos basicos, 1a presencia de cargas positivas en las
moleculas de sustrato, asi como en el producto (NH4+),
permite suponer que tengan lugar interacciones entre dichas
cargas y residuos aminoacidicos cargados negativamente de la
enzima.
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Con el fin de analizar este evento, los grupos carboxilos
de la ensima fueron modificados con un agente especifico como
lo es el reactivo K de Noodward (NRK)o N-etil-S-feniloxazg
lium-3'-sulfonato. Se observó, como se muestra en la Fig.4ó,
una inactivación de La PBG‘D por acción del HRK,en buffer
fosfato de sodio 50 mM,pH 6,2 a 20°C, dependiente del tiempo
de interacción probado (D a 4 min) y de la concentración del
modificador ensayada cuyo rango estuvo comprendido entre 0,5 y
4D mM. despues de 126 seg se alcanzaron valores de actividad
residual aproximadamente constantes para las concentraciones
utiliza as, debido probablemente a la hidrólisis rapida del
reactivo al pH del ensaya. Para la concetración 20 mMse
produjo la perdida total de actividad.

El analisis de los datos graficados en la Fig.47 muestra
que la inactivación sigue una cinética bifasica con una fase
muy rapida (hasta los 17 a 37 seg) y otra mas lenta; este
comportamiento sefiala la presencia de grupos con reactividad
diferencial.

La dependencia con el pH de la interacción enzima-HRK
mostró un aumento del efecto con la concentración de protones
alcanzandose valores practicmente constantes a pH igual o mayor
que 7,6 (Fig.48).

Estos resultados sugieren que 1a reacción tendria lugar con
grupos carboxilos desprotonados.

El PES impide sólo parcialmente el efecto del WRHcomo se
muestra en la Tabla X, lo que permite inferir que la
modificación podria ocurrir en el centro activo variando 1a
conformación del mismo y afectando especialmente a la
catalisis.

La enzima de germen de trigo se inactiva también por acción
EL el GRE segun un comportamiento dependiente del tiempo y la
concentración del reactivo siendo este efecto mayor a pH8,2
que a pH 4,5 (357).
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FIG.47: CINEÏICE DE {HACTIVACXDHPUR HRK.

Los datos graficados se obtuvieron a partir de los presentados en la Fig.46, a excepcion de los correspondientes
a las concentraciones de HRK30 ¡H (v) y 40 ¡H (v) para las que se ensayo el efecto de concentración vs. tiempos
de preincubación (hasta 120 sng en condiciones idénticas a las indicadas en la Fig.4ó.
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FIS.4B: CIHETICA DE INACTIVACION POR HRK A DISTINTOS pH.

La oetodologia enpleada es igual a la descripta en la Fig.46 para una concentracion de HRKde 20 IH, salvo que
los buffers de preincubacion fueron: acetato 50 IH, pH 5,0 (o); fosfato de sodio 50 IH, pH 6,2 (o); fosfato de
sodio 50 IH, pH 7,6 (A) y fosfato de sodio 50 IH, pH 8,2 (l).
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TABLA X: EFECTO DE LA PRElNCUBhCIÜN CON EL SUSTRATÜ EN LA INACTIVÑCIÜN POR HRK.

a) PBG-D(9,5 U/ol de Iezcla de incubación) y HRK10 ¡H se preincubaron en buffer Fosfato de sodio 50 BH, pH 6,2
a 20°C durante 60 seg en presencia de PBG0,4 oH. Al tieopo indicado se adicionb buffer para la determinación
de la actividad enzioática según se indica en Metodos. Los controles se realizaron reelpiazando en la preincuba
ción el PES o el HRKpor buffer. b) La enzina se preincubó con el sustrato (0,4 ¡H 5 Iin a 20°C y luego con
HRK10 ¡H ¿0 seg a 20°C. Los controles se realizaron reenplazando en la preincubacion el P06 o el REXpor bu
ffer. Los datos presentados son promedios de tres determinaciones.

PEG-Dpreincubada Actividad InhibiciCn
con: (U/mg) (Z)

a) PEG y buffer (60 seg) 6,8 O
PBG y WRM(60 seg) 4.1 4“

buffer y NPK (60 seg) 2,7 60
b) PBG (5 min) y buffer (60 seg) 7,1 Ü

PGE (5 min) y NHK (60 seg) 4,s 35

buf 'f'er (El min) y WRI‘II(60 ) 13,.El ¿o

Los estudios realizdos con 1-cic1ohexil-3-(2-morfolinoetii)
carbodiimida (CMC) mostraron una disminución de 1a actividad
enzimática en buffer fosfato de sodio 50 mM,pH 6,2 a 20°C
dependiente del tiempo y 1a concentracion, siendo el efecto
observado, como se muestra en 1a Fig.49, de menor magnitud que
el correspondiente al HHH, ya que incubaciones con CMC44 mM,
durante 30 min,l produjeron una inactivación del 58%.

La cinética de la ’nacti ación mostro ser monofasica
(Fin.50).

De estos resultados, a1 igual que de los obtenidos con HRK,
se puede suponer que a1 menos un grupo carboxilato estaria
involucrado en el proceso catalitico participando de las
interacciones que tienen lugar en el centro activo.
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PBG-D(9,5 U/el de mezcla de incubación) y CHEen las concentraciones indicadas se incubaron en buffer fosfato
de sodio 50 BH, pH 6,2 a 20 C. A los tie-pas seflaladns se retiraron alicuotas (50 pl) a las que se adicionaron
buffer y sustrato para la detercinacibn de la actividad enzimática según se indica en Métodos. La actividad en
:inática del control fue de 6,8 U/nq. Los valores graficadus son proaedios de tres experiencias. Concentracio
nes de CMC: 15 ¡H (o), 22 ¡H (l) y 44 nf‘. (A).
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FIS.50: CIHETICA DE LR IHAETIUACXÜH PCR CHC.

Los datos qraficados se obtuvxeron a partir de los presentados en la Fiq.4‘i.
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III.1.2.4.É Efecto del amonioy de la hidroxilamina

Se estudió la interacción del ión amonio y la hidroxilamira
con la enzima analizando su acción sobre el consumo de FEB y 1a
formación de producto.

Para el amonio se ensayaron concentraciones de 10 a 200 mH
que se incorporaron al medio de incubación estandar
simultaneamente con el sustrato. En la Fig.51a se muestra que
el efecto producido es dependiente de la concentración
difiriendo su magnitud segun se mida la formación de producto c
el consumo de PES, observándose valores de inhibición en el
rango 24 a 57%y 13 a 432 respectivamente. Cuando se analizó el
porcentaje de inhibición relativa entre ambosparametros se
obtuvieron valores mayores (1D a 15% para la formación de
producto a una concentración de amonio igual o mayor a 50 mM.

G los 120 min de incubación la actividad remanente para la
mayor concentración de amonio ensayada fue de 431 para 1a
formación de producto y de 57%para el consumo de sustrato.

La acción del amonio resultó tambien dependiente del tiempo
de incubación, comose muestra en la Fig.51b, cuando se estudió
a una concentración del efector igual a 200 mM.Se observó
inhibición de la actividad, medida como formación del
tetrapirrol (60%), hasta los 90 min y posteriormente una
disminución de la inhibición, es decir una mayor formación de
producto, sin alcanzar los valores del control al mayor tiempo
ensayado (180 min).

Cuando se estudió el efecto de la hidroxilamina, se
obtuvieron resultados similares a los del amonio aunque a
concentraciones del reactivo aproximadamente un orden de
magnitud menor, como se muestra en la Fig.52.

Estos resultados son concordantes con los informados para
la PRG-Dde otras fuentes y pueden explicarse suponiendo que la
presencia del amonio, hidroxilamina u otras bases no alteran la
velocidad de condensación de las moléculas de PBG, mientras que
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Fl6.51: EFECTO DEL AHÜNIÜ.

a) PES-D (9,5 U/nl de nezcla de incubación), cantidades crecientes de sulfato de amonio y PES (60 ph) se incuba
ron en buffer fosfato de sodio 0,1 H, pH 7,6. A los 120 ¡in se determinó la cantidad de producto fornado (Ü) y
de sustrato consunido (I) según se indica en Hétodos. La actividad del control fue de 6,8 naoles de URÜlih.|g
b 28,1 nooles de P86 consunidoihmq. Los valores representados son promedios de tres experiencia-s. b) PSB-D(9,5

U/nl de nezcla de incubación), sulfato de anonio (100 ¡m y P36 (60 ¡um se incubaron durante los tieapos indica
dos en buffer fosfato de sodio 0,1 H, pH7,5. La actividad residual se deteraino aidiendo el producto formado
(Ü) o el sustrato consumido (I) según se explica en Metodos. La actividad de los controles se deterainb incu
bando idénticas cantidades de encina durante los tienpos indicados en ausencia de la sal de aaonio. Los valores
representados son proaedios de tres experiencias.
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FIB.52: EFECTO DE LA HIDRÜXILAHINA.

a) PES-D (9,5 U/nl de aezcla de incubación), cantidades crecientes de hidroxilalina y PBB(60 pH) se incuharon
en buffer fosfato de sodio 0,1 H, pH7,6. A los 60 nin se determinó la cantidad de producto fornado (Ü) y de
sustrato consunido (I) según se indica en Métodos. La actividad del control fue de 6,8 nnoles de URÜ1/th d
28,1 nnoles de PBGconsumido/h.nq. Los valores representados son promedios de tres experiencias. b) PBG-D(9,5

U/¡l de nezcla de incubación) hidroxilanina (5 oH) y PBG(60 pH) se incubaron durante los tieapos indicados en
buffer fosfato de sodio 0,1 H, pH7,6. La actividad residual se determinó midiendo el producto formado (Ü), o
el sustrato consumido (I) según se explica en Hétodos. La actividad de los controles se deter:i.-.ó incubando i
dénticas cantidades de enzima durante los tiempos indicados en ausencia de la sal de anonio. Los valores repre
sentados son proaedios de tres experiencias.
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la velocidad de ciclizaciün del tetrapirrol lineal disminuye
significativamente acumulandose de ese modo pirroles no
isomerizados lineales. Estos podrian liberarse de la enzima
formando los aductos de las bases de los mono, di, tri y
tetrapirroles, como ha sido propuesto anteriormente (314, 358,
Bóü). Estos aductos fueron aislados y caracterizados por
electroforesis de alto voltaje por Plusec y Eogorad (359). Sin
embargo, se observan diferencias en los resultados obtenidos
con cada inhibidor. Asi, experimentos llevados a cabo a pH 8,5
con iones amonio parecen causar acumulación casi exclusiva del
tetrapirrol abierto y URÜI, mientras que en aquellos llevados
a cabo con hidroxilamina se acumulan grandes cantidades de di y
tripirroles, ademasdel tetrapirrol y UROI (Éáü).

Battersby y col. (94, 322 sugirieron un mecanismo de
accion para 1a FEB-Dsegún el cual la enzima liberaria el medie
un intermediario inestable llamado azafulveno (Fig.12) que a1
reaccionar con el agua se transformarla en HMB, pero en
presencia de bases nitrogenadas como las mencionadas podria
convertirse en bilanos relativamente estables que se
acumularian, pudiendo a tiempos de incubación largos,
transformarse no enzimáticamente a URÜI, lo que explicaría el
aumento del rendimiento de producto a intervalos prolongados de
incubación. Este grupo de investigadores, postuló ademas, que
la diferencia del efecto obtenido con uno u otro nucleófilo
dependía de su basicidad ya que a pH 8,25 la concentración de
NH3 en una solucion 0,2 M de cloruro de amonio es bastante
baja, mientras que en una de hidroxilamina, la especie
preponderante es la base libre (322).

111.2 PBG-D QE ERITRÜCITÜS HUMANOS

III.2.1 PURIFICACIÜN
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cumplimentar dos objetivos: a) la obtención de un anticuerpo
monoespecifico que se utilizó en el análisis poblacional para
evaluar la inmunórreactividad de la proteina enzimática en
individuos portadores de PAI y sus familiares; b) su
comparación con las enzimas hepáticas, especialmente la humana.

La aplicación del procedimiento de purificación descripto
en metodos posibilitó, luego de le electroforesis preparativa,
la obtención de una preparación enzimática con una actividad
especifica de 1.200 U/mg, lo que representa respecta de la
fuente de extracción -eritrocitos lisados" una purificación de
12.000 veces.

El grado de pureza de la enzima nativa se evaluó por
elcct oforesis según se detalla en la sección 11.2.4. Se obtuvo
una única banda proteica (Rf = 0,47Ï0,2), que exhibió
actividad catalitica cuandose realizó su detección en el gel.
Cuando la misma ee corrió en condiciones desnaturalizantes se
observó una única banda proteica con una masa molecular de 4G
kDa.

111.2.2 CARACTERIZACION INMUNÜLÜGICA

III.2.2.1 Análisis gg la proteina purificada 1 caracterización
del anticuerpo

Con la enzima purificada, según se indicó en el punto
anterior, y mediante el esquema de inmunización descripto en la
sección II.2.9.1 se obtuvo el anticuerpo anti-PBG-D
eritrocitaria.

Como se aprecia en la Fig.53, el ensayo de inmunodifusiOn
rezlizado segun se describe en la sección II.E.?.2 mostra un
solo arco de identidad entre la enzima pura y el lisadó de
eritrocitos cuando se realizó la tinción para proteinas,I lo
cual sugiere la pureza inmunológica de la proteina
eritrocitaria y la especificidad del anticuerpo obtenido. Para
estos ensayos se utilizó como anticuerpo la fracción



1.73

FI5.53: ANALISIS XNHUNDLÜGICÜDE LA ENZIMÉ PURIFICADR PGR IHHUHODXFUSXÜN.

La inaunodifusión y el revelado de proteinas se realizaron según se indica en Hetodos. Ei orificio central contg
nía iO pl del anticuerpo; las orificios 1, 3 y 5, 40 ¡U provenientes de un lisado de qíóbulos rujos humanosy
las crificios 2, 4 y 6, 40 ¡U de enzima purificada.
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proveniente de la precipitación del antisuero total con sulfato
de amonio al 40% dializada y redisuelta según se indicó en
Métodos. En los estudios de valoración del anticuerpo obtenido,
se utilizó como antigeno 1a enzima eritrocitaria purificada y
se observó que 1a dilución 1:64 del anticuerpo permitió
apreciar aún banda de precipitina (Fig.54). Diluciones iguales
o mayores a 1:75 no pudieron detectarse por esta tecnica. Por
otra parte, cuando estos ensayos se realizaron con el antisuero
total de conejo el titulo obtenido fue de 1:25.

III.2.2.2 Inmunotitulación gg La proteina enzimatica

En 1a Fig.55 se muestran la: curvas obtenidas cuando se
utilizó para la inmunotitulación enzima purificada o lisado de
glóbulos rojos. E1 titulo obtenido en ambos casos,
correspondiente a 1a dilución del antiCuerpo que precipita un
SÜZ de la actividad de la enzima, fue 1:85. Como puede
observarse, las curvas obtenidas son coincidentes para ambas
fracciones antigénicas. Estos resultados indican que en ambas
muestras el antígeno exhibe 1a misma reactividad por el
anticuerpo.

III.2.E.3 Estimacióg de la inmunorreactividad por electroinmu;
goensavo

Como puede apreciarse en la Fig.56, el electroinmunoensayo
permitió la comparación entre muestras de glóbulos rojos
lisados (orificio 5) y alícuotas que contenian cantidades
conocidas de proteina catalitiCa pura (orificios 1 a 4). En la
misma se observa que 1a aplicación de cantidades crecientes de
PBGWDpurificada (EO-ifiü ng) produce incrementos proporcionales
de las alturas de los picos, asi comotambién ocurre si estas
se refieren a incrementos en la cantidad de unidades
enzimáticas aplicadas (40-220 mU). Los limites inferiores que
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FIS.54: TITULO SEL AHTICUERPÜ anti-PBB-D PGR INHUNODIFUSXGN.

La técnica se realizo según se detalla en Hétodos. Orificios superiores: contenían 46 ¡U de PES-Dproveniente
de un lisado de glóbulos rojos hulanos. Ürificios inferiores: contenían 42 IU de FES-üeritrocitaria purificg
da. Grificios centrales ( de izq. a der.): contenían diluciones hi, 1:9, ízíú, 1:32, 1:64 y 1:75 del anticueg
po anti-PBS-ü obtenido; orificio extrano der. contenía 196 de conejo inoculado con sdyuvante sólamente (control)
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FI6.55: CURVASDE INHUNÜÏIÏULACIÜN DE PBG-D ERITROCIÏARIA.

Para todos los ensayos se igualó la concentacion proteica (BOIg/nl) y la actividad en:ilática inicial (200 IU).
El desarrollo de la técnica y la cuantificación de la actividad enzilática se realizó según se indica en Hétodos
Los valores representados son pronedios de tres deterlinaciones. Enzina purificada (o), lisado de glóbulos rojos
(o).



FIS.56: ELECTROIHHUNOENSAYÜDE FSB-D ERITRÜCITARIA.

La corrida y su revelado se llevaran a cabo según se especifica en Hétndns. Elige] contenía S pl de
anticuerpo/ca“. Las auestras (10 pl) fueron (de izq. a der.) 40 IU, 80 au, 120 au, 220 au de enzina
purificada y 74 ¡U currespondientes a un lisadu de glóbulos rojos (7,5 U/nl de lisado).



pudieron ser detectados en las condiciones del ensayo fueron de
15 ng de proteina y 20 mUde actividad enzimática.

Esta propiedad se utilizo en el analisis poblacional para
la cuantificación de proteina inmunorreactiva en muestras de
sangre de individuos controles y portadores del sindrome de
PAI.

111.3 COMPARACION pg g _E_NZIMA HEPATICQ HUMANA CON A

ERITRÜCITARIA HUMANA1 ¿,HEPATICA [E ¡3am

En esta seccion se consideran las propiedades cinéticas,
hidrodinamicas y estructurales para una caracterización mas
detallada de cada una de las enzimas investigadas. El analisis
de sus similitudes y/o diferencias permite evaluar
comportamientos biológicos, establecer homologia a traves de
especies, aportar datos sobre la evolución filogenetica de esta
proteina, asi como indagar en la naturaleza de los grupos
funcionales que participarian en el proceso catalitico.

III.3.1 PROPIEDADESFISICO-QUIMICGfi

En la Tabla XI se presentan los valores correspondientes a
los diferentes parametros fisiconquimicos de las enzimas en
estudio, eritrocitaria y hepática humanas y 1a hepática de
rata.

III.3.1.1 actividad basal

Las actividades basales medidas en tejido hepático de
fuentes mamiferas tan diversas como humanay de rata, muestran
valores significativamente mucho mas bajos que en eritrocitos
circulantes (aprox. 10 veces). Masinteresante aun es el valor
en tejido hepático humano(3,66 U/g tejido) que se constituye



TABLA Xl: PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS.

PROPIEDAD PES-D
ERITROCITARIA HEPATICA HEPATICA

HUMANA HUMANA DE RATA

a) ACTIVIDAD BASAL

.Adulta (U/g de tegido) 37,5 i 7,ó* 3,66 i 0,00 5,01 i 0,50

.Adulto (U/mgde proteina) 0,09410,018 0,02610,004 0,036:0,006

.Neonato (U/mgde proteina) 0,26010,058 0,080 0,21ót0,030

b) PARAMETRÜS MDLECULARES
E HIDRÜDINAMICÜS.

. PMminimo 40.000 45.000 42.000

. PM(proteina nativa) 39.600 43.500 41.600
- 5:0.w (S) 5,4 3,6 3,5
. r5 (A) 26,5 27,5 27,0
. f/fo 1,17 1, S 1,18

pI
. Adulto

—Proteina parcialmente ó,8;ó,ó;ó,5
purificada ó,3;ó,23. 5,8;5.5 4,9

- lisado de glóbulos ó,3:6,0;5,7
rojos 5,5;5,¿. --— --—

- fracción Snl
calentada --— 5,8;5,ó _-—

—homogenatocalentado --- --- 4,9;4,8

. Feto
- homogenatocalentado --- N.D. 5,8;5,5

5,3;4,8.
c) FUERZA IDNICA

. Picos de elución en 45, 60, 80 85, 95, 105 5, 95
DEAE-cel. (mM) 95, 110a 126, 145

d) PARAMETRÜS CINETICDS

. Vmáv(U/mg) 1.200:15U 30,5:2.8 36,2:ó,8

. Km (FM) é 1+1 5 J.ó+0.3(pH 7.5) 17+:

. ND de recambio
(seg‘1)x103 13,3 0,38 0,42

. pH Óptimo 7,5 7,6 7,5

. Ea (kJ/mol) 37-50°C:104,ó 25-5ÚOC:86,& 25-45°C:62,8
50-58°C:14ó,4 50-65OC:46,9 45-550C:108,8

‘ considerando que lg de eritrocitos
3 Anderson y Desnick(331).
N.D. no deteroinado.

contiene 300 Ig de Hb (229); U = nool de URO I/h.
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en el mas bajo informado en la literatura (Tabla XI,a). Cabe
destacar que celulas de procariotss (316) y eucariotes
inferiores (322 muestran actividades dos Órdenes de magnitud
mayor (500-700 U/g peso humedo), mientras que la actividad
encontrada en reticulocitos es diez veces mayor que en
eritrocitos (441). Estas diferencias reflejan posiblemente la
funcion fisiológica inherente al tejido de origen, asi en
tejido eritroide, la actividad se relaciona con la sintesis de
Hb en medula osea y con el grado de maduración celular, siendo
la medida en eritrocitos un resabio del proceso madurativo que
se detecta en 1a sangre circulante.

Los valores tan bajos encontrados en tejido hepatico son
suficientes para satisfacer la demandanormal de sintesis de
hemo, aún en individuos portadores de PAI quienes poseen una
actividad de PBG-D disminuida al 50%. Sin embargo, en estos
pacientes, cuando un requerimiento de hemoexacerbado destraba
los mecanismos de control fisiológicos induciendo la enzima
reguladora (ALA-S) y generando un aporte masivo de sustrato
(FEB), la PBG-D hepatica condicionada por esos bajos niveles
deviene la enzima limitante del caminode los tetrapirroles,
manifestandose la enfermedad. No ocurre lo mismoen tejido
eritroide, ya que una disminución del 50%de su actividad en
casos de PAI dejaria aún suficiente actividad para formar
URÜ’geno y mantener una velocidad de sintesis de hemo
compatible con sus necesidades.

Cuando se comparan las actividades especificas (por mg de
proteina) de tejido hepatico o eritrocitos de neonato respecto
de las del adulto los datos revelan actividades mas altas en
todos ellos, aunquesiempre se conserva la diferencia tisular.
E1 higado fetal de ra.a de ló dias presenta un nivel de
actividad 20-24 veces mayor que el de la adulta alcanzando su
valor maximo, para disminuir hasta el momentodel nacimiento
(5-7 veces mayor) y durante la primera semana de vida hasta
alcanzar el valor del adulto.
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En tejido neonato humanoel valor resulta alrededor de tres
veces el del adulto.

Cabe destacar que en el periodo fetal el higado es un
tejido hematopoyetico, debiendo asi satisfacer un mayor
requerimiento de hemo y por ende de sintesis del tetrapirrol
formado pOr la PBG-D.

III.3.1.2 Parámetros moleculares e hidrodinámicgg

En ambos casos, para 1a proteina nativa o tratada con
agentes desnaturalizantes se determinaron PM similares pero
siempre algo mayores para las enzimas hepáticas respecto de la
eritrocitaria. Los valores estan comprendidosentre 36.000 y
45.000 para 1a eritrocitaria (331, 335) habiéndose informado
valores más bajos (25.000) pcsiblemente como productos de
proteólisis; y entre 41.000 y 43.390 para las hepáticas en este
trabajo.

Sin embargo, la masa molecular derivada de estudios de
secuenciación de cDNA es de 39.290 Da para la enzima hepática
humana y 37.627 Da para la eritropoyetica, siendo ambas
idénticas excepto un trozo adicional de 17 residuos de
aminoácidos en la zona amino-terminal de la hepática. Estos
valores son menores que los hallados por todos los otros
métodos ensayados, como permeacion y electroforesis. Valores
cercanos a 40.000 Da se han informado para PBG-Dde procariotes
(315, 316).

El hecho de que los valores de FMminimo se correspondan
con los de la proteina nativa indica una estructura monomerica
para las PBG-D, cuyos parámetros hidrodinámicos (sgü’w, radio
de Stokes, cociente friccional y ejes de 1a partícula) condicen
con una proteina globular, tipo prolato. Los valores de los
cocientes friccionales poco mayores que la unidad, implican
particulas casi simétricas, siendo este cociente algo menor
para 1a enzima eritrocitaria humana(Tabla XI,b).
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Analizado el comportamiento de las distintas enzimas
sometidas a isoelectroenfoque (Tabla XI,b) se hace evidente una
remarcable diferencia tant: en el número de bandas enfocadas
como en el valor de los pI determinados. Asi, las formas
moleculares múltiples halladas, representativas de la
heterogeneidad de carga que poseen las proteinas hepáticas en
extractos crudos o parcialmente purificados fueron siempre mas
acidicas, comprendidas en el rango 5,8 - 4,8, y se manifestaron
en un número menor de bandas que las observadas para la
eritrocitaria. Generalmente no se revelaron mas de 1 o 2 bandas
(Tabla XI,b). La enzima hepática de rata presento siempre los
valores mas acidos (pI 4,9 - 4,8), sin embargo fue posible
obtener hasta 4 bandas cuando se incubo la enzima hepática
humanacon su sustrato.

Los resultados aqui presentados, asi como los informados en
la literatura (340) para la enzimaeritrocitaria revelan la
presencia de 5 bandas, mas basicas, que enfocan entre pH ¿,3 y
5,3; aunque Anderson y Desnick (331) reportaron valores hasta
6,8 para esta enzima parcialmente purificada. La presencia de
multiples formas de FEB-Dha sido también informada por Miyagi
y col. (329) quienes propusieron-que la enzima eritrocitaria
humana es un grupo de ó isoenzimas con diferentes cargas
eléctricas. Por otra parte, ensayos con extractos calentados de
higado fetal de rata (18 dias) y neonatos coincidieron con el
perfil observado en estudios con sangre de animales prepuberes
o adultos.

III.3.1.3 Fuerza iónica

El comportamiento de fracciones con distinto grado de
purificación sometidas a cromatografía de intercambio anionico
(DEAE-celulosa) con elucion dependiente del parametro fuerza
ionica, de las enzimas hepáticas investigadas en este trabajo,
se comparó con lo publicado para la enzima eritrocitaria
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humana. Los perfiles de elución muestran diferencias
significativas, no solo en el numerode picos detectados (Tabla
XI,c) sino ademasen el rango de concentracion del electrolito
en el que lo hacen. Dependen también de la fracción estudiada.
Asi, la eritrocitaria parcialmente purificada presenta cinco
picos que eluyen en el rango 5 - 110 mMde ECI, mientras que
las hepáticas lo hacen a mayor fuerza iónica (85 - 145 mM
ECI), no lograndose nunca detectar los 5 picos, estos
resultados son consistentes con la mayor carga que dichas
proteinas poseen al pH de la interacción iónica y que se
relaciona con sus pI.

Diversas bandas son distinguibles tambien por
electroforesis cuando las proteinas se corren en geles de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes o por el
isoelectroenfoque, comoya se señaló.

Todas estas bandas o picos, con cargas diferenciales se
adscriben a formas multiples de las proteinas que representan
grados variables de polimerización del sustrato sobre la
superficie de la enzima formando complejos covalentes ESn (n=
0 a 4), verdaderos intermediarios en el proceso catalitico.
Estos resultados se ven apoyados ademas, por 1a demostracion de
una union ordenada y secuencial desde A hasta D de las 4
unidades pirrólicas a la enzima (371, 375, 376). Merece
destacarse que se convalida la existencia de estos
intermediarios para las enzimas hepáticas humanay de rata,
ratificando un mecanismo conservado a lo largo de 1a escala
biológica.

III.3.1.4 Parámetroscineticos

La comparacion de los parametros cinéticos característicos
de una reacción enzimática muestra diferencias en los valores
de Kmy particularmente en Vmax(Tabla XI,d). Este último dato,
notoriamente mayor (aprox. 40 veces) para la enzima
eritrocitaria, empresaria la actividad que en eritrocitos



maduros queda como residual de la Histente en celulas
eritroblastoides como resultado del proceso de maduración
continuo desde medula ósea hasta sangre periférica. Nunny col.
(421) han encontrado que la relación actividad versus proteina
inmunoreactiva se mantiene constante, es decir que a medida que
las celulas eritroides se transforman en tipos celulares menos
activos en su capacidad biosintetica hemica (reticulocitos a
eritrocitos maduros), la PBG-Dse degrada concomitantemente.

Las diferencias observadas en Vmaxse mantienen cuando se
calcula otro parametro catalitico: la actividad molecular,
molar o el númerode recambio catalitico (Tabla XI,d).

Los valores de la constante cinética Km expresan la
concentración de sustrato a la cual Se obtiene la mitad de 1a
velocidad maxima y son por, ende, el reflejo de las
concentraciones de sustrato que determinan la actividad real
intracelular de las enzimas. Se asume que las concentraciones
de PBG endógeno son bajas, premisa avalada por la excreción
(trazas) y “clearence” libre de este metabolito.

Por otra parte y como ha sido informado por otros
investigadores (321), si el valor de la constante intrínseca
(k2) en la ecuación de velocidad de la reacción para
formación de producto (amonio), considerada como v=k2[ES], es
bajo y por lo tanto despreciable, podemosinferir que 1a enzima
hepática humana es dos veces mas afin por su sustrato que 1a
eritrocitaria.

El valor de pH al cual se obtiene maximaactividad (óptimo)
a concentraciones saturantes de sustrato para las tres enzimas
resulta ser practicamente idéntico (Tabla IX,d), observándose
una brusca caida en el lado aLido de la curva mientras que en
el lado basico de la misma, su pendiente fue menos pronunciada.
Otros autores informan valores similares para enzimas de origen
animal (120) o mas alcalino (pH 8) para la eritrocitaria
humana (331). De estos experimentos se obtuvieron valores de
pKacuyo significado se discutirá en la sección 111.3.3.
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E1 analisis comparativo de los estudios cinéticos de la
dependencia de la actividad catalitica con la temperatura
muestra una primera etapa de activacion muysimilar para las
tres enzimas entre 25 y 50°C y luego un efecto diferencial ya
que disminuye para la hepática humana y aumenta para la
eritrocitaria (Tabla XI,d). Estos resultados convalidan el
concepto conocido de que las PBG-Dhasta ahora investigadas
desde procariotes hasta eucariotes superiores, son todas
termoestables, 1o que reflejaria una estructura conservada a
traves del proceso evolutivo. Ademas, la enzima seria el
resultado de una adaptacion perfectamente organizada de la
reaccion de polimerizarion -que moleculas de PEGpueden llevar

+ Qa cabo espontáneamente, con aumento de rendimiento por efe:
de la temperatura- ajustada a un entorno que le exige
funcionalidades distintas en celulas, tejidos, organos y
organismos diferenciados.

111.3.2 PROPIEDADES INMUNÜLÜGICAS

Los analisis inmunológicos realizados (Tabla XII) muestran
que las PBG-D de eritrocitos e higado humanos son
inmunológicamente indistinguibles por inmunodifusion doble
cuando se las enfrenta al anticuerpo generado contra la enzima
eritrocitaria. En contraste, se observa una homologiaparcial
entre la hepática humana y la de rata, dada por los arcos de
inmunoprecipitacion con espolon para la enzima de rata, cuando
ambas son enfrentadas al anticuerpo generado contra la enzima
animal. Estos datos convalidan una vez mas la diferenciacion
entre especies y la homologia entre isoenzimas de un mismo
organismo, ambascitosolicas.



ÏABLA XII: ESPECIFlCIDAQ ¡NHUNÜLÜGICADE LA PRG-D.

CLASE GENERO TEJIDO ANTICUERPO anti-PEG-D

HEPATICA ERITRÜCITARIA

DE RATA HUMANA

Rata Hígado +++
Wamifero

Hombre Higado ++ +++
Eritrocitos +++

III.3.3 EEÉQIQ QE LIGANDOSgggfig AMINÜACIDÜSQE PES-D

Ütro aspecto que trato de desarrollarse comoaproximación
al conocimiento de la naturaleza de los grupos funcionales
localizados en el centro o sitio activo de las PBG-Dconstituyó
el estudio de diversos ligandos en su interacción reversible o
irreversible con grupos cargados de residuos aminoacidicos.
Para ello se probaron algunos reactivos especificos que actuan
como efectores o bien como modificadores quimicos de dichos
grupos, haciendo un analisis comparativo de las enzimas en
estudio.

III.3.3.1 Reactivos tiolicos

Con el fin de conocer el posible rol que pueden tener los
grupos sulfhidrilos libres o implicados en uniones disulfuro en
la actividad enzimática se estudió el efecto que ejercen
diversos reactivos tiolicos.

En la Tabla XIII se muestran los resultados obtenidos en



TABLA lili: EFECTG DE REACTIVOS TiOLICOS.

La actividad de PBG-Dse deteromó en presencia del reactivo indicado en buffer Tris-HC] 50 ¡H pH 7,5 a 37°C se
gún se indica en Métodos. Las actividades correspondientes a los ensayos controles fueron de 1,9 U/¡g para la en
:iaa eritrocitaria hunana; 0,34 U/eg para la hepática huoana y 1,2 U/Ig para la hepática de rata. Los valores rg
presentan prooedios de tres experiencias.

REACTIVO CONCENTRACION INHIBICIDN DE PBG-D (Z)
(mM)

ERITRDCITARIA HEPATICA HEPATICA
HUMANA HUMANA DE RATA

C) s 1 C) C) C)

0,5 13 8 10
1,0 31 19 22

2-Mer 10 46 33 40
30 59 2 50
50 ¿1 4a 3
50* 60 4a 52

0 _,,1 C) C) C)

0,5 18 13 17
1,0 2 33 39

DDT 10 54 42 50
30 ¿7 49 65
50 72 5B 67
50* 70 57 c7

C),1 C) c) 0
0.5 11 4 a
1,0 26 10 27

Cys 10 34 1a 30
30 58 25 47
50 ¿0 32 49
E-t1* 59 31 50

0.1 0 0 0
0,5 10 7 9
1,0 24 17 1°

GSH 10 37 30 34
30 56 39 45
50 59 45 50
50* 5 47 49

,1 5 0 1
t'). 5 7 2

Cs-sC 1.“ 10 7 9
5 11 a 11

50 27 20 25
50* 27 71 25

‘ La enzioa se preincubo con el reactivo durante 15 ein a 37°C.
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estudios cinéticos con agentes reductores comoel 2-mercaptg
etanol (2"Mer), ditiotreitol (DTT),cisteina (Cys) y glutatjon
reducido (SSH).

Del analisis de los datos surge que todos los reactivos
ejercen su efecto clivante sólo a partir de concentraciones 0,5
mM en forma poco significativa (cercano al 10%en promedio).
Esta acción resultó en una inhibición de la formación del
producto, que aumenta con 1a concentración del reactivo en
forma asintótica, no llegando a superar en algunos casos el 502
de inhibición ni aún a concentraciones 100 veces mayores (5 x
10 L M, Tabla XIII). El DTTfue siempre el reactivo mas
efectivo. En todas estas experiencias. 1a enzimaeritrocitaria
mostró valores de inhibición mayores y por ende reveló ser la
mas sensible respecto de las hepáticas.

Preincubaciones de 1a enzima con los .eactivos tiólicos a
1a mayor concentración utilizada, no modificaron los valores de
la inhibición obtenida (ensayo*, Tabla XIII). Por otra parte,l
ensayos de preincubación de las enzimas con PEG, el sustrato
biológico, durante 15 min a OÜCno mostraron variaciones en
los niveles de inhibición correspondientes a la mayor
concentración de los efectores. Estos resultados suponen que
los reactivos tiólicos ejercen un efecto reductor sobre uniones
disulfuros (-S—S—) presentes en las proteinas, formados
posiblemente entre tioles vecinales o no, en su secuencia
aminoacidica, cuya existencia seria importante para sus
conformaciones.

Ademas, el hallazgo de un efecto inhibitorio no muymarcado
a altas concentraciones podria sugerir que la ubicación de
estos puentes no serian muyaccesibles para los reactivos.

Para evaluar la importancia de grupos sulfhidrilos libres
en el ciclo catalitico se utilizaron inhibidores reversibles o
bloqueantes de dichos grupos. Cuando se estudió el efecto de
agentes oxidantes como la cistina, se observó que
concentraciones hasta 0,5 mMno ejercieron efecto alguno, y que
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a 50 mM solo producen una moderada accion inhibitoria (324%)
semejante para las tres enzimas (Tabla XIII). Preincubaciones
con el sustrato no protegieron a las enzimas del mencionado
efecto.

Estos datos demostrarian que los grupos -SH no serian de
participacion directa y rapida, sino que estarian mas ocluidos
en la estructura de la proteina, y por ende se los reconoce
como lentos.

Para estudiar el efecto de bloqueantes de grupos
sulfhidrilos se utilizaron los siguientes efectores
p-mercuribenzoato (pMB), N-etilmaieimida (NEM),5,5'ditiobis
í2-nitrobenzoato) (DTNB) y iodoacetamida (IAcNHZ)en un rango
de concentraciones 1C)"5 a 1C)-2 M. Estos reactivos fueron
incorporados a la mezcla de incubación.

Cn la Tabla XIVse muestran los resultados obtenidos para
las tres enzimas.

El agente mercurial orgánico mas especifico para grupos -SH
ensayado (pMB), ya a concentraciones 1C)"5 a 10m4 M, mostro
un efec+n inhibitorio marcado, alcanzando una inhibición casi
total para la enzima eritrocitaria (95X) y algo menor para las
hepáticas. A concentracion 1C)-3 N se observo inactivacion
total de las enzimas por desnaturalizacion proteica. Ensayos de
reversión de la inhibición producida por el mercurial se
estudiaron con DTT. Concentraciones de 10"3 Mejercieron un
efecto recuperatorio de la actividad del 56%para 1a enzima
eritrocitaria y algo menorpara las hepáticas (ensayos t, xx,
Tabla XIV). Debe recordarse que este agente actua como
inhibidor de la PHG-D, como se indico anteriormente, y no
obstante logra la reversión del efecto producido por el
mercurial.

Los reactivos NEM y DTNE a 1C)"3 M ejercieron
inactivaciones menos notables y la enzima eritrocitaria revelo
ser en estos ensayos, menos sensible que las hepáticas humanay
de rat'.
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TABLA XIV: EFECTO DE REACÏIVDS DE GRUPOS SULFHIDRILOS.

Las encinas se incubaron en presencia de sustrato y efector a las concentraciones indicadas en buffer Tris-HCl
50 en, pH 7,5 a 37°C durante 30 nin. El producto de la rección se deterlinb según se señala en Metodos. Las ag
tividades de los controle: :e indican en la ïabla XIII.

REACTIVO CONCENTRACION INHIBICION DE PbG-D

ERITRDCITARIA HEPATICA HEPATICA
HUMANA HUMANA DE RATA

10-5 2a 14 13
pMB 10-4 95 60 61

10-4 * 95 bo ol
10-4 ** 42 38 4o

10-5 5 31 22
NEM 10-3 20 33 25

10-3 21 41 30
10‘J *** 25 50 35

10-5 15 2 20
DTNB 10-4 “o 25 22

10-3 23 50 Ïó

IAcNHz 10-3 4 4 7
10-2 7 a 9

l La enzila se preincubb con el reactivo durante 5 Iin a 37°C.
La enzila se preincubó con el reactiio durante 5 Iin a 37°C y el ensayo de actividad se realizo en presea

cia de DT? 10'3 n.

‘¡' La enzila se preincubó con PBS0,2 ¡H durante 5 nin a 0°C.

Cuando se ensayo el modificador IAcNH no se observó
"J

efecto significativo sobre ninguna de las enzimas, aún a
concentracion 10"2 M.

Cuando se realizaron preincubaciones durante 5 min a 37°C
de las enzimas con los reactivos bloqueantes a tas mayores
concentraciones no se vieron modificados los porcentajes de
inhibición despues de 30 min de incubación.

Incubaciones oe las enzimas con PBGdurante 5 min a OOC
previas a1 agregado de todos los eiectores no modificaron el
efecto inhibitorio en forma significativa, excepto para el caso
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de NEMque produjo siempre valores algo mayores de inhibición.
Si se toman en cuenta todos estos resultados, es decir el

hallazgo de que tanto reactivos o modificadores de grupos
sulfhidrilos comode disulfuros muestran un efecto inhibitorio,
asi como la reversión por reactivos tiólscos de la inhibición
por mercuriales, es posible inferir la participación de estos
grupos en la actividad biológica de las PBG-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 biológica_(390, 501) y 1 de estos últimos
comprometido en su unión con un cofactor novel, un
dipirrometano que sirve comopivote de anclaje para el proceso
de tetrapolimerización del PES (344, 345). Por lo tanto 3
reelduos Cys aparecen como candidatos, con la posibilidad
excluyente de la 'Histencia de una única ligadura -S-S- y un
grupo “SH libre, ambos de alguna forma comprometidos, no sólo
en su actividad catalitica sino en su estabilidad y
configuración dinámica.

Es posible entonces, especular que estructuralmente un par
de grupos -SH correspondientes a 2 residuos de cisteinas,
cercanos espacialmente, estuvieran comprometidos en una unión
disulfuro conformando el centro activo, conjuntamente con un
grupo sulfhidrilo libre que posibilitara su función. Ademas,
que la participación de la estructura puente disulfuro primara
en la conformación de la enzima nativa libre con acceso para el
PBG, produciéndose una inhibición no total por acción de
agentes reductores que favorecerian un cambio conformacional de
la misma. Asi, los reactivos reductores ensayados actuaron
todos 'omo innideores de la reacción, aunque no
competitivamente ya que estos efectos no pudieron ser impedidos
por el sustrato.

La presencia del grupo -SH libre reconocido sólo por
reactivos potentes como el pMBo mas hidrofóbicos como NEMy no
por hidrofilicos como el IACNH: sugeriria su oclusión en el
centro activo y por ende su poca accesibilidad y quizas su
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mayor exposición por preincubación con su sustrato.
El caracter sulfhidrilico de las PBG-D de organismos

procariotes y de eucariotes inferiores, asi comode hojas de
espinaca y germen de trigo, ha sido informado por numerosos
autores (105, 314, 315, 320, 324). Sin embargo no esta aclarado
el mecanismo por el cual estos grupos -SH participarian en el
ciclo catalitico, aunque algunos proponen su interacción
directa en el sitio activo (351).

III.3.3.2 Fosfato gg Piridoxal

La existencia de un residuo de lisina comprometido en la
catalisis enzimática en FEB-D de procariotes y eucariotes
inferiores ha sido motivo de controversias (354, 355, 379).
Para tratar de evaluar su participación en 1a PEG-Dde las
distintas fuentes se ha estudiado cinéticamente el efecto de un
ligando especifico para este aminoácido.

Para ello, las enzimas se incubaron a ODCcon fosfato de
piridoxal (PPL) durante diferentes periodos, desde 30 seg a 15
min, a una concentración del efector de ó mH(Fig.57), se
observó una rapida disminución de la actividad enzimática hasta
alcanzar un valor estacionario (65-80% de inhibición
dependiendo de la enzima en estudio) alrededor de los 5 min de
preincubación.

Cuando se utilizó en los ensayos una concentración menor de
PPL (3 mM) se obtuvo un comportamiento, respecto del tiempo,
similar al anteriormente descripto pero con valores de
porcentajes de inhibición en el estado estacionario menores
(45-55%).

Cuando se estudió el efecto del reactivo a un tiempo de
preincubación constante (15 min a ODC) en un rango de
concentraciones 0,5 a 24 mMse observó, como se aprecia en 1a
Fig.58, dependencia de la inhibición con la concentración de
PPL, alcanzandose el valor de inhibición 50% a 2,5 mMdel
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FIG.57: EFECTO DEL TIEHPU DE PREINCUBACIÜN EN LA INHIBICXON POR PPL.

Las PBG-Deritrocitaria hunana (o), hepática hunana (o) y hepática de rata (A) se incubaron en oscuridad con PPL
6 ¡H en buffer fosfato de sodio 0,1 H, pH 7,5 a 0°C. A los tieopos indicados se retiraron alicuotas de la lezcla
en las que se determinó la actividad enzioática según se indica en Metodos. Los valores de los controles fueron
1,9 U/nq para la enzina eritrocitaria humana; 0,84 U/ng para la hepática hunana y 1,2 U/ng para la hepática de
rata.
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FIG.58: EFECTO DE LA CONCENTRACIONEN LA INHIBICIÜN POR PPL.

Las PBS-Deritrocitaria hulana (o), hepática hulana (o) y hepática de rata (A) se incubaron en oscuridad con PPL
en las concentraciones indicadas, en buffer fosfato de sodio 0,1 H, pH7,5 a 0°C durante 15 ein. La actividad rg
sidual se ensayo según se indica en Hétodos. Los valores de los controles se indican en la Fig.57.
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efector para la enzima de higado humano, 3,0 mMpara la de
higado de rata y 3,5 mMpara la de sangre humana. En los tres
casos se alcanzó una inhibición casi total (90-95%) a 1a mayor
concentración ensayada. Este comportamiento indicaria que dicha
concentración del reactivo es suficiente para que las lisinas
presentes en la proteina, comprometidas directamente con el
proceso catalitico o indirectamente manteniendo una adecuada
conformación del centro activo, reaccionen formando el complejo
base de Schiff.

Cuando se realizaron ensayos de prueba con la enzima
proveniente de EL gracilis a concentraciones de PPL 24 mM,
mayores a las informadas por Hart y col. (354), se lograron
inhibiciones similares a las obtenidas para las enzimas
estudiadas en este trabajo (90%); si bien estos investigadores
informaron que se alcanza un "plateau" (efecto maximo) en el
valor de 35% de inhibición a concentraciones 2-3 mM del
reactivo.

Incubaciones con el sustrato (0,2 mM) durante 15 min a
DOC, previas a 1a interacción con PPL (ó mM) a la misma
temperatura durante 10 min, protegieron en un 10%la actividad
de las enzimas.

El analisis de todos estos estudios sugieren 1a
participación de grupos aminos de residuos de lisina en el
mecanismo de reacción, aunque no comprometidos en 1a unión
covalente del sustrato.

Las PBG-D de otras fuentes mostraron efectos similares de
inhibición (357), aunque una mayor protección de la actividad
enzimática por el PBG, permitiendo postular la presencia del
aminoácido en el sitio activo.

III.3.3.3 Cationes

E1 efecto de los metales sobre el metabolismo del hemo ha
sido objeto de un número grande de investigaciones (294). En
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particular, es bien conocido el efecto tóxico de algunos de
ellos sobre enzimas especificas, como lo es el del plomo sobre
1a ALA-D, conociendose su interacción por estudios tanto "in
vitro" como"in vivo", que han permitido aportar datos sobre el
mecanismo de la reacción. Pareció interesante, entonces,
realizar un estudio sistemático para caracterizar los efectos
de una serie de cationes metalicos sobre las tres enzimas. La
interacción enzima-metal se estudió comoun fenómeno tiempo
independiente, estimandose el grado de inhibición producido
sobre 1a formación del tetrapirrol y explorando ademas, en la
naturaleza quimica de los 'grupos o atomos "ligandos" y
"ligantes" que participan en forma preferencial en dicha
interacción para poder explicar en parte, el comportamiento
observado.

La inhibición de la actividad enzimática se analizó en un
rango muy amplio de concentraciones del ión, adicionado a la
mezcla de incubación, que varió entre 10-6 y 10-2 Mpara
metales pesados, principalmente divalentes y que llegaron hasta
1,5 M para los mas livianos. Las soluciones de sales ferrosas
se prepararon y ensayaron en anaerobiosis.

En las figuras 59 y 60 se repesenta el grado de inhibición,
expresado porcentualmente en función de la concentración del
metal para elementos de las tres series de transición asi como
para el plomo. Como puede observarse para cada una de las
enzimas se obtuvieron curvas de forma sigmoidal,
caracteristicas de una inhibición dependiente de la
concentración del metal ensayado. De los datos obtenidos de
cada una de las curvas se seleccionó la concentración molar del
metal que producía el 50% de inhibición de la actividad
catalitica y a ese valor eflpresado como: -log[Me]50 se lo
denomina p [Me]50 y se lo utiliza para el analisis de los
resultados.

Como se puede apreciar en la Tabla XV, iones de metales
livianos como Na+ y K+ no exhibieron efecto inhibitorio aun
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F16.60: INHIBICIONPORtu”, ¡{92* y En”.

Las enzimas utilizadas y las condiciones de ensayo fueron idénticas a las descriptas en la Fig.59.
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a concentraciones 1 M, mientras que concentraciones de 1,5 Mde
2+los iones divalentes Ca2+ y Mg no lograron la inhibición

total de ninguna de las tres enzimas investigadas.

TABLA XV: INHIBICION POR HETALES LIVIANOS

IÜN METALICO RANGO DE CÚNCENTRACIÜNES z INHIBICIÜN

Na+ 1,0 — 10-6 M o

K+ 1,0 — 10-6 M o

Ca2+ 1,5 — 5x10—3 M 85 — 10

M92+ 1,5 - 5x10’3 M 75 — o

Cuando se analizaron los valores de p[Me]50 calculados,
se encontró que los elementos de la primera serie de transición
mostraron valores cercanos a 3,5ÏO,S para su interacción con
la enzima eritrocitaria (Fig.ól), obteniéndose valores siempre
menores para ambas enzimas hepáticas. El valor mas alto del
parametro p [Me]5o se encontró para el mas pesado de los
metales post-transicionales ensayado, el plomo, seguido por el
correspondiente al Hg2+ y Cd2+ y nuevamente resultó mayor
para la enzima eritrocitaria. El analisis de estos datos
muestra un comportamiento similar para las enzimas hepática
humana y de rata, sin embargo se observa un grado diferencial
de inhibición para metales correspondientes a un mismoperiodo
y aún para aquellos pertenecientes a un mismo grupo,l por
ejemplo el IIB (Fig.ól).

Este comportamiento diferencial puede ser explicado
considerando la existencia de isoformas tisulares y la
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FIG.61: INHIBICIÜN POR HETALES LWIANOS L DE TRANSICIÜN T Y POST-TRANSICIÜNMES FT .
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variabilidad entre especies.
La comparación de los valores de p[Ne]50 y

consecuentemente de la capacidad inhibitoria de los metales
estudiados reveló una marcada correlación con la serie de
estabilidad propuesta por Irving y Williams (502)(Fig.62) segun
la cual para un ligante dado, la estabilidad de los complejos
con iones metalicos divalentes —inc1uida la primera serie de
transición- cumple el siguiente orden, Ca2+<Mg2+<Mn2+<
Fe2+<Coz+<Ni2+<Cu2+}Zn2+, que depende de las inversas
del radio iónico y del segundo potencial de ionización. Una
tendencia similar se obtuvo 'para la 2da. y 3ra. serie de
transición (Cd2+<ng+), observándose ademas que Hg2+í
Pb2+ (Fig.62).

El analisis de los datos obtenidos se realizó según dos
aproximaciones. En una de ellas se tomó en cuenta el modelo de
acidos y bases duros y blandos (ABDB)propuesto por Pearson
(503), segun el cual, los ligantes y los iones metalicos se
clasifican en bases y acidos duros o blandos respectivamente.
Las especies duras (acidos o bases) son en general pequeñas y
ligeramente polarizables mientras que las blandas suelen ser
mas grandes y mas polarizables. Se ha señalado una regla
empirica sencilla para predecir la estabilidad de los complejos
que se forman entre los acidos y las bases: los acidos duros
prefieren unirse a las bases duras en tanto que los acidos
blandos a las bases blandas.

En la otra aproximación se consideró la teoria presentada
por Klopman (504) en la cual se define el parametro intrínseco
de blandura (E?) que cuantifica y generaliza el tratamiento
de la reactividad quimica,l enfatizando la importancia de la
electronegatividad del orbital de frontera del metal y la
energia de desolvatación requerida para que un enlace pueda
formarse.

Asi, en la Tabla XVIse observa la correlación entre el
parametro p [He]50 de los metales ensayados, con el caracter
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de acido duro (D), blando (E) o intermedio (I) de los mismos,
como también con el parametro. E#. De esta correlación se
puede inferir, en general, que a medida que se incrementa el
caracter blando o el valor negativo de E# aumenta el
p [Me3 50 y cdnsecuentemente, la capacidad que el metal posee
de inhibir 1a actividad enzimática de las distintas FEB-D.Como
se Observa en 1a Tabla XVI, es mayor para la eritrocitaria
humanaque para las hepáticas.

IABLA XVI: CDRRELACIDN DE LR [NHIBICXDN CDN EL CARACTER DE BLANDURA SEGUN LAS TEDRXAS DE PEARSDN Y KLÜPHAN

ION CARACTER e#(eV) p[Mé]50 DE PES-D

ERITROCITARIA HEPATICA HEPATICA

HUMANA HUMANA DE RATA

HgÉ+ a - 4,64 4,8 6,9 4,3
Ag+ a —2,82 4.2 3,2 3.
Cd2+ B —2,04 4,5 3,7 3,8
Cu2+ E - I —0,55 ,9 ,5 6,7
Na+ I o <1 <1 <1

Zn2+ I — 3,6 3,2 3,4
N12+ I 0,29 3,4 2,6 3,0
002+ I — 3,3 2,7 2,9
Fe2+ I 0,69 2,8 2,7 2.6
Fe3+ D 2,22 2,6 2,6 2,6
Ca2+ D 2,33 1,: 1,2 1,3
M92+ D 2,42 1,1 1,0 1,0

D: BLANDD, I: INTERHEDIU, D: DURO, ED: BLANDURA.
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Ademas, la Tabla XVII muestra que concentraciones tan
altas como 1 M de acidos duros como Ca2+ y M92+, no son
suficientes para inhibir totalmente a ninguna de las tres
enzimas; sin embargo a medida que aumenta el caracter blando de
los iones se requieren menores concentraciones para alcanzar el
efecto maximo. Acidos intermedios como Fe2+, Co2+ y Cu2+
inhibieron la actividad de las enzimas eritrocitaria y
hepáticas llegando a1 maximo valor en el rango de
concentraciones (O,'.5—10)>:10"3M, mientras que los iones mas
blandos ensayados (Ag+, Hg2+ y Cd2+) lo hicieron a
concentraciones 5x10‘5 M y 5x10’4 M para las enzimas
eritrocitaria y hepáticas respectivamente.

TABLA XVII: INHIBICIÜN HAXIHA DE PES-D POR ACIDÜS DÜRÜS Y BLANDÜS

ACIDO BASE Me

DUROS Ca2+; "92+ Rcoo- >1ooo mMa!bsC

INTERMEDIOSF22+,N12+,c°2+,2n2+ RNH2,Im o,5—5 mna
Cu2+, Pb2+ RNH2,RS' 1 — 10 mesC

BLANDOS Ag+,H92+,Cd2+ RS‘,‘SRS‘ 0,05 mma
0,5 - me!C

a: PBE-Deritrocitaria hulana; b: PBE-Dhepática hunana; c: PRS-Dhepática de rata.
ll = Ildazol

Si se considera el caracter donor de electrones de los
atomos interactuantes que pueden existir dentro de los sistemas
biológicos y en este caso particular, las enzimas, los ligandos



casi exclusivamente implicados son el oxigeno, el nitrógeno y
el azufre. De acuerdo al principio ABDB, estos pueden ser
ordenados de acuerdo a su blandura decreciente como S>N>O.Por
lo tanto, los acidos duros preferiran unirse a1 oxigeno o al
nitrógeno, mientras que los acidos blandos seleccionarán a1
azufre, y los intermedios formaran complejos con azufre mas
preferencialmente que con nitrógeno (505). Dentro de los
intermedios, sin embargo, algunos acidos como el Pb2+
muestran una preferencia exclusiva por el azufre sobre el
nitrógeno. Esto puede sugerir que aminoácidos especificos
estarian involucrados en el proceso catalitico.

La relación existente entre la concentración requerida
para alcanzar la maxima inhibición producida por el ión
metalico, su grado de blandura y la o las probables bases
con las que forma complejos se muestra en 1a Tabla XVII. Se
observa que hay una buena correlación entre el grado de
blandura de los iones metalicos estudiados (acidos) y la
concentración que produce el maximoefecto inhibitorio. Si se
tiene en cuenta la selectividad de los mismospor determinados
ligandos (bases), según el principio de Pearson (503), los
aminoácidos conteniendo grupos dadores como amino, imidazol o
sulfuro -tales comolisina, histidina y cisteina- puedenestar
involucrados en el proceso catalitico de las PBG-Destudiadas.

Examinando el conjunto de datos obtenidos, puede decirse
que existe una notable correlación entre las enzimas respecto
de su comportamiento como ligandos dadores frente a todos los
iones metalicos 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 sugeriria que un mecanismocomúno
conjunto de mecanismos comunes pueden estar involucrados en la
actividad catalitiCa de estas enzimas y permiten postular el
modelo de interacción presentado en la Fig.ó3.
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III.3.4 NATURALEZQQE GRUPOS FUNCIONALES Eu PEG-D

En la Tabla XVIII se presentan datos sobre el
comportamiento caracteristico de las diferentes enzimas que
permiten aportar conocimientos sobre la naturaleza de grupos
cargados de residuos aminoacidicos de las proteinas, su
interacción con las moleculas de sustrato y su participación en
la catalisis y/o configuración del centro activo.

En general, las variaciones de los valores de las
constantes cinéticas con el pHhan de reflejar las ionizaciones
que podrian ocurrir en 1a enzima, en el sutrato y en el
complejo enzima-sustrato, y en este caso en particular, también
en las formas complejas intermedias capaces de unir sustrato o
aquellas que han unido sustrato secuencialmente y liberan los
productos. Asi, valores de pHes y pHe, constantes de ionización
de los complejos ES o de E libre, pueden ser determinados
mediante diferentes tipos de ecuaciones que linealizan las
curvas clasicas de los parámetros cinéticos versus pH.

El analisis grafico de los datos de Vmax versus pH
obtenidos para las enzimas permitió determinar los valores de
pK, correspondientes a los complejos ES, que figuran en 1a
Tabla XVIII, observándose una diferencia marcada entre la
enzima hepatica humana y la eritrocitaria. En particular, el
efecto se hizo mas notable en la zona alcalina, donde la curva
para la enzima hepatica mostró una pendiente mas suave,
obteniéndose un valor de pKes mas alto. Estos tipos de curvas
han sido obtenidas para la mayoria de las FEB-Dde diversos
organismos, tanto procariotes comoeucariotes (316, 321, 332,
336) por lo que el analisis que se detalla a continuación es
comunpara todas ellas.

El efecto del pH sobre una enzima como la PEG-Dque utiliza
cuatro moleculas del mismosustrato, asi como la obtención de
valores de pKes por estudios de Vmax y los de pKe 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 XVIII: ¡CCION DE EFECÏÜRES GUIHICOS.

EFECTOR PBG-D

ERITRDCITARIA HEPATICA HEPATICA
HUMANA HUMANA DE RATA

H+ (pKes) 7,15 —aa 7,35-e,9 7,1-8

CATIÜNES(pre]50)*. divalentes
(1a serie de trans.) 3,5 ,9 3,1

. Pb2+ 5,0 1.7 4,6

REACTIVOS de -SH Y —s-s—
(z de inhibición)

. pMB 0,1 mH 95 ¿o 61

. NEM 1,0 mM 21 41 30

. RSH 50 mM 63 46 55

. Cs-sC 50 mM 27 20 25

PPL (p[PPL350)** 2,4 2¡5 2,6

FG (Z de inhibición)
. 7,8 mM, 1 min N.D. ¿o N.D.

HRK(Z de inhibición)
. 10 mM, 1 min N.D. ¿o N.D.

a Snythey Iillíals (336).
‘ p[Hero=-log[fletal]que produce 501 de inhibición.
‘¡ p1PPL]50=-log[PLP]que produce 501 de inhibición.
N.D. no determinado.

los valoresRespecto de de pKes,
existente hasta
de velocidad limitante del proceso global,
que

la falta de información
el momentoacerca de la naturaleza de 1a etapa

o la posibilidad de
ocurran ionizaciones equivalentes en la serie de reacciones
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parciales hasta la obtención del último intermediario
enzima-tetrapirrol, hace imposible atribuir los valores
experimentales a alguna etapa en particular. De alli que se
puedan sólo hacer aproximaciones sobre el tipo de grupos
cargados participantes, comose vera mas adelante.

Estos analisis publicados para diferentes PBG-D,como los
desarrollados para las de este trabajo, en particular la
hepática humana que se tomó como modelo, establecen que al
menos dos grupos ionizables estarian involucrados en la
catalisis

Asi, para la enzima de. g; gracilis (321) 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¿ ¿gli de 7,07 y 7,92 (316); mientras que
para la hepatica humanase obtienen valores de 7,35 y 8,9.

Los datos obtenidos por Williams y col. (321, 332)
mostraron una disminución en los valores de la relación Vmax/Km

con el pH. del ladobásico de la curva de actividad’y han sido
interpretados como la ausencia de un pña en la enzima libre
(y/o formas ES que unen sustrato) o en el sustrato, y que
corresponde al valor de 6,1 ó 7,4 obtenido. Si el efecto se
debiera a la ionización de la parte S del complejo E-S, el pKa
de los grupos carboxilatos del PBGen su interacción con la
enzima deberia aumentar desde sus valores libres: 3,7 (acetato)
ó 4,95 (propionato) hasta los valores observados (6,1; 7,4;
7,07; 7,35).

Evans y col. (317), por sus estudios con RMNde 3H en
PBG-D de BD; sgheroides han supuesto, avalados por sus
resultados, que valores altamente perturbados como los
observados en estos pKpor la interacción del sustrato con la
proteina, serian compatibles con la formación de una unión
iónica entre el grupo carboxilato de la cadena propiónica del
PBG y un grupo basico de la enzima. Este podria ser adscripto a
un é-NHZ de lisina, un guanidino de arginina o un imidazol de
histidina que participaria asi de la conformación del Centro



activo.
Si en cambio reflejara la ionización de la parte

enzimática, su ausencia en el rango de pH ensayado podria
deberse a que el pKa del grupo seria menor que 5 y
correspondería posiblemente a 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 sustrato.

Estos autores encontraron ademas que la dependencia de la
relación Vmax/Kmcon el pH revela una unica ionización a valor
de pH 8,2 lo que reflejaria ionización en la E libre o en sus
tres formas pirrólicas. Los valores muycercanos obtenidos para
los pHes (8,8 en g. racilis, y 8,9 en higado humano) podrian
sugerir ionización de grupos cargados en la enzima libre o en
las formas E8 capaces de unir sustrato donde los valores de pKa
se ven perturbados. Si se toma esta probabilidad comocierta, y
se consideran los valores conocidos de los aminoácidos, se
puede inferir que la cisteina (pKa8,3-8,ó) seria el residuo
que podria interactuar y 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 sección precedente (III.3.3) el
uso de reactivos característicos de grupos tioles libres o
unidos covalentemente ha permitido evaluar su posible
participación en la estructura dinamica del centro activo. En
la Tabla XVIII sólo se presentan ejemplos tipicos de los
efectos producidos por reactivos tiólicos especificos de ambos
estados de oxidación del S (-2 y -1) asi como los valores de la
inhibición producida por iones metálicos que se caracterizan
por una mayor interacción con la enzima, expresados como
P[Ne]5o

El analisis de todos esos resultados llevó a la proposición
presentada en la sección (111.3.3), donde se sugiere la
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existencia en el centro activo de las PBG-Dde una unión S-S
que colaboraria en su conformación y de un grupo -SH libre no
expuesto que se haria mas accesible por un cambio
conformacional, que es dable suponer ocurre por la adición
secuencial de las cuatro moleculas pirrólicas.

Esta especulación estaria avalada por los resultados de
Russell y Rockwell (351) quienes encuentran mayor inhibición de
la PBG-Dde germen de trigo, por preincubación con el sustrato,
frente a reactivos inhibidores de sulfhidrilos y los de Warren
y Jordan (379) quienes encontraron poca inactivación con la
enzima nativa, pero si un remarcado efecto (60-1002), tiempo
dependiente, con los complejos intermediarios E-S, siendo mas
rapida la acción para la enzima con mayor número de moleculas
de PBGunidas, i.e. EíESéESQCESE.

En ambos casos, asi como por los resultados de este
trabajo, se propone que la adición de PBGcausaría un cambio
conformacional de las PBG-Dque conduciria a la exposición de
grupos sulfhidrilos previamente ocluidos en la enzima nativa.

Por otra parte, Rooij y col. (335) informaron que corridas
electroforeticas en SBS-PAGEde PES-D eritrocitaria humana
purificada revelan dos bandas proteicas, una con menor y otra
con mayor intensidad, con sólo una pequeña diferencia de PM:
40.900 y 41.500 respectivamente. Ambas bandas invierten su
ubicación por la presencia de un agente reductor tiólico (DTT)
agregado a la corrida. Aunque desconocen su significado, el
efecto del DTT se corresponde con una diferencia en el estado
de reducción de uniones disulfuro (-S-S—) en la PES-D.

La remarcable correlación obtenida para las tres enzimas en
la interación de iones metalicos con grupos especiales de las
mismas (Fig.ó3) y que implica un comportamiento similar
(ligandos-ligante) aunque diferencial en sus valores absolutos
-expresados por sus valores p [Me150- (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 suponer
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entonces que el mecanismo participante involucrado es la
coordinacion de los iones metalicos con sitios donores
selectivos (S,N,Ü) necesarios para dar una estructura espacial
que asegure maxima actividad. Siendo todos estos resultados
obtenidos "in vitro", separadamente, e imaginando a todos los
donores actuando simultaneamente como poco probable, uno puede
estar tentado a acotar el numerode ellos, considerando sólo a
los donores de mayor capacidad de union con los ligandos mas
especificos, es decir mas inhibitorios. Conestas hipótesis,
los resultados presentados muestran que la cisteina o cisteinas
cercanas espacialmente serian las mas favorecidas (Fig.ó3, zona
sombreada).

Él hecho que grupos cargados estén presentes tanto en el
sustrato, que posee dos carboxilatos (pKa 3,7 y 4,95) y un
amino (pHa 10,1) en su estructura, como en 1a enzima que tiene
un número considerable de residuos aminoacidicos con carga,
permiten explorar en la búsqueda de posibles interacciones que
consideren a estos grupos en 1a union del sustrato y 1a
catalisis. De alli que muchosinvestigadores, con diferentes
PBG-D,hayan aportado datos a este conocimiento.

En la tabla XVMsepresentan solo resultados ya analizados,
que indican algunas de estas posibles interacciones.

E1 PPL ha sido implicado por varios investigadores (354,
357) como esencial para el mecanismo de la reacción.
Recientemente, Miller y col. (355) han informado que dos
lisinas de 1a PBG-Dde E.coli, conservadas evolutivamente, se
modifican preferencialmente y podrian integrar el sitio activo.

Los resultados obtenidos con 1a enzima hepática humanay
modificadores quimicos especificos para aminoácidos, aunque con
diferencias, avalan los informes presentados por otros grupos
de investigacion (324, 340, 356, 357) sobre la participación 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 comofenilglioxal y c) grupos
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carboxilatos comoel reactivo especifico de Woodward,mostraron
una marcaday rapida acción inhibitoria.

El rol de residuos de argininas en la unión de
tetrapirroles ha sido bien documentado para globinas y
proteinas que unen grupos hemos relacionados, asi como en la
ferroquelatasa cuyo sustrato es un tetrapirrol, implicando
siempre una interacción par iónica con grupos carboxilatos.
Mientras que los valores de pKa obtenidos para diferents PBG-D
implicarian la participación de grupos carboxilatos, aunque muy
modificados por su entorno.

Es tambien conocido que otras proteinas mantienen su grupo
prostático hemo unido a la proteina por medio de una cisteina,
de alli que no sea sorprendente su utilización por las PBG-D
que asegura asi una direccionalidad a su reacción catalitica.

Todo el cúmulo de resultdos aportados por 1a literatura y
por este trabajo permiten proponer el siguiente modelo para las
PES-D (Fig.ó4), teniendo presente que las enzimas como
entidades moleculares orgánicas derivan su función biológica
enteramente de su estructura espacial quimica no estatica, sino
dinamica.

III.4 ANALISIS POBLACIDNAL

III.4.1 DIAGNOSTICO

Como se ha explicitado en la introducción (sección 1.4.2)
los portadores del sindrome porfirico pueden llevar su
alteración génica sin llegar a su manifestación clinica. Sin
embargo, cuando ocurre su eclosión es necesario determinar
claramente su existencia en los posibles portadores para
prevenir la exacerbación de los sintomas provocados por el uso
incorrecto de drogas, en su mayoria porfirinogenicas, o
diferenciarlo de otras enfermedades con signos semejantes. Por
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otra parte, el reconocimiento de los portadores sileciosos
mediante estudios cada vez mas especificos y en permanente
desarrollo permite a la medicina preventiva aplicar modalidades
terapéuticas que favorecen y/o posibilitan una mejor calidad de
vida, previniendo la manifestacion y/o exacerbacion de esta
patología.

Con estos objetivos, el analisis poblacional de PAI con
fines diagnósticos comprendió, desde el punto de vista
bioquímico,I los estudios con los resultados que se desarrollan
a continuación:

III.4.1.1 Metabolitos hemicos

Para detectar la presencia de intermediarios del camino
biosintetico del hemo, en cantidades alteradas, se realizaron
diversos ensayos mediante tecnicas rapidas comose indica en
Metodos (seccion 11.2.10).

En la Tabla XIXse muestran los resultados correspondientes
a los ensayos cualitativos que se realizaron en individuos con
PAI en estadios de crisis, remisión y latencia.

ïABLA XIX: ANALISIS CUALIÏAÏIVO DE HETABOLITOS HEHlCOS EN PAI

ESTADIO SANGRE ÜRINA HECES

PORFIRINAS PBG PDRFIRINAS PBG PORFIRINAS

CRISIS N +++ ++ ++++ +

REMISION N ++ + ++ N a +

LATENCIA N N N N N

= norlal, + = arriba de lo norlal, ++ = ¡oderadanente increnentado, +++ y ++++= ¡uy increlentado
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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 detección
rapida de metabolitos hemicos, especialmente PBG, para
descartar otras patologías. Comose sabe, la presencia de PBG
elevado es un indice muyclaro del sindrome porfirico pero no
concluyente de PAI, ya que otras porfirias agudas tambien lo
presentan, de alli la necesidad de ensayos mas especificos.

En la Tabla XXse presentan los resultados de los ensayos
cuantitativos de metabolitos hemicos, realizados en individuos
controles y portadores de PAI silenciosos y manifiestos. El
análisis de los datos demuestra que los metabolitos ALAy PBG
presentan el mayor aumento respecto de los controles, pudiendo
alcanzar en estadios de crisis severas, valores en orina de 85
a 100 mg y 135 a 250 mg diarios respectivamente, en los
pacientes estudiados. En estos casos se observa un aumento de
las porfirinas excretadas especialmente en orina,l evidenciando
la cromatografía en placa delgada de sus esteres metilicos,
altos porcentajes de URÜI (302 de la fracción URÜ)debido a la
condensación no enzimática del PEG.

III.4.1.2 Actividad eritrocitaria gg PEG-D

Como se ha señalado, la PBG-Des la enzima involucrada en
la PAI, y su determinación en sangre periférica permitió
avanzar con mayor certeza en el diagnóstico de la misma, ya que
en la mayoria de los casos establece sin dudas, la falla
genica.

Por lo tanto, se ha .dosado la actividad de PBG-D
eritrocitaria en individuos portadores y pacientes
relacionados, asi como en individuos sanos para obtener el
valor promedio de la población control en Argentina. Se ha
obtenido para portadores porfiricos un valor promedio de
16,3+3,3 U/ml GR, con un rango de valores comprendidos entre
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PBGUROCÜPRO
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8,2 y 29,1 U/ml GR. Comomuestra 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 superposición en los valores
basales de actividad entre individuos controles y portadores.

ÏABLA XXI: ACTIVIDAD DASAL DE PDG-D ERIÏRDCITARIA

INDIVIDUDS ' PBG-D (u*/m1 GR)

rango í + SD

PORTADORES(n=70) 8,2 - 29,1 15,3 t 3,3

CONTROLES (n=90) 23,0 — 52,1 37,9 t 7,7

tU = nloles URDI/h.

Este hecho ya señalado por otros investigadores (437, 439)
dificulta en algunos casos (BZ) el dignóstico certero de
eventuales portadores silenciosos o latentes en estudios
familiares y ha llevado al desarrollo de nuevas tecnicas que
tienden a analizar la falla a nivel molecular.

En la Fig.65 puede apreciarse un estudio tipico familiar en
el que se informan los valores de PBGurinario y la actividad
de PEG-D eritrocitaria de ¡sus integrantes. Estos datos
permitieron la clasificacion de los mismos en portadores
silenciosos, manifiestos asintomaticos o con sintomatología
clinica, y no portadores del sindrome.

En el caso del individuo IV.5, los sintomas clinicos y los
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estudios bioquímicos coincidieron con los de una crisis aguda
de PAI y motivaron posteriormente el estudio familiar. Asi, el
individuo IV.ó se clasificó, en virtud del analisis bioquímico,
como portador manifiesto asintomatico en el periodo del
estudio. El individuo IV.3 se clasificó comoportador latente
por su valor disminuido de la actividad de PBG-Deritrocitaria
y su nivel normal de PBGurinario, el IV.4 como incierto por su
valor de PES-Deritrocitaria (dentro del rango de solapamiento)
y el V.ó como no portador debido a la actividad normal de sus
progenitores. '

De lo expuesto hasta aqui, puede concluirSe que en los
pacientes en crisis, el sindrome Se dignostica mediante el
analisis de los sintomas clinicos y datos bioquímicos, dados
estos ultimos por la acumulación de FEB, en mayor cantidad que
la de ALA,y porfirinas en excretas y fluidos biológicos.

El estudio familiar de pacientes con PAI (propósitos)
permitió habitualmente descubrir los portadores latentes y
manifiestos asintomaticos. La medición de PBG-Deritrocitaria
resulta un buen metodo diagnóstico de esta patología, sin
embargo, para supuestos casos latentes existe cierta
incertidumbre para su clasificación (inciertos) comoya se ha
señalado. Tambien esta puede resultar errónea, cuando la
disminución 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 la existencia de isoenzimas tejido-especificas
(eritroide y no-eritroide) 1a medición de PBG-D hepática
constituiría el metodo diagnóstico mas concluyente, pero
resulta dificultosa y riesgosa la obtención del material
(punciones, biopsias).

III.4.1.3 Dosaje gg proteina inmunorractiva

La posibilidad de detectar portadores latentes no
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identificables por los metodos ya indicados y/o variantes del
sindrome porfirico, llevó a encarar la cuantificación de
proteina inmunorreactiva, PBG-D,en controles y portadores del
gen de 1a PAI. Para estos estudios se empleo el anticuerpo
anti-PEG-D eritrocitaria monoespecifico obtenido, cuyo titulo
(1:85) se estimo mediante ensayos de inmunotitulacion segun se
describe en la seccion III.2.2.1. Cabe aclarar que cuando se
utilizo como antígeno, lisados de globulos rojos provenientes
de pacientes con PAI, se obtuvo un idéntico titulo del
anticuerpo; lo que demuestra que 1a disminución de la actividad
enzimática se corresponde con la reducción de proteina que
reacciona inmunológicamente.

E1 electroinmunoensayorealizado con proteina eritrocitaria
purificada y los resultados obtenidos en dichas corridas
(seccion III.2.2.3) posibilitaron la utilizacion de este método
para el dosaje de PES-Den lisados de eritrocitos de individuos
controles y porfiricos.

En las Fig.óó puede apreciarse que muestras de eritrocitos
lisados de portadores silenciosos (orificio ó), manifiestos
(orificio 2) e individuos controles (orificios 4, 5 y 7 a 11)
exhibieron una idéntica relacion de la actividad enzimática
versus la cantidad de proteina inmunorreactiva, por lo tanto
los individuos porfiricos investigados pertenecen dentro de 1a
clasificacion al tipo CRIM-negativo(419).

Dicha relación, en los pacientes examinados, mostro un
valor de 1,3:0,2 mU/ng, sugiriendo que la disminución de la
actividad enzimática de PBG-D observada podria deberse a la
ausencia de transcripcion del alelo mutado o bien a la
produccion de un mRNAque se procesara anormalmente y/o de una
enzima que se degradara muy rapido, no pudiendo detectarse
inmunológicamente. Llewellyn y col. (427), usando el ensayo de
proteccion contra la accion de RNAsapara analizar 1a expresion
del alelo mutado en un sujeto CHIN-negativo, demostraron la
transcripcion del mismocon una delecion de 50 nucleótidos.
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Fï5.óó: ELECTROIHHUNÜENSAYÜDE LISADGS ÜE ERITRÜCITÜS DE PACIENTES CON PAI V CONTROLES.

La preparacion de los Iisados y las condiciones de la corrida y del revelado se indican en Métodos. Orificios 1,
2 y_3 contenían 60, 80y 120 ¡U de PES-ü purificada respectivamente; orificios 4, 5, 7, 8, 9, 10 y 11 contenían
{Opi de Iisados de eritrocitos de individuos controles (87, 2, 80, 7d, 90, 70 y 98 aU de PES‘Drespectivamente)
orificios 6 y 12 contenían 10 pl de Iisados de eritrocitos de individuos portadores de PAI (¿3 y 56 ¡U de PES-D
respectivanente). '
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Por otra parte, aunque resulta poco probable, no se
descarta la posibilidad de que el anticuerpo generado no
reconozca a una proteina cuya mutación haya afectado al sitio
antigenico.

La metodologia aqui presentada permite otro criterio de
evaluación y por lo tanto colabora con el diagnóstico de la PAI
mediante el dosaje de proteina inmunorreactiva, que en los
portadores estudiados del sindrome exhibió valores en el rango
de 7,2 a 23 ng<pl GR y en controles 20,7 a 43,8 ngápl GR. Debe
hacerse la 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
diagnóstico negativo. En los ensayos realizados hasta el
momento, no se han detectado pacientes que presenten el tipo
inmunológico clasificado comoCRIM-positivo.

III.4.1.4 Perfiles gg isoelectroenfogue gg PBG-Deritrocitaria

La existencia de formas múltiples de 1a enzima generadas
por interacción con su sustrato, llevó a realizar estudios
comparativos entre individuos normales y porfiricos, utilizando
la caracterización por puntos isoelectricos. Para ello se
aplicó 1a tecnica de isoelectroenfoque a muestras de lisados de
eritrocitos. En las Figs.ó7 y 68 se aprecian dos corridas
tipicas, de cuyo analisis se han obtenido los siguientes
resultados:

a) En individuos controles, 1a aparición de cuatro a cinco
bandas con actividad enzimática y pI de 6,3; 6,0; 5,7; 5,5 y
5,3; y una distribución de la actividad enzimática que hizo
corresponder la mayor proporción de la misma a las bandas mas
catódicas (carriles 3 y 5 en Fig.b?y carril 3 en Fig.GÜ.

b) En portadores silenciosos, una igual posición y
distribución de la actividad de las bandas, con respecto a las
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FIG.67: PERFILES DE ISÜELECÏRÜENFGGUE DE PRG-D ERITROCITARIA HUMANA.

Todas las muestras sembradas consistieran en lisados de eritrocitos lavados obtenidos por congelamienth y des
congelaoientos. CarriI i y 2: portadores de PAI silenciosos, carril 3 (siesbra en banda) y carril 5 (siesbra en
punto): controles, carril 4: portador manifiesto asintonatico. 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 enzisatica y la determi
nación de los pl se realizaron según se indica en Hétodos.
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35.68: PERFILES DE ISOELECTRÜENFÜGUS DE PES-D ERXTRGCITARIA HUHANA.

La preparación de las nuestras seabradas y las condiciones de la corrida son las aisnas que las indicadas en la
Fig.ó7. Carril i y 4: portadores de PRI silenciosos, carril 2: portadas manifiesto, con nivel urinario de PBSde
60 sold, carril 3: control, carril 5: portador aanifiesto en crisis, con nivel urinario de PESde 95 Ig/d.



de individuos controles, excepto una reducción (150%) de la
misma en todas ellas (carriles 1 y 2 en Fig.e7y carriles 1 y 4
en Fig .68) .

c) En portadores manifiestos en estadios de crisis, un
aumento en la proporcion de la actividad correspondiente a las
bandas mas acidicas (carril 5 en Figlfi).

d) En portadores manifiestos (no crisis), una distribucion
de la actividad en las distintas bandas dependiente de la
concentración plasmática de PES y por ende de su nivel
urinario. Asi, en individuos con concentraciones elevadas
(nivel urinario de 60 mgdiarios) la actividad enzimática se
observa casi totalmente desplazada hacia las bandas mas acidas
(carril 2 en Fig.6&.

e) En todos los portadores manifiestos de una familia sin
sintomatologia clinica, un perfil peculiar exhibiendo la banda
de pI 5,7 significativamente aumentada (carril 4 en Fig.6Ü.

Los resultados señalados en c) se explican en virtud de la
concentracion mayor de PEG presente durante los estadios de
crisis, que determinan la presencia de una elevada proporcion
de los isomeros de carga con mayor número de moleculas de
sustrato y que normalmente se generan por la union de 1, 2, 3 o
4 moleculas de PBG a 1a enzima. Dichos perfiles han podido
reproducirse preincubando la enzima de portadores silenciosos
con el sustrato (80 HM) a 37°C durante 30 min y efectuando
posteriormente la corrida.

Del analisis de los resultados expuestos se infiere que la
aplicacion de esta tecnica constituye un apoyo al diagnostico y
al seguimiento de portadores latentes y manifiestos de esta
patologia.

III.4.2 HEMATINA: SEGUIMIENTO9g gfi_TERAPIA

Desde hace varios años se lleva a cabo en múltiples
instituciones sanitarias del pais, con la colaboracion de
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nuestro grupo de trabajo, la administración de hematina como la
forma mas efectiva de terapia para ataques agudos de porfiria.
El establecimiento de estas crisis porfiricas se hace a traves
de una serie sucesiva de estadios con signos y sintomas
clinicos que han sido descriptos por Irigoyen y Tomio (248).
Estos estadios se resumen en la Tabla XXII.

ÏABLA XXII: SINÏOHAS CLINICOS DEL AÏAQUÉ AGUDO.

ESTADIO

MODERADD SEVERD

1 . Alteración en el caracter 4 . Reflejos profundos
. Dolor muscular (abdominal) disminuidos
. Taquicardia . Voz susurrante
. Hipertensión

2 . Vómitos 5 . Parálisis muscular
. Constipación general
. Confusión mental . Atrofia del nervio óptico

3 . Debilidad muscular ó . Parálisis respiratoria
. Contracturas . Coma
. Convulsiones . Muerte
. Alucinaciones

La aplicación de hematina,l según se indica en Métodos, por
profesionales medicos a un número importante de pacientes (mas
de 130 infusiones, cerca de 50 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 evolución
clinica y bioquimica, esta última mediante el dosaje de la
hematina serica a distintos tiempos de su administración y la
cuantificación de los metabolitos hemicos, ALA, PBG y
porfirinas urinarias.

En la Fig.ó9 se presentan los parametros bioquímicos
medidos antes, durante y despues de la terapia con hemo, en un
caso tipico: paciente en ataque agudo (estadio 3 a 4, moderado
a severo) con niveles urinarios de: PEG, 145 mg/d; ALA, ¿3 mg/d
y porfirinas, 1.850 pg/d. Este paciente tratado primariamente
con exceso de glucosa mostró poca reversión de los niveles de
los precursores (dias 1 a 7) y deterioro de sus condiciones
clinicas.

El tratamiento con hematina consistió en infusiones de 180,
120, 150, y 100 mg por dia, administradas por via intravenosa
cada 24 hs durante 4 dias consecutivos. Comose aprecia en la
Fig.ó9, los niveles de ALAy PBGdisminuyeron en un 50 y 25%
respectivamente despues de las 36 hs, siendo luego esta
disminución mas significativa. Asi, el ALAalcanzó un valor
casi normal a los 3 dias despues de iniciada la terapia y el
PBG mostró uno de los valores mas bajos (120%del inicial).
Despues de finalizado el tratamiento, estos valores se
incrementaron, retornando a sus niveles estacionarios y
mostrando el tipico rebote observado también por otros
investigadores (230). La recuperación clinica comenzódespues
del primer dia y se acentuó notablemente en el transcurso de la
terapia. El seguimiento de los metabolitos ALAy PBGrealizado
en los meses subsiguientes (Fig.ó9), mostró valores basales
superiores a los normales, rasgo caracteristico observado en la
generalidad de portadores de PAI, una vez que la enfermedad ha
hecho eclosión. Sin embargono se registraron sintomas clinicos
característicos de crisis, salvo en una oportunidad (7-15
septiembre) asociados a un sindrome febril gripal, concurrente



229

mg/1ooml'

HHLG

PBG o

ALA x

2400 

pg

1600-

sNOV.7- |55

¡Au-u_n753597} FI“! ¡muaer._ .5 'L.n.;fl ._- ïïu.‘.\vv'rmn. ÍC '-.n .-_ ppp”-..I. n ‘---.

.4: unanl
..

|l



230

con elevación 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 y severos) tratadas con 7B
infusiones, mostraron recuperación en un 902, con una
disminución de los niveles de los metabolitos en todas ellas y
una marcada mejoria sintomática. Mientras que aquellas en que
la terapia se inició ya en estadio ó (8 casos), presentando
sintomas muy severos como parálisis generalizada, asistencia
respiratoria y/o coma, si bien mostraron disminución de los
parametros hemicos, no pudieron revertir el deterioro
instalado. Se hace notar que en estos casos raramente se pudo
llegar a completar 1a serie de cuatro infusiones. La excepción,
la constituyó una paciente (Tabla XXIII, estadio ó, 1*) que
logró recuperarse despues de 4 meses con repetidas series de
infusiones de la droga y 12 meses de terapia fisica.

Actualmente, comprobada la bondad del tratamiento con
hematina, este se inicia ni bien se observan sintomas de los
estadios iniciales (1 ó 2) con mejorias notables aún con dosis
únicas (1-2 mg/kg peso) abortando el establecimiento de los
estadios severos (Tabla XXIII).

TABLA XXIII: TERAPIA CÜN HEHAÏINA DE PACIENÏES CDN PAI

ESTADIO CRISIS (Infusiones) RECUPERACION

1 - 2 18 (22) 100 z
3 — 5 22 (7a) 9o z

ó a—1* (36) 12 x

t Paciente recuperada
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De todos los datos expuestos se infiere que la
administracion de hematina en dosis mas 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 bioquímica comoclínicamente
en pacientes con PAI. El número de dosis, 1a cantidad de droga
suministrada en cada uno de ellas y la frecuencia de su
aplicacion depende de la severidad inicial del cuadro clinico y
bioquímico.

Las metodologías aplicadas para el seguimiento de esta
terapéutica, tales como el dosaje de la droga en suero y la
cuantificación de metabolitos hemicos, fundamentalmente ALAy
PBG en orina;son sensibles y eficaces para evaluar la evolución
desde el punto de vista bioquímico del paciente y concertar una
modalidadterapéutica certera.
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Conclusiones

A traves del proyecto de investigación llevado a cabo y
cuyos resultados se exponen en los capitulos precedentes se han
logrado alcanzar los objetivos propuestos:

X Se logró purificar a homogeneidad la PBG-Dde higado de
rata, mediante una secuencia de pasos cuyo desarrollo sirvió de
modelo para la obtención de la enzima hepática humana.

Los ensayos de caracterización demostraron que es una
proteina globular tipo prolato, de 42 kDa de masa molecular,
con bajo contenido de aminoácidos azufrados, con cinética
michaeliana y marcadamenteestable frente a la temperatura.

La enzima pura se presenta como una unidad proteica con pI
4,9, mientras que fracciones parcialmente purificadas muestran
polimorfismo de carga que se atribuye a la existencia de
isómeros enzima-sustrato.

Las actividades especificas de la enzima hepática de rata
en periodo fetal, neonatal y prepuberal son mayores que en
adulto, revelando una modulación de la actividad tisular como
reflejo de la diferente funcionalidad temporal del órgano.

X La gran contaminación eritrocitaria del tejido hepático
humano accesible, no permitió el abordaje clasico de la
homogeneización directa del material para 1a obtención de la
PES-D, enzima clave en la PAI. Se implementó entonces, un
metodo sencillo de aislamiento de las enzimas citosólicas de
tejido hepático humano, eliminando los glóbulos rojos y por
ende,la isoenzimaeritrocitaria.

Se llevó a cabo la purificación a homogeneidad y la
caracterización de la PBG-Dhepática humana.

Los resultados descriptos muestran su existencia sólo en el
citosol como una proteina globular termoestable de estructura
monomericade 45.000 Da, relativamente simétrica.
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Presenta una cinética clasica (hiperbolica), sin "lag" ni
inhibición por sustrato lo que sugiere un mecanismo de
desplazamiento secuencial con liberacion de amonio en cada una
de las etapas. Cataliza la reaccion de polimerizacion en forma
estequiometrica y en condiciones determinadas muestra valores
compatibles con 1a formación de complejos intermedios
enzima-sustrato.

Este proceso, mediante etapas discretas con formacion de
intermediarios, se vio ratificado por la demostración de 1a
existencia de formas moleculares múltiples en la enzima
hepática humana, similarmente' a lo informado para 1a enzima
eritrocitaria humanay 1a de eucariotes inferiores.

X El analisis de las caracteristicas fisico-químicas de 1a
enzima en tejido hepático de mamiferos tan diferentes comorata
y hombre, muestra sin embargo, una similitud bastante marcada,
lo cual permite sugerir una conservacion estructural a nivel de
su evolucion filogenetica.

X Estudios sobre las caracteristicas tejido-especificas de
las PBG-Dhumanas, permitieron comparar el comportamiento de la
enzima hepática y la eritrocitaria desde el punto de vista
fisico-quimico, cinetico, estructural e inmunológico.

Se demostro la existencia de formas moleculares cargadas
diferencialmente. El analisis de los perfiles de cromatografía
de intercambio ionico y de los pI obtenidos por
isoelectroenfoque, revelaron la presencia de picos o bandas de
actividad en la enzima hepática humanaque difieren en número y
posición respecto de los de la eritrocitaria. Las formas
hepáticas aparecieron siempre en menor número (1 o 2 vs. 4 a 5)
y en conjunto mostraron perfiles de pI mas acidicos que los de
glóbulos rojos (5,8-5,5 vs. 6,3-5,3).

E1 PM de la proteina hepática, obtenida por diferentes
metodologías resulto ser siempre mayor que el de 1a
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eritrocitaria. Esta diferencia observada e informada, fue
posteriormente confirmada mediante estudios de secuenciación de
cDNA.

Los parametros cinéticos caracteristicos: Km, Vmax,asi
como la dependencia de la actividad de ambas enzimas frente a
1a temperatura, fuerza iónica, efectores, etc., mostraron
siempre diferencias significativas, convalidando una vez mas
que sus caracteristicas son tejido-especificas.

* Sus comportamientos frente a efectores quimicos, como
reactivos tiolicos, PPL y particularmente cationes han
permitido presentar un modelomolecular de interacción ligante
macromolecular-ligandos, que si bien es diferencial en terminos
de valores absolutos de las inhibiciones resultantes para las
enzimas investigadas, presenta analogias relativas. Segúneste
modelo, grupos sulfhidrilos aislados o vecinales, asi como
grupos aminos serian importantes para el proceso catalitico.

* Los experimentos de modificacion quimica de aminoácidos
basicos y acidos llevados a cabo con la enzima hepática humana
han posibilitado indagar sobre la naturaleza de los grupos
funcionales que participarian en la catálisis. Sus resultados
permiten postular la existencia de residuos de arginina y
grupos carboxilatos comprometidos en el centro activo de la
enzima.

Todos estos hallazgos, asi como lo valores de pKa obtenidos
y los recabados de la literatura para otras PBG-Dpermitieron
proponer un modelo para su centro activo como el presentado en
la seccion 111.3.4, con dos. sitios: uno de entrada para
orientacion del sustrato y otro de unión al DPMCy
polimerización catalitica. Asi,se ha propuesto: que la adicion
del sustrato -PBG- causaría un cambio conformacional que
conduciria a la exposicion de grupos -SH normalmente ocluidos
en la enzima nativa; que grupos aminos cargados de la enzima
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interactuarian mediante pares iónicos con grupos carboxilatos
del sustrato, especialmente los propionatos; la existencia
probable de una unión disulfuro y grupos carboxilatos que
estarian comprometidos, no sólo en la actividad catalitica de
la enzima sino tambien en su estabilidad y conformaciónI

dinámica.

x Los análisis inmunoquimicos, por otra parte, demostraron
una identidad total entre las isoenzimas hepáticas y
eritrocitaria humana mientras que se halló identidad parcial
entre las enzimas hepáticas de rata y humana. Estos datos
convalidan una vez más la diferenciación entre especies y la
homologia entre isoenzimas de un mismo organismo, ambas
citosólicas.

X Desde el punto de vista aplicado se logró incorporar a los
metodos diagnósticos de PAI actualmente utilizados)el dosaje de
proteina inmunorreactiva y la determinación de los perfiles de
pI correspondientes a la enzimaeritrocitria, que aportan otros
criterios de evaluación de portadores latentes y manifiestos
asintomáticos.

En el estudio poblacional de PAI, sólo se han encontrado
hasta el presente portadores que exhiben una disminución de la
actividad enzimática que se corresponde con la disminución de
la cantidad de proteina inmunorreactiva (tipo CHIN-negativo).

X Se comprobó estadísticamente la eficiencia de la terapia
con hematina) cuya utilización y seguimiento se practica en
nuestro pais (Laboratorio de. Porfirinas, F.C.E. y N.) desde
1977, según las modalidades descriptas en la sección 111.4.2,
asi como en Estados Unidos desde 1973 y recientemente en
Europa.

* Los pasos futuros a seguir en estos campos de
investigación deberán estar orientados al estudio másextensivo
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de portadores de PAI, para determinar si la existencia de la
heterogeneidad genetica constituye un factor condicionante en
1a diferencial evolucion critica de esta patología. En este
contexto, es fundamental contar con material hepático de
diferentes portadores para realizar 1a caracterización de la
PBG-D defectiva, y su comparación con 1a de la enzima hepatica
humana normal, cuyos resultados se presentan en este trabajo;
permitiendo asi, 1a evaluacion de las posibles causas que
originan 1a variabilidad a nivel de expresion proteica.

fi Las caracteristicas diferenciales halladas para ambas
enzimas humanas, respecto de sus parametros moleculares y
cinéticos) avalan 1a existencia de isoenzimas tisulares (tejido
especificas) y convalidan a 1a PAI como una enfermedad
molecular de origen hepatico.
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