ibiiotecd DA FCENAIEA

Efecto de paration, malation, clordano, lindano y

endosulfan sobre el camino metabodlico del hemo

Vila, Maria del Carmen
1986

Tesis Doctoral

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Aires

www.digital.bl.fcen.uba.ar

Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Este documento forma parte de la coleccion de tesis doctorales de la Biblioteca Central Dr. Luis
Federico Leloir. Su utilizacion debe ser acompafnada por la cita bibliografica con reconocimiento de la
fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico Leloir.
It should be used accompanied by the corresponding citation acknowledging the source.

Fuente / source:
Biblioteca Digital de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad de Buenos Aires



UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

EFECTO DE PARATION, MALATION, CLORDANO,
LINDANO Y ENDOSULFAN SOBRE EL CAMINO

METABOLICO DEL HEMO.

Maria del Carmen Vila

Director de Tesis: Dra. Leonor C. San Martin de Vviale

Tesis presentada para optar al titulo de
DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS
1986
'%i;ﬂbaéb lq‘¥{5

4. 8



A mi padre.

"ITn memoriam™"

Aunque no puedas verlo este trabajo estéa
especialmente dedicado a vos que no pudiste terminar de estudiar
pese a la insistencia de tus maestros, quienes rapidamente nota-

ban y se asombraban de tu capacidad.

Sea este mi reconocimiento a gquien tanto

hizo para que yo estudiara.

A mi madre y a mi hermana.

Porque han recorrido conmigo el camino, no
siempre facil, de los aflos de estudio alentidndome y ayudindome en

todo momento.



A Eduardo:

Al esposo,
al amigo,
al compafiero.
Porque é1 tiene mucho que ver con este logro

y con muchos otros logros de mi vida.

A mi hija: Julia.

Que ha venido muy recientemente a embellecer

mi vida y darme un motivo mds para luchar y ceer en el mafiana.



AGRADECIMIENTOS.

A la Dra. Leonor C. San Martin de Viale por haberme formado
como investigadora y haberme facilitado los medios que permitieron

realizar el presente trabajo.

A la Sra. Carmen Aldonatti por haber colaborado en los ex-
perimentos con lindano y por estar siempre dispuesta a dar una

mano .

A Cristina Taira, con quien hemos realizado alguno de 1los
experimentos, Silvia Billi, Rosa Wainstok de Calmanovici, Maria
del Carmen Rios de Molina y Eduardo T. Cénepa por su compafieris-—

mo, su disposicidén a ayudar y su constante estimulo.

A Marta Mazzetti, Adriana Umansky, Yolanda Sopena, los in-
tegrantes del laboratorio de Esteroides y de Biologia Molecular

por su permanente buena predisposicién a colaborar.

A la Catedra de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Exac
tas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires por haber reali

zado las cromatografias gaseosas.

Al Dr. Alberto A. Viale y la Lic. Claudia Tomes por su ayu

da con los cultivos de Escherichia coli.
A la Dra. Ana Silvia Haedo por el asesoramiento estadistico.

Al Sr. Francisco Ortega por su colaboracidén en el mantenimien

to de las ratas.



A la Sra. Liliana Inés Vazquez por el trabajo dactilografico.

A todos los integrantes del Departamento de Quimica Biolbgica

que me han acompafiado a lo largo de estos afios de trabajo.

Al CONICET por haberme otorgado las becas que permitieron

concretar el presente trabajo.

A la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universi-

dad de Buenos Aires por haberme dado el lugar de trabajo.



INDICE

INTRODUCCTION.

I - EAMINQ BIOSTINTETICO DEL HEMO susassisssnss ssvencdssssss
F=1. BlosinEssls 48 AR swsnssveveais s vesinmgs i faneeane s e
I-2y Blosintgdla Je PBE cississnsesns snsassve s aseneains i oaie
I-3. Biosintesis de Uroporfirindgeno ....cc.cceeeecececncees
I-4. Transformacién de Uro'gen III en Copro'gen IIl........
I-5. Transformacién de Copro'gen III en Proto'gen IX ......
T=6, Pormaclén de PFobtE IX . vewwwies s sesevwes & sseeews s s o

I=7. Transformacién de Proto IX en HEeMD eesies s a% aesieds s osae

ITI - REGULACION DEL CAMINO BIOSINTETICO DEL HEMO «.cceeeess
II-A REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE ALA-~S HEPATICA .ccceeeees
II-B REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE ALA-S EN TEJIDOS

DISTINTOS DEL HEPATICO wwieans & sbieieaieels & oeensinne s iaeee

ITI = PORFIRIAS EXPERIMENTALES siosiis st eseses s e ess sessaness
ITI-1. Efecto del AIA sobre la biosintesis del hemo ........
III-2. Efecto del DDC sobre la biosintesis del hemo ...c.c..

ITII-3. Efecto del HCB sobre la biosintesis del hemo ..ceeee.

IV - LINDANO, CLORDANO, ENDOSULFAN, PARATION Y MALATION ..
Objetivos S 8 8 8 8 8 S8 0SS S S S S S S E S S S SEESEESSeee seeee

PARTE EXPERIMENTAL.

MATERIALES IIIIIII - = 8 8 8 8 8 s S & S A eSS s - " & & 8 & 8 & " & & -

14
16
22
25
28
29

32

32

40

41
42
46

49

56

59



METOROS 558 siauaists s ma et s & Goamshm d w mmmmsemm o e me sees B
I = ‘TRABAJIO CON EMBRIONES) .emvmmnie susimmae mn oo emmmersws w e e G0
I-1. Tratamisnto e 108 BNIMALEE . .coceans onenenes s v vwasss: B
I-2. Contenido de porfirinas en el higado ..ceeevcscscncaca 67
I-3. Peterminacion 8e ALA=E sawwi s swssnvsassnsevias v vssuesss 58
I-4. Fracclonamiento subcelular :csscescsssscsescsssssscsses 69
I-5. Determinacién de ALA-S con agregado de Succinil

COA=SINLOLASA wnvesnsomuven s swmmmnne s s wsvese s ss eoeesne 11

I"'6- ObtenCién dE SUCC COA‘-S L L L B B O R L L BB B B R 72

I—?. DeterminaCi.én de SUCC COA_S ® % 8 S 8 8 e E S e S eSS DR e R e S 73
I-8. Determinacidbn de protelnas .icicoccisansornsisscenines 14
I-9. Determinacién de Succinico Deshidrogenasa ......eeeee. 75

I-10. Determinacién de Glutamato Deshidrogenasa ........e... 76

I-11. Determinacién de ferroquelatasa ...cccecscccaccececcocaeas 77

Il = 'TRABAJQ EON' RATAS : sawapeais saseonesns diders»sssiEacessm 15
II-1. Tratamients de 168 8nimaAles .ecceaisssiicorsassasssesnse 16
II-2. Preparacidén de las resinas DOWEX .eeceeececcecancaccasas 79
LTy, REsing AOIBNEER & o o ememe nokn s wmemm s 5 & amame s s s e sowiew T
II=2b. Resing CAtIN1ca .. ceeeman v snsneess s sasesmss s peevaasss 19
II-3. Determinacién de ALA y PBG y porfirinas en orina ..... 80
II-4. Regeneracidn de las resinas .cccescesescccsssccnssaass 82
II-5. Determinacién de COPRO y PROTO en heCesS ..:..eoeaceess 82
II-6. Determinacibén del contenido de porfirinas en

El higado S & 8 & s S S eSS0 S SRS E S eSS S ST e eSS 0 e s e 84



1T-7. Determifiacidn @6 ALB=Biisssnssovassesnsssnspsamsnsannne Db
IT-8B. Detérminacion de Plliasssssssdssnsnnssssevesvonssssvas BB
II-9. Preparacidén de uroporfirinbgeno III..;............... 86
IT-10. Esterificacidn de las porfirifid8.sscssovvannvssssssae BY
IT=11. Pasaje & CloroforMO.esssvvmesssassssssoiovmnnsssoneas OO
II-12. Identificacibén de las porfirinas. Cromatografia en

papel de sus ésteres metilicOS.ceeceeerccccccccscanss 88

III - TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS......cc00es 90

RESULTADOS Y DISCUSION.

I - EFECTO DE: CLORDANO, ENDOSULFAN, PARATION Y MALATION

SOBRE EL CONTENIDO DE PORFIRINAS Y LA ACTIVIDAD DE

ALA-S EN HIGADO DE EMBRIONES DE POLLO.

BEBUETRDBS . < » » o crnnvmeninn ¥ 4 & Vv saaenny i § bussossnnsis 91
I =1. CONTENIDO HEPATICO DE PORFIRINAS:cccescccsconcecsseses 21
I -l1a. Efecto del clordano sobre el contenido hepatico de

POELELINGE . 5 « o oo cmmemes s x & pamamssass s pesesseessass Il
I -1b. Efecto del endosulfan sobre el contenido hepéatico

de porflrinagcisveesins s s snvesssanis sanssansssseanen 24
I -1c. Efecto del paratidn sobre el contenido hepatico de

BOFEIEINAS: socos onsias s 4 emsenamess s s » roesakese s osve N6
I -1d. Efecto del malatidn sobre el contenido hepadtico de

POETArANAS v ovivansn s s o asniseansve ¥ s suneeewius s sssses 101



I -‘20 ACTIVIDAD DE ALA"‘S-----...0.o----.....-----.-....-a- 105

DISCUSION....--'o..ln---...cn-a--...-------..lclocio 108

IT - EVALUACION DE LA CAPACIDAD PORFIRINOGENICA DEL

LINDANO EN RATAS.

REBUETADOS s 6,5 5 5 tua b 8 & serepemerem s 8 & aeswe e s W @ w e oS
IT -1. EFECTO DEL LINDANO SOBRE LA EXCRECION DE PORFIRINAS

¥ PHECURSORES o s o siomisacnninn s oaesnes sy § & &@owesse i s sveve 1L1d
Il =1a. Excrecidn 68 ALA y PBG &n ofif@cesisssssswessssssases 113
II -1b. Excrecidn de porfirinas en orind..scccecceccecccscess 116

II -1c. Excrecidén de Copro y Proto en heceS..ceecscescscaess 116

IT -2. EFECTO DEL LINDANO SOBRE LA ACTIVIDAD HEPATICA DE
ALA—SyPCL-....'...I--.--'.....-........l-....'.... 119

DIS(:USION.-‘.I..I..-..-....l..‘.l.-l....C-.---........ 122

ITTI- ESTUDIOS SOBRE EL AUMENTO DE ALA-S PRODUCIDO POR

MALATION.

RESBLTEDOS: ¢ sawwewn s ¢ § eaeeaiesss sapeienass s e semmeasy Lol
III-1. Efecto de la variacidén del tiempo de tratamiento de

los embriones con malatidn sobre la actividad de

DI o mcnin s & mgrw s @ & BoiremeEs ele)s & SaGIEEFTE § ¥ Sa By ess e ]
ITII-2. Efecto de la variacién del tiempo de incubacidn de

la reaccidn enzimdtica sobre la formacidn de ALA.... 129
III-3. Efecto de los inhibidores de la sintesis protéica

sobre el aumento de ALA-S producido por malatidén.... 129



III-3a. Efecto de cicloheximida sobre el aumento de ALA-S
productids oL MAlFELOA v wwass & sneasass § oo wi 5 §aEee
III-3b. Efecto de Actinomicina D sobre el auemtno de ALA-S
producido por malatiOn. sessssseossens sossasonsseess
III-4. Efecto de hemina sobre el aumento de ALA-S produci
do piok MAlatiBf.ees s vasmenen = swaedes s & sevess § seeesin
III-5. Efecto del agregado de malatidén "in vitro" sobre la
actividad de ALA-S Notmal.cssisvecascsssiosiosssiasoans
III-6. Efecto del FB sobre el aumento de ALA-S producido
_ PR MALBEIONG G o558 & 6anbthad & s s & B wE % b s
ITI-7. Efecto de malatidén sobre la actividad hepatica de
ferroquelatasa.............................:........
III-8. Estudios sobre la distribucidn subcelular de la ac

ti\fidad de ALA_Soansoocc-'---.....-.on-.---..-.---u-

DISCUSION.“.‘...'..'.......-.-..-......-'.-'......'

CONCLUSIONES.---..-.o--.c...Il.n..t.n--.b--....-..ocuo.-...c

BIB_LIOGRAFIA--a.-a.--o.-l..-tc-'---o--.un.l-o.lco..tttqoaaat

131

133

142

145

145

150

150

157

165

168



ABREVIATURAS.

A : —CH2~COOH.

Act D : Actinomicina D.

AIA : Alilisopropilacetamida.

ALA : Acido d—-aminolevulinico.
ALA-S : ALA-Sintetasa.
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EDTA : Acido etilendiaminotetraacético.
FB : Fenobarbital.
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I - CAMINO BIOSINTETICO DEL HEMO.

La biosintesis del hemo es de fundamental importancia en 1la
naturaleza ya que el hemo forma parte de moléculas tan importantes
para -la vida comc: hemoglobina, citocromos, catalasa y muchas otras
hemoproteinas.

En los Gltimos 40 afios, gracias al desarrollo de técnices
radioisotépicas, se han podido dilucidar los diferentes pasos de
este camino biosintético. Ya en 1946, Shemin y Rittenberg (1 4 2)
encontraron que después de administrar glicina marcada isotdpica-
mente aparecia marcacién del grupo hemo de la hemoglobina circulan
te.

Estudios posteriores demostraron que los 4 &tomos de Nitré-
geno (1, 3 4y 4) y 8 de los &tomos de Carbono del Hemo (4 - 6) deri
van de la glicina (Figura 1). El resto de los &tomos de Carbono
provienen de unintermediario de 4 carbonos del Ciclo de Krebs, pre
sumiblemente Succinato (4).

Shemin y Russel (4, 7) sugirieron que el intermediario que
se formaba a partir de la condensacidén de Glicina y Succinato era
el 4cido O -aminolevulinico (ALA).

Este hecho queddé confirmado por la utilizacidn de ALA(5-14CJ
por un hemolizado de eritrocitos de pato (8). Se postuld entonces
la formacién de ALA a partir de Glicina y Succinil Coenzima A (Suc
cinil-CoA), éster activado de Succinato, y la posterior formacidn

del pirrol precursor Porfobilinégeno (PBG) (7, 9 , 10).
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Figura 1: MARCACION OBTENIDA EN LA MOLECULA DE HEMO A PARTIR DE

GLICINA 2-14C.
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Figura 2. CAMINO BIOSINTETICO DEL HEMO Y SU COMPARTIMENTALIZACION.
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Por lo tanto el primer paso de este camino metabdlico, que
se muestra en la Figura 2, es la formacidén de ALA a partir de Gli
cina y Succinil-CoA. Esta reaccidn estd catalizada por una enzima
mitocondrial el ALA-Sintetasa (ALA-S).

Luego 2 moléculas de ALA se combinan para dar 1 molécula de
PBG obteniéndose asi el pirrol precursor. Esta reaccidn ocurre en
el citosol y estd catalizada por la enzima ALA-Dehidrasa (ALA-D).

El paso siguiente, que también tiene lugar en el citosol,
consiste en la condensacidén de 4 moléculas de PBG para dar el pri
mer tetrapirrol: Uroporfirinbégeno III (Uro'gen III). En esta reac
cién participan 2 enzimas la Uroporfirindgeno I Sintétasa también
llamada PBG Deaminasa (PBG-D) y la Uroporfirindgeno III Cosinteta
sa (URO-CoS) o Uroporfirindgeno III Isomerasa. A continuacidén una
enzima soluble, la Porfirinbdgeno Carboxiliasa (PCL) descarboxila
los 4 grupos acetilos del Uro'gen III para dar Coproporfirindgeno
IIT (Copro'gen III).

Las siguientes reacciones tienen lugar en la mitocondria.
Alli, por intermedio de la Coproporfirindgeno-Oxidasa, (Copro-0),
el Copro'gen III sufre una descarboxilacidén oxidativa de los gru-
pos propidénicos de los anillos A y B para dar Protoporfirindgeno
IX (Proto'gen IX), el cual se oxida a Protoporfirina IX (Proto IX)
por accidén de la Protoporfirindégeno-Oxidasa (Proto-0).

Finalmente la Ferroquelatasa (FQ) cataliza la insercién de

Fe2+ en Proto IX para dar Hemo.



I - 1. Biosintesis de ALA.

Como ya se ha visto el ALA-Sintetasa (ALA-S) cataliza la
formacidén de ALA a partir de Succinil-CoA, que proviene principal
mente del Ciclo de Krebs, y Glicina (Figura 3).

Esta enzima requiere Fosfato de Piridoxal (PPyr) como cofac
tor.

El mecanismo propuesto consiste en la formacidn inicial de
un tiohemiacetal entre la enzima y el PPyr, formadndose luego una
base de Schiff con Glicina que se condensa con Succinil-CoA. Final
mente se obtiene ALA por descarboxilacién del grupo COCH de la gli
cina (11).

Se encontrd (12) gue una vez unida la glicina al PPyr se
pierde el H pro R de la glicina originando un carbanién (II) que
reacciona con Succinil-CoA para producir acido &« amino @i:etoadi-
pico (III) que se descarboxila, resultando un complejo enzima-PPyr-
ALA (IV) el que por hidrdlisis produciria ALA libre como se muestra
en la Figura 4.

La formacién de ALA "in vitro" a partir de Glicina y Succi-
nil-CoA fue demostrada en distintos tipos de células gue incluyen
bacterias fotosintéticas (13) y no fotosintéticas (14) vy en distin
tos tejidos de aves y mamiferos (15, 16).

En las células eucariotas, esta reaccidn catalizada por el
ALA=S, tiene lugar en la matriz mitocondrial (17, 18), como era de

esperar, ya que es en esta organela donde se genera el Succinil-CoA.



Figura 3: REACCION DE FORMACION DE ALA.
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Esta enzima también ha sido encontrada en el citosol (19). En re-
alidad el ALA-S funciona en la matriz mitocondrial pero es codifi
cada por un gen nuclear y sintetizada en los polisomas libres como
un precursor citosdlico (pre ALA-S) de mayor PM gue la enzima mito
condrial madura (20 - 22). E1 precursor es procesado a la forma mi-
tocondrial madura durante la translocacidén a la mitocondria (23).

ALA-S ha sido purificada a partir de Rhodopseudomonas sphe-
roides (24) y de citosol (25, 26) y mitocondrias (21, 26 - 29) de
aves y mamiferos.

La enzima citosélica de higado de rata fue purificada parcial
mente (25). Esta enzima requiere una alta concentracidén catidnica
(equivalente a NaCl 0,3 M) para su maxima activacidédn y estabiliza-
cidn de su actividad; el pH bptimo es de 7,5. Los Km aparentes
para Glicina, Succinil-CoA y el cofactor PPyr son respectivamente
10-2; 7 x 10_5 y 3x 10_6 M. No se encuentra actividad cuando se
reemplaza Glicina por Alanina o Serina. Respecto a la especificidad
por Succinil CoA se vidé que al ser reemplazado por propionil CoA o
acetil CoA se forman aminoacetonas a una velocidad menor al 1% de
la de su sustrato normal. Cuando se purifica ALA-S de mitocondria
o citosol de higado de rata se forman agregados o complejos con
otras proteinas y exhibe una amplia variedad de PM (desde 70.000
hasta 650.000 estimados por tamizaje molecular) de acuerdo a las
condiciones experimentales (25, 30 - 32).

Este problema fue superado mediante una digestidén con papa-

ina de estos agregados de alto PM (33); de modo que la enzima que



dé libre de otras proteinas y no hubo pricticamente pérdida de la
actividad enzimdtica cuando se hizo la digestidén en presencia de
cantidades suficientes de PPyr y Glicina. De este modo se obtuvo
un PM minimo de 51.000 por electroforesis en gel de poliacrilami-
da con SDS; pero cuando se estimdé el PM por centrifugacidén en gra
diente de densidad de Sacarosa, la enzima purificada mostré un PM
de 110.000.

Estos resultados fueron obtenidos tanto para la enzima so-
luble como la mitocondrial. Aparentemente la enzima consistiria
en 2 subunidades idénticas de PM 51.000.

Sin embargo trabajos mas recientes de ese mismo laboratorio
(34) han demostrado que la enzima citosélica tiene un PM minimo de
75.000. Si a esta enzima se la deja en frio un cierto periodo de
tiempo se convierte en la forma de PM minimo 51.000, lo que sugie
re que es muy suceptible a proteasas endbgenas. Por otro lado se
volvié a determinar el PM minimo de la enzima mitocondrial y resul
té ser de 66.000.

Cabe seflalar que se purificé a partir de mitocondria de hi-
gado de rata una proteina capaz de activar a ALA-S (35). Es posi-
ble que el activador sea una de las proteinas cataliticamente inac
tivas asociadas a ALA-S y que su modo de accidn sea a través de la
formacién de agregados de alto PM de ALA-S a partir de mondmeros
cataliticos (35).

Existen también varios informes en la literatura sobre la

purificacién y caracterizacién de la enzima de pollo y embridn de



pollo.

Watanabe y colab. (26) determinaron por electroforesis en
gel de poliacrilamida con SDS que la enzima purificada a partir
de mitocondria de higado de pollo tiene un PM minimo de 65.000,
gue es igual al de la enzima nativa.

La enzima purificada del citosol tiene un PM minimo 71.000
algo menor que el estimado para la nativa (PM minimo = 73.000).

Trabajando con higado de embrién de pollo Ades y Harpe (21)
encuentran para la enzima mitocondrial PM minimo = 63.000 y la so
luble PM minimo = 75.000 en tanto que Borthwick y colab. (28) en-
cuentran que la enzima purificada de mitocondria tiene PM minimo =
68.000 mientras que el precursor tiene PM minimo = 74.000. Cabe
seflalar que estos Ultimos autores observaron que la enzima purifi
cada de mitocondria de PM minimo = 68.000 puede ser degradada pro
teoliticamente a una forma de PM alrededor de 50.000 conservando
toda la actividad enzimdtica, lo cual justificaria los resultados
de Whiting y Granick (27) quienes encuentran un PM de 49.000 para
la subunidad de la enzima purificada de mitocondria de embrién
de pollo; esta enzima estaria parcialmente degrada ya que ALA-S
es sensible a proteasas endbégenas (28, 36). En cuanto a la dife-
rencia de PM observada (21, 26, 28) si bien por un lado no se sa-
be si la enzima de embridén de pollo es igual a la de pollo adulto,
aln para embridén de pollo se encuentran estas pequefias diferencias.

Estas podrian justificarse teniendo en cuenta por un lado,

que ALA-S puede ser parcialmente degradada por proteasas enddgenas



Y, por otro lado que son distintas las condiciones de las electro
foresis realizadas en cada caso asi como las enzimas marcadoras
empleadas para determinar el PM.

Por centrifugacidén en gradiente de densidad de sacarosa y
por entrecruzamiento con glutaraldehido se encontré que ALA-S puri
ficada de citosol y mitocondria tiene un PM de 140.000 es decir,
que ambas se encontrarian en forma de dimero (26, 28), mas aun, el
ALA-S sintetizado recientemente en un sistema libre de células
también existe como dimero (26).

Estos resultados coinciden con los obtenidos por estudios de
microscopia electrbénica de la enzima purificada de embrién de pollo
que determinaron que la molécula de ALA-S consta de 2 subunidades
idénticas y curvadas asociadas con polaridades opuestas; el PM de
cada subunidad se estimé en 70.000 (37).

En un trabajo muy reciente (38) se ha clonado y secuenciado
el cDNA que codifica el precursor de ALA-S de higado de embridn de
pollo. Por lo tanto se ha determinado la secuencia de aminoécidos
del precursor y se ha visto que se corresponde con la secuencia de
aminodcidos de péptidos derivados de la enzima madura purificada
de mitocondria.

El precursor de PM: 70.029 consta de 635 aminodcidos incluye
579 aminoacidos correspondientes a la enzima madura (PM: 63.903)
ma&s una extensidén N-terminal de 56 aminoacidos. Estos PM son simi
lares a los anteriormente citados (21, 26, 28).

La presecuencia de 56 aminoacidos tiene un caracter marcada
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mente basico al igual que otras preproteinas mitocondriales estu-
diadas (39).

El significado de este caracter basico no estd claro aln
pero es problable que juegue algin rol en la interaccién del pre
cursor con receptores de la membrana externa (40).

Durante el transporte a la mitocondria los precursores son
cortados por una proteasa localizada en la matriz (41). Comparan-
do los sitios de corte de la molécula se ve que la proteasa no re
conoce una unidén especifica sino que corta después de un aminoéaci
do sin carga (40, 42). Esto ocurre con el precursor de ALA-S que
se parte después de un residuo de glutamina; este mismo aminoaci-
do se encuentra en el lugar de corte de la ornitina-carbamoiltrans
ferasa humana (40).

Por otro lado, un andlisis preliminar de la secuencia de un
cDNA de ALA-S de rata muestra un alto grado de homologia en los
aminodcidos con la enzima de pollo segin estos mismos autores (38).

La formacidén de ALA es decisiva para la biosintesis de hemo
ya gque ALA-S es la enzima de velocidad limitante de este camino
metabdlico (16). Este es el Unico sitio donde se requieren cofac-
tores derivados de Vitamina y donde se debe entregar energia. Las
reacciones subsiguientes del camino parecen estar fuertemente favo
recidas desde el punto de vista termodinédmico y son virtualmente
irreversibles.

Por otro lado, en higado de animales normales la actividad

de esta enzima se mantiene muy baja pero puede ser muy incrementa
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da por administracidon de diversas drogas y esteroides (16, 43 - 46)
y estda sujeta al efecto glucosa (44, 46). Entre las drogas mas uti
lizadas en animales de experimentacidédn para producir este aumento
de actividad figuran: alilisopropilacetamida (AIA) y 3,5-dietoxi
carbonil-1,4-dihidrocolidina (DDC) (47, 48). Ademé&s la actividad

de esta enzima estd elevada en ciertas porfirias humanas transmiti

das genéticamente (49, 50).

I - 2. Biosintesis de PBG.

ALA dehidrasa (ALA-D) es una enzima citosébélica que cataliza
la conversién de 2 moléculas de ALA en el!pirrol PBG con la conse
cuente pérdida de 2 moléculas de agua (Figura 5) (51 - 53).

PBG es el precursor inmediato de las estructuras tetrapirrd
licas de hemo, clorofila y corrinas (54).

Esta enzima ha sido purificada de varias fuentes entre las
que se encuentran: higado bovino (55 - 57), bacterias fotosintéti
cas (58), eritrocitos de rata, conejo (59) y humanos (60 - 62).

La enzima de mamiferos parece ser un octéamero de PM alrede
dor de 280.000 (57, 59) constituida por 8 subunidades iguales de
PM 35.000.

El ALA-D de eritrocitos humanos fue purificada 9.000 veces
obteniéndose una proteina electroforética e inmunolbégicamente pura.
El pH Optimo de la enzima es 6,6 y el Km para ALA 4,8 x 10_4 M(62).
Es una enzima sulfhidrilica y es sensible a reactivos tidlicos y

metales pesados (63 = 65). Es inhibida por reactivos de grupos
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Figura 5: REACCION DE FORMACION DE PBG.
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sulfhidrilos como p-Cloromercuribenzoato, &cido Iodoacético, Iodo
acetamida (66 - 68).

El ALA-D de todas las fuentes estudiadas hasta el presente
requiere la presencia de tioles exbdgenos como 2-Mercaptoetanol o
Ditiotreitol para una actividad maxima (51); en ausencia de éstos
el Oxigeno causa una inactivacién reversible de la enzima, sin
embargo se puede recuperar totalmente la actividad reincubando 1la
enzima oxidada con tioles.

Se observé marcada inhibicién de ALA-D de distintas fuentes
de mamiferos con el quelante &cido etilendiaminotetraacético (EDTA)
(64). Estudios con enzima purificada sugieren que el Cinc es esen
cial para la actividad enzimdtica. La purificacibén de la enzima y
el tratamiento con quelantes lleva a una apoenzima libre de meta-
les la cual puede ser activada por la adicidén de Cinc (69).

65

Zn2+ permitieron establecer que hay

Estudios de unidén con
8 &tomos de Zn unidos por molécula de enzima de eritrocitos humanos
{70) .

El mecanismo de esta reaccidédn fue estudiado por Nandi y Shemin
(71) usando la enzima de Rhodopseudomonas spheroides. Estos auto-
res propusieron que primero un residuo de lisina del sitio activo
forma una base de Schiff con la molécula de ALA que va a dar ori-
gen al lado correspondiente a la cadena de acido acético del PBG,
y luego se produce una condensacidén aldbélica con una segunda molé

cula de ALA, que daria origen a la porcidn de PBG que contiene la

cadena de &cido propidnico (Figura 6).
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Este mecanismo sugiere el requerimiento de varias secuencias
de protonacibén y desprotonacidén. Teniendo en cuenta que se encon-
traron residuos de cisteina de alta reactividad en el sitio activo,
éstos podrian participar en la catélisis acido-base. Cada grupo B~
o BH (posiblemente anidén tiolato y tiol respectivamente) deberia
alternar su estado acido-base durante la catélisis. Un modo conve
niente de obtener ésto es mediante un puente imidazdlico para rege
nerar el estado requerido. Consistente con esta propuesta es la ob
servacidén que un residuo de histidina es esencial para la activi-
dad enzimatica (56, 72). En base a estos hechos Barnard y colab.
propusieron otro mecanismo (68).Posteriormente también baséndose
en el esquema postulado por Nandi y Shemin y teniendo en cuenta el
rol de histidina en la transferencia de protones desde y hacia el
sitio activo asi como el requerimiento minimo de un dimero para
que haya actividad enzim&tica (73), Batlle y Stella (72) postula-
ron el mecanismo que se muestra en la Figura 7.

Trabajando con la enzima de higado bovino se encontrd que la
enzima de mamiferos también forma una base de Schiff con una de
las moléculas de sustrato (74, 75). Usando la enzima de higado bo
vino Jordan y Seehra (75, 76) demostraron que la primera molécula
de ALA que se une al sitio activo de la enzima de higado bovino se
incorpora en el lado del pirrol que contiene la cadena de &cido
propidénico.

No se habian realizado estudios mecanisticos sobre la enzima

humana hasta que, en el afio 1985, Jordan y Gibbs (77) propusieron
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MECANISMO DE LA SINTESIS DE PBG POR ACCION DE ALA-D

Figura 7
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un mecanismo para la formacidén de PBG por el ALA-D de eritrocitos
humanos en el cual la primera molécula de ALA que se une a la zo-
na P del sitio activo (que es la que va a dar la porcidn corres-
pondiente a la cadena de &cido propidénico del PBG) forma una base
de Schiff con un grupo amino reactivo. A continuacidén se adiciona
una segunda molécula de sustrato a la zona del sitio activo que va
a formar la porcidén de la molécula de PBG que contiene al &cido a
cético, lo que lleva finalmente a la formacidén del producto PBG.
Este mecanismo primeramente propuesto por Jordan y Seehra (75,76)
difiere del mecanismo propuesto por Nandi y Shemin (71) en el or-

den de adicién de la dos moléculas de ALA a la enzima.

I - 3. Biosintesis de Uroporfirindgeno.

La formacidén de Uro'gen III a partir de PBG estd cataliza
da por un complejo enzimdtico llamado Porfobilinogenasa (PBG-asa)
compuesto por 2 enzimas: la PBG-Deaminasa (PBG-D) que es una pro-
teina termoestable y la Urogen III Cosintetasa (URO-CoS) que es
una proteina termoléabil.

La PBG-D cuando actla sola cataliza la condensacidén cabeza
a cola de 4 moléculas de PBG para dar Uro'gen I (Figura 8) y se
liberan 4 moléculas de NH3. Para que se forme el Uro'gen III se
requiere ademas la URO-CoS (Figura 8).

La PBG~-D ha sido purificadé de varias fuentes: Rhodopseudo

monas sphercides (78, 79), euglena gracilis (80), semillas de ca-

llos de soja (81), eritrocitos humanos (82) y de aves (83),higado
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Figura 8: REACCION DE FORMACION DE URO'GEN I Y III.
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de rata (84) y bovino (85), hojas de espinaca (86) y bazo de ratdn
(87).

La enzima parece ser un monbémero cuyo PM en Euglena graci-
1is es de 41.000 ¥ 2.000 (80) que es similar al de Rhodopseudomo-
nas spheroides : 36.000 (78, 79) y hojas de espinaca: 38.000 -
40.000 (86) pero diferente al hallado para la enzima de eritroci-
tos humanos 25.000 X 5.000 (82).

La enzima es inhibida por reactivos de grupos sulfhidrilos
(79, 82). E1 pH éptimo es de 7,2 en callos de semilla de soja (81)
y 7,6 en Rhodopseudomonas spheroides (79).

La URO-CoS ha sido purificada de callos de semillas de soja
(81), bazo de ratdn (88), higado bovino (85) y de rata (89), ger-
men de trigo (86), Euglena gracilis (90) y eritrocitos humanos (91).

La enzima es inhibida por reactivos de grupos sulfhidrilos

(82) y por metales divalentes como: Zn2+, Cd2+ y Cu2+ (89). La

URO-CoS de eritrocitos humanos es un mondmero de PM= 45.000 =
5.000 (91).

Por estudios de biosintesis de Uro'gen III a partir de (2,11~

13 13

C) PBG y utilizando espectros de RMN de C, se determind que el
reordenamiento intramolecular ocurre en el anillo D y el carbono
reordenado aparece en el puente C 15. Mientras que en la biosinte
sis de Uro'gen I catalizada por PBG-D no ocurren reordenamientos
(92).

Se vidé que en la biosintesis de Uro'gen III el reordenamien

to no ocurre a nivel del monopirrol (92).
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Para evaluar si el reordenamiento ocurria a nivel del dipi-
rrol, los 4 posible dipirril metanos (Figura 9) fueron sintetiza-
dos en varios laboratorios y se estudid su incorporacidén en las
porfirinas de tipo III en presencia del sistema PBG-D y URO-CoS.

El grupo de Frydman (93-95) encontrd que el dipirrol III en
presencia de PBG es convertido por la PBG-D en Uro'gen I pero no
es incorporadoc a Uro'gen III por el complejo PBG-D + URO-CoS. En
cambio cuando incuban el dipirrol IV con las 2 enzimas en presen-
cla de PBG, éste se incorpora en Uro'gen III, por lo que sugieren
que el reordenamiento ocurre a nivel del primer dipirrol.

Estos autores proponen que la URO-CoS interactuaria con 1la
PBG-D comporténdose como una proteina modificadora de ésta, cam-
biando el mecanismo de condensacién del PBG desde el comienzo, di-
rigiéndolo hacia la formacién del Uro'gen III. La polimerizacién
del PBG, ocurriria sobre la superficie de la enzima sin la libera-
cién de intermediarios al medio (91). .

También el laboratorio de Battle sugiridé que el reordenamien-
to ocurre durante la polimerizacidén del PBG muy probablemente en
las primeras etapas aunque no descarta la posibilidad que sea al
final (81, 90).

El grupo de Battersby, en cambio,utilizando el sistema PBG-D
+ URO-CoS encuentra incorporacidén del dipirrilmetano III en Uro'gen
ITII en ausencia de PBG y concluye. que el reordenamiento ocurre a
nivel del tetrapirrol (96). Posteriormente propusieron que el hidro-

ximetilbilano no ordenado (a, Figura 10) es el producto de la PBG-D
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y el sustrato de la URO-CoS (97).

E1l grupo de Scott (98) halld, por estudios de RMN de 13C, la
existencia de un intermediario ciclico no ordenado que denomind
pre-Uro'gen III (b, Figura 10) y que seria el sustrato de la URO-
CoS.

Sin embargo el grupo Battersby (99) demuestra que el pre-Uro'
gen no es intermediario y que tanto el hidroximetilbilano natural
como el sintético son igualmente buenos sustratos de la URO-CoS 1li-
bre de PBG-D. Estos autores proponen que la PBG-D une las 4 molé-
culas de PBG para dar un tetrapirrol lineal y la URO-CoS es la en-
zima que cierra el anillo y lo reordena. En ausencia de URO-CoS el
producto de PBG-D, que es inestable, se cicla quimicamente en forma
répida a Uro'gen I.

El hidroximetilbilano se ha probado que actla como sustrato
de la URO-CoS en mamiferos, plantas (100) y Euglena (97). Se esta-
blecid que el orden de unidn de las 4 unidades de PBG a la PBG-D
es el siguiente: primero se une el anillo A sequido del B, C y fi-
nalmente el D (101). La primera unidad de PBG se une covalentemen-
te a la enzima (102, 103) posiblemente a un residuo de lisina de
la enzima (104). Bajo condiciones normales ningln intermediario en-
tre PBG e hidroximetilbilano se libera a la solucidbén y las diferen-
tes formas de enzima que llevan unidas cadenas pirrélicas de 1, 2
y 3 unidades de PBG pueden ser separadas cromatograficamente (105)

o electroforéticamente (106).

En la Figura 11 se muestran los pasos propuestos por Battersby
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Figura 10: ESTRUCTURAS DEL HIDROXIMETILBILANO Y DEL PRE-URO'GEN III.
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para la sintesis de Uro'gen I y III a la luz de los conocimientos

gue se tienen hasta el presente (104).

I - 4. Transformacidédn de Uro'gen III

en Copro‘'gen III.

La Porfirindgeno carboxiliasa (PCL) es una enzima citosé-~
lica que cataliza la descarboxilacidén de un gran n(mero de porfi-
rinégenos naturales y sintéticos sustituidos con &cido acético(107,
108). Durante la biosintesis del hemo la PCL cataliza la descar-
boxilacién secuencial de las 4 cadenas de &cido acético del Uro'
gen III (8 COOH) para dar Copro'gen III (4 COOH), con la formaciébn
de los porfirinbgenos intermedios hepta, hexa y pentacarboxilicos
(109 - 111). La descarboxilacidn del Uro'gen 1III comienza por la
cadena de acido acético del anillo D y continua en el sentido de
las agujas del reloj por las cadenas de &cido acético de los ani-
llos A, B y finalmente C (112) (Figura 12).

Estudios 1isotdépicos indican que éste proceso de descarboxila-
cibébn procede con retencidén de la confiquracidén de los carbonos
metilénicos de las 4 cadenas laterales de acetato (113).

Esta enzima ha sido purificada parcialmente de bacteria (114),
reticulocitos de conejo (115), eritrocitos de aves (111, 116), bazo
de ratdn (117) hojas de tabaco (118), higado de rata (108, 119-121)
y eritrocitos humanos (122). Sin embargo, més recientemente ha sido

purificada a homogeneidad a partir de higado bovino (123) y de eri-
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Figura 12: BIOSINTESIS DE COPRO'GEN III A PARTIR DE URO'GEN III.
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trocitos humanos (124, 125) y de pollo (126).

Se ha podido establecer que una sola proteina cataliza la
reaccidén y que tendria m&s de un sitio activo (111, 123 - 125).

La enzima es inhibida por reactivos de grupos sulfhidrilos
(123-126) por lo que al menos un grupo tidlicco estaria involucrado
en el proceso de descarboxilaciébn.

De Verneuil y colab. (125) han purificado 2.000 veces la en-
zima proveniente de eritrocitos humanos obteniendo una banda Unica
por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS de
PM 46.000.La enzima parece ser un mondmero.

Tiene un punto isoeléctrico (pI) de 4,6 que coincide con el
valor hallado para la enzima de higado bovino (123).

Los valores de pH éptimo de descarboxilacidédn de los isdébmeros
de tipo I de Uro'gen y Penta'gen son de 6,2 y 5,4 respectivamente,
mientras que el pH éptimo para la descarboxilacidn de ambos isdbme-
ros de tipo III es 6,8.

A pH 6,8 los valores de Km para Uro'gen I y III, y Pentagen
Iy IIT son 0,80; 0,35; 0,07 y 0,05 uM respectivamente. Varios au-
tores encuentran que la velocidad de descarboxilacidén del Uro'gen
IIT es mayor que la del I (115, 127),algunos encuentran que son
iguales (117, 128).

La enzima de eritrocitos humanos fue fuertemente inhibida

por algunos metales tales como Cu2+, ng+ Y Pt2+, y no se afectd

por Fe2*, Fed* y Pb (125). Respecto del hierro se ha informado

que inhibe (128) estimula (129) o no tiene efecto (130, 131) sobre

la actividad de la enzima usando preparaciones crudas.La enzima de
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higado de rata es inhibida por clorofenoles (132) y por varios me-

tabolitos del hexaclorobenceno (HCRB) (133).

I - 5. Transformacidn de Copro'gen

III en Proto'gen IX.

El Copro'gen III es transportado a la mitocondria donde sufre
una descarboxilacidén oxidativa de los grupos propibénicos de las
posiciones 2 y 4 que se transforman en vinilos obteniéndose asi
Proto'gen IX (Figura 13).

Esta reaccidn estd catalizada por la enzima Coproporfirind-
geno oxidasa (Copro-0) que tiene una alta especificidad por el sus
trato ya que no son utilizados ni Copro'gen I ni Coproporfirina
ITI (134).

Esta enzima fue estudiada y purificada a partir de varias
fuentes como levadura (135), higado de rata (136) y bovinc (137).

La Copro-O fueé purificada a homogeneidad a partir de mitocon
dria de higado bovino (137). Se determind que se trataba de un mo-
némero de PM 71.600 gque es algo inferior al informado para la en-
zima de higado de rata (80.000 ¥ 8.000) (136).

La enzima de higado bovino no contenia grupos prostéticos
como hemo o flavina y tampoco se detectd la presencia de metales.
La actividad enzimitica no fue afectada por reactivos de grupos
sulfhidrilos, metales o quelantes de metales. La enzima purifica
da fue activada de 2 a 5 veces por un extracto de fosfolipidos pro

veniente de mitocondria de higado asi como fosfolipidos comerciales.
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Figura 13: BIOSINTESIS DE PROTO'GEN IX A PARTIR DE COPRO'GEN III.
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Figura 14: BIOSINTESIS DE PROTO IX A PARTIR DE PROTO'GEN IX.
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Tanto el extracto de fosfolipidos como fosfatidiletanolamina
produjeron un incremento de Vmax y un decremento de Km desde 48 uM
(valor hallado para la enzima pura) hasta 25 y 18/uM respectivamen-
te.

La Copro-0 fue localizada dentro de la mitocondria en el es-
pacio intermembrana (138, 139).

En la conversibén de Copro'gen III a Proto'gen IX se descar-
boxila primero la cadena de &cido propibnico de la posicidén 2 y
luego la de la 4 para dar los correspondientes grupos vinilos (140-
142).

En mamiferos, aves y plantas la enzima requiere 02. Sin embar
go los microorganismos que crecen en anaerobiosis estricta deben
ser capaces de transformar Copro'gen III en Proto'gen IX utilizando
un aceptor de hidrbdgeno distinto de Oxigeno. En realidad se infor-
mbé por primera vez la existencia de una Coproporfirindégeno oxidasa
anaerbbica en Pseudomonas (143). La bacteria fotosintética Rhodo-
pseudomonas spheroides que puede vivir en aerobiosis y anaerobio
sis tiene Copro-0 aerdbica y anaerdbica (144).

La enzima de plantas y animales, como la aerdbica y la ana-
erbbica de Rhodopseudomonas spheroides provoca la pérdida del &-
tomo de hidrégeno pro S de la posicién @ de cada cadena de acido
propidnico (144 - 147).

Yoshlinaga y Sano (142) realizaron estudios con la enzima pu-
rificada de higado bovino y propusieron que la transformacién de

acido propidénico en vinilo ocurre a través de intermediarios [ -
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hidroxilados de &cido propidnico que se forman en las posiciones

2 y 4 sucesivamente.

I - 6.Formacidn de Proto IX.

La Protoporfirindgeno oxidasa (Proto-0) cataliza la oxida-
cién de Proto'gen IX a Proto IX (Figura 14).

Esta enzima fue parcialmente purificada y estudiada en leva
dura (148) e higado de rata (149).

La Proto-0O de mitocondria de higado de rata (149) tiene un
PM de 35.000 determinado por tamizaje molecular utilizando Sephadex
G-200.

La enzima act@a sobre Proto'gen IX especificamente y posee
un Km aparente de 11 uM; su pH éptimo es de 8,6-8,7. El oxigeno es
esencial para la actividad enzimatica no encontrdndose requerimien
to de metales o cofactores.

La enzima de higado de rata no se sintetiza en la mitocondria
(150) en contraste a lo informado previamente para la enzima de le
vadura (151). La Proto-O estd asociada a la membrana interna de la
mitocondria y no parece estar expuesta a la fase acuosa més bien
contenida dentro de la bicapa lipidica (152). E1 Proto'gen IX tiene
igual acceso al sitio activo de la enzima a partir de ambos lados
de la membrana interna y este proceso no parece ser dependiente de
energia sino que se trataria més bien de una difusién pasiva a tra
vés de la capa lipidica de la membrana gracias a la alta lipofili-

dad de este sustrato.
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Este hecho estaria favorecido ya que el Proto'gen seria sin
tetizado por la Copro-0O en las proximidades de la membrana inter-
na (139). De este modo la ubicacidén de la Copro-O en el espacio
intermembrana seria muy importante para asegurar el acceso del

sustrato de la Proto-0.

I =« 7. Transformacibdn de Proto IX en

Hemo.

La enzima Ferroquelatasa (FQ) cataliza el Gltimo paso del
camino biosintético del hemo, es decir la insercidn de Fe2+ en
Proto IX (Figura 15).

Esta enzima fue encontrada en microorganismos y mitocondrias
provenientes de higado, médula ésea, reticulocitos de conejo y mu-
chos otros tejidos (153-156).

La FQ ha sido purificada recientemente de la bacteria Rhodo
pseudomonas spheroides (157), higado de rata (158) y de vaca (159,
160).

La enzima de rata es un multimero de PM 240.000 formado por
monémeros de PM 40.000 (158) mientras que la de Rhodopseudomonas
spheroides es un monbémero de PM 115.000 (157).

Existen discrepancias con respecto a la enzima de higado bo
vino ya que mientras unos autores (160) encuentran un PM de 40.000
tanto por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de

SDS como por cromatografia de filtracidédn por geles (Sepharosa CL
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Figura 15: BIOSINTESIS DE HEMO A PARTIR DE PROTO IX.

Figura 16: ESQUEMA PROPUESTO POR MEYER Y SCHMID (173) PARA LA

REGULACION DE LA SINTESIS DE ALA-S POR HEMO.
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6B); otros (159) informan un PM de 42500 por electroforesis en gel
de poliacrilamida con SDS y PM 200.000 por filtracidén por gel en
Sepharosa 6B.

La enzima purificada de higadv <de rata (158) presentd los
siguientes valores de Km para los distintos sustratos: Proto IX:
28,5 uM; Mesoporfiria IX: ZG,TJNM; F'e2+ con Proto IX: 33,1/uM Y
Fez+ con Mesoporfirina IX: 37,4/uM; los cuales son algc menores
a los informados para la enzima de higado bovino (159).

El pH é6ptimo para la reaccidédn con las enzimas de ambas fuen
tes fue de 7,8 - 8,0.

Se encontrdé que metales como Pb, Mn, Hg, Co y Zn inhiben 1la
actividad enzimdtica (158, 160 - 162) asi como también los reac-
tivos de grupos sulfhidrilos (157, 158, 161 - 163) mientras que
los &clidos grasos y los fosfolipidos parecen estimularla (158 -
160).

Esta enzima es capaz de incorporar diferentes iones divalen

2+

e n2+, y Ni en diferentes porfirinas dicar-

tes como Fe™ , Z 02+

C
boxilicas (153, 159, 164 - 166), aunque algunos autores sugieren
que no se trataria de la misma enzima (167).

En todos los sistemas estudiados la FQ resultd ser una enzi
ma unida a membrana. En bacteria se encuentra en la membrana cito
plasmatica (157, 168) y en eucariotes estd unida a la membrana in
terna de la mitocondria (164).

Mientras algunos autores trabajando con la enzima cruda o

solubilizada por detergentes han sugerido un mecanismo bi - bi
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al azar para esta reaccidédn (153, 166, 169); otro grupo, utilizan
do la enzima purificada de higado bovino, propuso un mecanismo

secuencial ordenado bi - bi en el que se uniria primero el hierro
a la enzima y luego la porfirina y se liberaria el hemo antes que

los 2 protones (160).

II - REGULACION DEL CAMINO BIOSINTETICO

DEL HEMO.

II - A. REGULACION DE LA ACTIVIDAD

DE ALA-S HEPATICA.

Aunque se ha informado de la existencia de distintos fac
tores que modifican las actividades de casi todas las enzimas de
este camino, el lugar primario de control se ejerce, sin lugar a
dudas, a nivel del ALA-S. Esto es lbégico si se considera que el
ALA es el primer intermediario especifico del camino y los sustra
tos iniciales Glicina y Succinil-CoA estan disponibles en .exceso.
Mas aln ALA-S es la enzima de velocidad limitante del camino, por
lo tanto, su regulacidén implica el control de la velocidad total
de formacién de hemo en el higado. En realidad después de la for-
macidén de ALA, la cinética de las enzimas siguientes del camino
es tal que en condiciones normales la excrecidédn de ALA, PBG y por
firinbgenos o sus correspondientes porifirinas es despreciable

frente a la cantidad total de hemo sintetizado.
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Cuando se agrega ALA en ensayos "in vivo" o "in vitro" es
rdpidamente convertida por el higado a hemo sin acumulacién sig-
nificativa de intermediarios. Este hecho parece oponerse a posi-
bles efectos regulatorios importantes en pasos enzimdticos distan
tes de ALA-S bajo condiciones fisioldgicas.

El hemo es el regulador por "feedback" negativo de ALA-S
(16). Este hecho fué inicialmente encontrado en bacterias (16,
170).

Han sido propuestos 3 tipos diferentes de regulacidn por
"feedback":

1) Inhibicidn por "feedback" de ALA-S por hemo.

2) Represidn por "feedback" de la sintesis de ALA-S por hemo.

3) Inhibicién por hemo de la translocacién del ALA-S soluble

del citosol a la mitocondria.

1) La inhibicidén de ALA-S por hemo fue demostrada con concentra-

ciones de hemo entre 10~ y 1073

M usando preparaciones de enzima
parcialmente purificadas (11, 31), pero no pudo ser demostrada en
homogenato de higado.

La Ki del hemo fue 2 X 10_5

M (11) que es 200 veces la con-
centracibén requerida para producir represidén de la sintesis de la
enzima. Este hecho hizo dudar de la importancia fisioldgica de es
ta inhibicién por producto final. Pero, como ALA-S y Ferroquelata

sa se encuentran en la mitocondria (17, 18, 164) se podria gene-

rar una concentracidén local de hemo suficientemente alta para in-
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hibir el ALA-S.

Sin embargo Wolfson y colab. (171) encontraron que el aumen
to de la produccién de hemo en la mitocondria de higado de rata
no afecta la actividad de ALA-S, a(n cuando la formacidén de hemo
sea 75 veces superior a la basal que tiene lugar "in vivo".

Estos datos sugieren que la inhibicibén de ALA-S por hemo no
seria un mecanismo fisiolbgico importante para la regulacidbn de

la biosintesis hepatica de hemo.

2) El1 control de la sintesis de enzima por represidén permite una
regulacidén de la biosintesis mé&s econémica porque evita una forma
cibén innecesaria de la nueva proteina. De acuerdo al modelo de
Jacob y Monod (172) propuesto sobre la base de estudios en bacte-
rias, la Gltima molécula de un camino metabdlico puede reaccionar
con un aporepresor para formar un represor. Este represor impide
la sintesis del mRNA que codifica para algunas proteinas del cami
no.

En el caso particular de la sintesis de hemo este represor
inhibiria la sintesis de ALA-S como lo muestra el esquema propues
to por Meyer y Schmid (173) (Figura 16).

Whiting y Granick (174) probaron que la represién de la sin
tesis de hemo es un mecanismo fisiolbégico importante. Utilizando
un anticuerpo preparado contra la enzima aislada de mitocondria
de higado de embrién de pollo, mostraron que el aumento de activi

dad de ALA-S producido por AIA y DDC en los embriones estaba acom
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pafiado por cambios proporcionales en la cantidad de enzima y 1la
hemina blogueaba tanto el aumento en la actividad como en la can
tidad de enzima sin afectar la sintesis general de proteinas. Es
tudios del mismo laboratorio mostraron que eran necesarias concen

traciones de hemo entre 10_7 8

y 107" M para reprimir la actividad
de ALA-S inducida en cultivo de hepatocitos de embridén de pollo
175}

Se ha informado que el hemo reprime la sintesis de enzima
tanto a nivel de traduccidén: en higado de embridén de pollo (47,
176 - 178) o de rata (179, 180) como a nivel de transcripcidén en
estudios con polisomas aislados de higado de embridén de pollo (20)
y de ratas (34) y en cultivo de hepatocitos de embridén de pollo
(181).

En trabajos recientes Yamamoto y colab. (34) encontraron
que la administracidén intravenosa de hemina (2 mg/Kg de peso) a
ratas pretratadas con AIA inhibe la sintesis de novo del mRNA de
ALA-S.

Por otro lado se observd que en ratas tratadas con DDC(179)
y ratas normales (180) la administracidén de hemina (5 mg/Kg de
peso) causa una inhibicidén post-transcripcional. Considerando es-
tas evidencias se puede concluir que la sintesis de ALA=S en hi-
gado de rata es reprimida por hemo a ambos niveles: transcripcio-
nal y traduccional.

Por otro lado, Yamamoto y colab. informaron (180) que el

grado de inhibicién de la translocacidén de ALA-S de citosol a
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mitocondria en higado de rata asi como el grado de inhibicidén de
la sintesis de la enzima a nivel post-transcripcional, que se ob-
serva después de la administracidén intravenosa de varias dosis
de hemina, muestra una buena correlacidén con el cambio en el gra
do de saturacién de la triptofano pirrolasa. Esta es una hemopro
teina que se ha propuesto como un marcador sensible para ensayar
cambios pequefios en la concentracidén intracelular de hemo (182),
que se designa como el "pool" regulatorio de hemo (183), en el
higado.

Tanto la translocacidn intracelular de ALA-S como la sinte
tesis de la enzima a nivel post-transcripcional parecen ser inhi-
bidas por concentraciones iIntracelulares de hemo menores que a-
quellas necesarias para alcanzar una completa saturacidén de la
triptofano pirrolasa, sugiriendo que ambas inhibiciones contri-
buirian en la regulacibén "feedback" de la biosintesis de hemo
bajo condiciones fisiolbégicas (180).

Como se ha visto, la dosis de hemina necesaria para inhibir
la sintesis de ALA-S en ratas pretratadas con AIA a nivel trans-
cripcional es de 2 mg/Kg de peso (34) que es muy cercana a la do
gis de hemina (1.6 mg/Kg de peso) necesaria para una maxima inhi
bicidén de la translocacidén de la enzima en ratas tratadas con AIA.
Esto sugiere que la inhibicién transcripcional de hemo también
puede tener significado fisioldgico.

Sudo y colab. (184) informaron que la constante de disocia

cién del hemo de la triptofano pirrolasa de higado de rata es
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143 1% 10_8 M. La variacidén del "pool" requlatorio de hemo dentro

de este rango de concentraciones puede ser responsable de la re-
gulacidén "feedback" de los niveles de ALA-S.

Para clarificar el mecanismo de control traduccional de la
sintesis de ALA-S por hemo, en un trabajo mids reciente, Yamamoto
y colab. (36) observaron que la hemina inhibe especificamente 1la
sintesis de ALA-S a nivel de la elongacién de la cadena del pép-
tido.Este seria el primer ejemplo de control traduccional de una
enzima de velocidad limitante por el producto final del camino.

Estos resultados no descartan un efecto de hemina en la
iniciacibén o en la transcripcidén. De hecho estos mismos autores
encuentran efectos a nivel de transcripcidn (34) como ya se ha
visto. Por lo tanto, el hemo actuaria a nivel traduccional Y

transcripcional.

3) E1 grupo de Kikuchi y colab.(185) fue el primero en postular
gque la hemina bloquea la translocacidén de ALA-S a la mitocondria.

En sus estudios con ratas (48) demostraron que la inyeccidn
de hemina a animales tratados con AIA provoca la acumulacidn de
ALA-S enzimdticamente activa en el citosol e inhibe la transloca
cibén de la enzima a la mitodondria desde su lugar de sintesis en
el citoplasma.

En un trabajo posterior Ades (186) probé que la hemina blo
quea el procesamiento del precursor de ALA-S en cultivo de hepa-

tocitos de embridén de pollo pretratados con AIA ya que en presen
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cia de hemina sblo se acumula pre-ALA-S, pero no habia evidencias
de que hemina bloqueara la transferencia del precursor a la mito
condria.

Esto Gltimo fue demostrado mé&s tarde por Srivastava y colab.
(22) quienes encontraron que si se trataba con hemina embriones
de pollo pretratados con AIA y DDC, luego se hacia un pulso de

marcacidn con 35

S-metionina, después del cual se obtenia la frac
cién mitocondrial y citosbdlica del higado y se inmunoprecipitaba
con anticuerpos contra ALA-S, el nivel de pre-ALA-S en el soluble
aumentaba considerablemente y no se detectaba ALA-S recién sinte
tizada en la mitocondria. En los controles sin hemina, en cambio,
se detectaba ALA-S madura en la mitocondria y pre-ALA-S en el ci
tosol. Es decir que la hemina impide la transferencia de la enzi
ma recién sintetizada a la mitocondria. Cabe sefialar que la hemi
na no tiene ningln efecto sobre la sintesis de proteinas totales
ni en mitocondria ni en citosol. Por otro lado para evaluar si
este efecto de hemina resulta de una disminucidén general de la
funcidén de transporte de la membrana mitocondrial, se estudid el
efecto de hemina sobre el transporte a la mitocondria de una en-
zima no relacionada, la piruvato carboxilasa, una enzima de 1la
matriz mitocondrial que también se sintetiza en el citosol como
una proteina precursora de mayor PM.

La hemina no tiene ningln efecto sobre esta translocacién
lo que elimina un efecto tdxico general o no especifico de hemina

en la incorporacidn de proteinas en mitocondria y sugiere que he-
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mina afecta especificamente la translocacidén de ALA-S a la mito-
condria.

Confirmando todos estos resultados Hayashi y colab. (187)
encontraron que cuando se sintetiza el precursor de ALA-S de hi-
gado de pollo en un sistema de traduccién libre de células de 1z
sado de reticulocitos y luego se lo incuba con mitocondrias de
higado homélogo, el precursor se incorpora a su sitio en la mito
condria y es convertido a enzima madura por un precesamiento pro
teolitico durante su transferencia a la mitocondria. En este sis
tema experimental "in vitro" el transporte y el procesamiento de
ALA-S es inhibido por hemina.

Esto confirma los resultados ya citados (48) obtenidos por
este mismo grupo "in vivo", segin los cuales la inhibicibén de 1la
translocacién de ALA-S por hemo puede ser uno de los mecanismos
regulatorios de la biosintesis del hemo en células de higado, es
decir,que el producto final del camino biosintético bloquearia la
translocacién de la enzima de velocidad limitante del camino a mo
do de control "feedback".

Una posible interpretacidén de este efecto de hemina seria
que la hemina se une o interactua especificamente con el precur-
sor de ALA-S de modo de interferir su interaccidén con el compo-
nente (o los componentes) de la maquinaria de transporte.

Estos mismos autores (36) han probado que hemina inhibe la
sintesis de ALA-S dirigida por polisomas de higado en un sistema

de traduccibédn de lisado de reticulocitos libre de células y los
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datos obtenidos sugieren que puede ser importante en esta inhibi
cidén una interaccidn especifica de hemina con las cadenas de pép

tidos nacientes de la enzima.

II - B.REGULACION DE LA ACTIVIDAD

DE ALA-S EN TEJIDOS DISTIN-S-

TOS DEL HEPATICO.

En el higado se han encontrado todos los mecanismos de re-
gulacién de ALA-S por hemo anteriormente descriptos.

Sin embargo, contrariamente a estos resultados hallados en
tejido hepatico, la enzima presente en tejido eritroideo no res-
ponde a drogas que normalmente producen aumento de actividad de
la enzima hepética, md&s aln la enzima no se acumula significati-
vamente en el citoplasma de células eritroideas cuando se las tra
ta con hemina y tampoco parece ser reprimida por hemo (188-193).
Estos hechos sugieren que la enzima eritroidea tendr& mecanismos
de regulacidén distintos de los de la hepatica.

Apoyando esta idea se encontrd que el ALA-S hepética y eri
troidea difieren en tamafio, a nivel de la proteina madura y de
la preenzima.

Por otro lado Bishop y colab. (192) sugieren la existencia
de isoenzimas en base a las diferencias halladas en las propieda
des cinéticas y de unibn de ligandos entre las enzimas aisladas

de tejido eritrocitario y no eritrocitario.
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En 1985 Yamamoto y colab. (194) aislaron una secuencia de
DNA que codifica al ALA-S eritroidea. E1 mRNA que codifica esta
isoenzima particular tiene una longitud de 2.000 nuclebtidos a-
proximadamente y parece expresarse en células eritroideas fGnica-
mente. Estos autores sugieren que esta enzima seria codificada
por una familia de multigenes cuyos componentes serian responsa-
bles de las diferentes caracteristicas y requlacién de esta acti
vidad enzimédtica en los distintos tejidos.

Estas diferencias entre ALA-S hepatica y eritroidea podrian
ser claves para interpretar los distintos rasgos de porfirias hepa

ticas y eritropoyéticas.

III -PORFIRIAS EXPERIMENTALES.

Las porfirias son alteraciones generalmente hereditarias
en el camino biosintético del hemo que se caracteizan por un au-
mento en la excrecidn y acumulacidn de porfirinas y/o precurso-
res (195, 196).

Estas se dividen en 2 grandes grupos: porfirias hepéaticas
y eritropoyéticas seglin sea en el higado o en el sistema eritro-
poyético la localizacidn principal del disturbio.

Actualmente se sabe gque numerosas drogas desencadenan ata-
ques de porfiria en personas con la enfermedad latente y también
pueden empeorar el curso de la enfermedad en pacientes con porfi

ria declarada.



42,

Mientras que pequefias dosis de estas drogas pueden inducir
un ataque de porfiria en pacientes que llevan el rasgo heredita-
rio, dosis mayores provocan alteraciones en el metabolismo de las
porfirinas en sujetos y animales normales.

Estas drogas se conocen como Drogas Porfirinogénicas.

En los Gltimos afios se encontrd que varios compuestos no
relacionados quimicamente producen desdérdenes en animales de labo
ratorio o en cultivo primario de hepatocitos de embridén de pollo
que reproducen las alteraciones bioquimicas de diferentes tipos
de porfirias humanas.

Estos desérdenes del metabolismo de las porfirinas se cono
cen como: Porfirias ﬁxperimentales (197).

A partir del estudio de las porfirias experimentales se ha
obtenido una informacidén valiosa que ha permitido comprender me-
jJor las porfirias humanas y la inusual sensibilidad a ciertas dro
gas por parte de pacientes con esta enfermedad asi como también
la regulacibén de la biosintesis del hemo.

Entre las diversas drogas capaces de producir Porfiria Expe
rimental algunas de las maAs estudiadas son: alilisopropilacetami-
da (AIA), 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina (DDC) y Hexa-

clorobenceno (HCB).

IT T = 1 3 Efecto del AIA sobre la

blosintesis del hemo.

La administracién de AIA a animales de experimentacidén pro
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duce un aumento de la actividad de ALA-S y una marcada acumulaciédn
de los precursores ALA y PBG. Esto reproduce el cuadro bioquimico
de la porfiria hepatica humana de tipo agudo intermitente (197,198).

Después de la administracidén de esta droga se encontrd au-
mento de la actividad de ALA-S no sélo en mitocondrias sino también
en citosol en higado de rata (25, 30, 199) y pollo (32).

En contraste con lo encontrado en mamiferos y pollos adultos,
en el higado de embridén de pollo, ya sea en cultivo o "in ovo", no
se ha detectado actividad en el citosol o se ha detectado una acti
vidad extremadamente pequefia luego de la administracidn de AIA(27,
47) .

Sin embargo se ha determinado la existencia del precursor de
ALA-S en el citosol de higado de embribén de pollo (23), pero no se
sabe si los niveles son muy bajos para poder detectar actividad o
es inactivo. Se necesitan mas estudios para saber si la forma que
se acumula en el citosol de pollo adulto es igual a la detectada
en el de embridén de pollo.

Se ha estudiado el efecto sobre el aumento de ALA-S por AIA
de inhibidores de la sintesis de proteinas a nivel de traduccién
como la Cicloheximida (CH) y a nivel de transcripcidén como la Acti
nomicina D (ActD).

Se ha visto que trabajando con higados de embridén de pollo,
ya sea cultivo de érgano (47) o de hepatocitos (177), tanto la CH

como la ActD al ser administradas con AIA simulténeamente blogue

an el aumento de ALA-S. Cuando se adiciona CH luego de producido
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el aumento de actividad por la droga, la vida media de la enzima
resulta ser en un caso de 2 horas (47) y en el otro de 3,8 horas
(177)s

También se ha informado en cultivo de hepatocitos una vida
media de 3 horas (176). En mitocondrias de higado de pollo adulto
(32) y de rata (48) la vida media es de aproximadamente 30 minutos
y la enzima parece degradarse principalmente, o quizas exclusiva-
mente, en la mitocondria (32).

Si en cambio se agrega ActD una vez incrementada la activi-
dad se ve que esta se mantiene (47) o hay un pequefio incremento
durante 2 & 3 horas (177) y luego comienza a caer.

Aunque Sassa y Granick (176) propusieron que el AIA actla
primariamente a nivel de traduccién,posteriormente Tyrrel y Marks
(178) observaron que cuando se tratan cultivos de hepatocitos de
embrién de pollo con la droga en presencia de CH y luego las célu
las son lavadas y reincubadas en medio de cultivo nuevo sin la
droga, la actividad enzimitica se incrementa en forma répida, in-
mediatamente después del cambio de medio, lo que muestra que el
AIA estimula la sintesis del mRNA especifico de ALA-S. Posterior-
mente otros autores también coincidieron con un efecto de la droga
a nivel de transcripcidén (20, 47).

Se ha informado que la hemina inhibe el aumento de ALA-S
producido por AIA a nivel de transcripcién (20, 34, 181), traduc

cién (47, 177, 178) y translocacidédn de citosol a mitocondria (48,
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186).

Una parte del hemo una vez sintetizado se incorpora a las
hemoproteinas. Entre ellas el citocromo P-450 microsomal es la
mé&s importante cuantitativamente en ratas. Su renovacién parece
consumir al menos el 50% del hemo producido en el higado (134).

Se encontrd que esta droga causa una pérdida réapida del con
tenido de citocromo P-450 seguida de un incremento gradual de mo-
do que se superan las concentraciones iniciales (200). La disminu
cidén inicial de citocromo P-450 va acompafiada de un decremento
del contenido de hemo microsomal y acumulacién de un pigmento ver
de asl como también de ALA-S (200-202).

Este pigmento verde consiste en una porfirina anormal que
se origina como consecuencia de un proceso destructivo en el cual
el AIA, que actQa como un sustrato suicida, alquila al grupo pros
tético del citocromo P-450 inactivandolo (203, 204).

Se ha sugerido que la destruccibén del hemo del citocromo
P-450 microsomal hepatico es el mecanismo primario de inducciédn
de ALA-S por varias drogas porfirinogénicas (205).

En cuanto al aumento de citocromo P-450 provocado por AIA
(200, 206) resultados recientes sugieren que AIA y otras dos dro
gas porifirnogéncias, DDC y Fenobarbital (FB), todas ellas estruc
turalmente distintas, causan aumento de los niveles del mRNA del
mismo citocromo P-450 (207) pues se conoce la existencia de va-

rios citocromos P-450. Estos Gltimos poseen diferentes movilida
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des electroforéticas y diferente especificidad por sustrato (208-
211) y pueden dirigir el metabolismo de algin sustrato a diferen-
tes productos (212 - 214).

El andlisis de estos datos es de particular interés para in
terpretar el mecanismo molecular por el cual estas drogas precipi

tan ataques de porfirias hepiticas.

TII - 2. Efecto del DDC sobre 1a

biosintesis del hemo.

Ya en 1959 Solomon y Figge (215) describieron un tipo de
porfiria experimental en ratones y cobayos causada por 1la adminis
tracién de DDC. Esta se caracterizaba por la produccién excesiva
de Proto, que se acumulaba en el higado y se excretaba en las he-
ces. O sea que este disturbio bioquimico se asemejaba a un tipo
de porfiria hepatica: la porfiria variegata humana (216).

El DDC que tiene capacidad porfirinogénica en una variedad
de especies animales (217) ha servido como una herramienta valio
sa en el estudio del control de la biosintesis del hemo. Esta dro
ga reduce la actividad hepatica de ferroquelatasa cuando se admi-
nistra a roedores (218, 219) o embriones de pollo (206, 220).

El mecanismo por el cual se produce esta disminucidn de ac-
tividad fue dilucidado en afios recientes. E1 DDC, al ser adminis-
trado a roedores provoca la acumulacién en el higado de un pigmen

to verde (221, 222) identificado como N-metil-protoporfirina (221-
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223) que actGa como un potente inhibidor de ferroquelatasa (221,
222, 224).

El grupo metilo de la N-metil-protoporfirina proviene del
grupo alquilo de la posicidén 4 de la molécula de DDC cuya estruc

tura aparece a continuacidn (225, 226).

f+5CQC§(3 CPb
lﬁaC; H
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Debido a la distribucidén asimétrica en la Proto de los gru
pos vinilo y acido propidénico sustituyentes existen 4 isbmeros
estructurales posibles de N-metil-protoporfirina monosustituida,
segln cual sea el anillo pirrdélico alquilado. Se encontrd que
después del tratamiento con DDC se forma una mezcla de los 4 isé
meros estructurales (226, 227).

Quedaria por determinar de dénde proviene la Proto IX que
forma la N-metil-protoporfirina. Se observdé que el DDC disminuye
los niveles de citocromo P450 "in vivo" (228) y recientemente se
demostrd que ésto se debe a una destruccidén del citocromo P450

preexistente y que el DDC es un sustrato suicida de dicho citocro
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mo. Es decir que la fuente de la Proto IX de la N-metil-protopor-
firina es el hemo del citocromo P450|(226, 229-231).

De Matteis y colab. (219) encuentran que la administracién
de DDC a ratas causa inicialmente una disminucidén del citocromo
P450 en el higado y luego de 24 horas retorna a valores normales.
Por otro lado Rifkind (206) informa que bajas dosis de DDC no a-
fectan las concentraciones de citocromo P450 y dosis mayores in-
crementan el contenido de citocromo P450 de higado de embridn de
pollo luego de 24 horas. En concordancia con estos resultados y
como ya se ha seflalado, se ha encontrado aumento del mRNA del a-
pocitocromo P450 en embriones de pollo tratados durante 16 horas
con DDC, AIA o FB (207).

El DDC también produce aumento de la actividad hepitica de
ALA-S en higado de mamiferos y aves (20, 219). En este caso, al
igual que con AIA, se encuentra acumulacidén en citosol de cobayo
(31) y ratones (232, 233) pero no de embriones de pollo (20, 47).

Tomita y colab. (47) trabajando con cultivos de higado de
embridén de pollo encontraron que el aumento de ALA-S provocado por
estadroga es completamente inhibido por Actinomicina D o Ciclo-
heximida. Cuando la Actinomicina D se agrega al medio de cultivo
una vez inducida la enzima con DDC, la actividad de ALA-S recién
comienza a decrecer luego de 2 horas por lo que sugieren que el
mRNA de ALA-S tendria una vida de 2 a 3 horas. En cambio, si a-
gregan Cicloheximida una vez 1inducida la enzima, la actividad

cae ripidamente encontréndose una vida media para ALA-S de 4 a 5
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horas mientras que para AIA, los mismos autores determinaron una
vida media de 2 horas.

La mayor vida media observada con DDC no se deberia a esta
bilizacibén de la enzima por el DDC sino que se trataria de una
menor velocidad de recambio (47).

El1 DDC induce la actividad de ALA-S actuando a nivel de
transcripcién es decir incrementando los niveles del mRNA especi
fico (20, 47, 176, 178).

La hemina inhibe la sintesis de ALA-S y su translocacidén a

la mitocondria en animales tratados con DDC (47, 48, 179, 232).

IdTE - B Efecto del HCB sobre 1a

biosintesis del hemo.

HCB es un tipico ejemplo de un compuesto utilizado para
producir porfiria experimental que se desarrolld en base a obser
vaciones clinicas.

En 1956 se produjeron varios cientos de casos de porfiria
del tipo cutadnea tarda humana (PCT) en el sur de Turquia (234,
235) como consecuencia de la ingestidén crénica de trigo que ha-
bia sido tratado con el fungicida HCB. La capacidad porfirinogé-
nica del HCB fue definitivamente demostrada por Ockner y Schmid
(236) gquienes provocaron porfiria hepdtica experimental en ratas
tratadas crdénicamente con una dieta que contenia HCB.

El HCB produce un importante decremento de la PCL y un con
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secuente aumento del ALA-S, lo que lleva a una gran acumulacidn y
excrecidn de porfirinas altamente carboxiladas (237-241).

Estudios cinéticos con HCB demostraron gque PCL es la enzima
clave para la accidédn del fungicida sobre el camino biosintético
del hemo, es decir aquélla sobre la que act@a primariamente (241).
Su fuerte decremento podria deberse a la presencia de un inhibidor
termoestable o parcialmente termoestable en las preparaciones por-
firicas de animales tratados con HCB (132). Esta disminucidn no
parece deberse a una menor sintesis de PCL (242).

El hierro parece tener un rol importante en el desarrollo de
esta porfiria. La siderosis hepética es un rasgo comunmente asocia
do con la PCT (243). Ademas la flebotomia produce remisidén de 1la
enfermedad (244) mientras que la sobrecarga de hierro favorece la
manifestacidén del cuadro de porfiria (245).

La porfiria experimental inducida por hidrocarburos policlo-
rados también parece estar relacionada con la siderosis hepética
ya que se encontrd que el contenido de hierro es incrementado por
el tratamiento de ratas con HCB (131, 246, 247), bifenilos poli-
clorados (248) y 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (249).

Ademas se observd que la sobrecarga de hierro acelera y exa
cerba la porfiria inducida por HCB (239, 250) y que el decremen
to de PCL que produce esta droga es mayor cuando los animales se
ponen siderdticos previamente (251).

Podria ser entonces el hierro, que se encuentra incrementa
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do en los higados porfiricos, el inhibidor de PCL. Sin embargo va
rias observaciones sugleren que el hierro "per se'" no es un inhi-
bidor de la enzima (131, 250, 251).

Por otro lado aunque varios metabolitos del HCB no inducen
porfiria (252) evidencias indirectas a partir de estudios de pre-
tratamiento con fenobarbital (un inductor del sistema microsomal
hepatico metabolizante de drogas) sugieren que la accidén del HCB
puede estar mediada por un epbéxido, radical u otro metabolito re
activo de vida corta (241). El hierro podria ser necesario en al
gin paso de la metabolizacidédn del HCB para favorecer la formacidn
de dicho metabolito (253) que luego provocaria la disminucién de
PCL.

Este punto de vista podria ser avalado por el hecho que las
ratas de la cepa Agus que tienen un contenido de hierro hepéatico
mayor que las Wistar y que son mas susceptibles a la accidn porfi
rinogénica del HCB (254), tienen una mayor concentracidén de sus
metabolitos en el higado (255). Sin embargo también se informé que
aunque la sobrecarga de hierro incrementa la suceptibilidad para
adquirir porfiria de ciertas cepas de ratones este hecho no se co
rrelaciona con la inducibilidad de la arilhidrocarburohidroxilasa
(250). Se requieren més estudios para dilucidar definitivamente el

mecanismo de accidén del HCB.
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IV - LINDANO, CLORDANO, ENDO-

SULFAN, PARATION Y MALA-

TION.

Como ya se ha visto, se ha estudiado el efecto sobre el ca
mino biosintético del hemo de numerosas drogas com: AIA, DDC, gri
seofulvina (198, 256) y una serie de compuestos clorados como:HCB,
pentaclorofenol (257, 258), bifenilos policlorados (259, 260),
clorodioxinas (249, 261, 262), aldrin endrin (263) heptaclor (264).

El Lindano ( ¥ hexaclorociclohexano), cuya estructura se
muestra en la Figura 17, es otro compuesto clorado, quimicamente
relacionado con el HCB y a su vez un insecticida de uso muy difun
dido, pese a lo cual ha sido poco estudiado en cuanto a su capaci
dad porfirinogénica. Estudios previos realizados en nuestro labo-
ratorio han demostrado que es porfirinogénico en embriones de pollo
(264). Por lo tanto hay informes sobre la accidén de algunos plagui
cidas clorados sobre este camino pero se sabe poco o nada sobre la
accién de otros compuestos clorados como Clordano y Endosulfén, y
de compuestos fosforados de uso muy difundido como malatidén y para
tién. Las estructuras quimicas de estos cuatro compuestos aparecen
en la Figura 17.

El Clordano es principalmente usado para proteger frutas y
vegetales de los insectos del suelo pero es también muy usado para
el control de hormigas y termitas, y en los hogares contra moscas,

mosquitos y cucarachas (265).



Figura 17: BSTRUCTURAS DEL: CLORDANO, ENDOSULFAN, PARATION,

MALATION Y LINDANO.
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El Endosulfén es efectivo para muchas pestes para las cuales
se usaba anteriormente DDT (p,p'~diclorodifeniltricloroetanc) pero
encuentra su mayor aplicacidén contra pesteslde algoddn, arroz y
cereales. Por suieficacia contra la larva de los lepidbpteros y
su vida residual relativamente corta encuentra amplia aplicaciédn
para tratar pastura y cosecha de forraje; el uso de Endosulfan con
éste propbésito no produce residuos en carne, leche o huevos (265).

En cuanto a los insecticidas organofosforados el Paratidn
(266) es uno de los més conocidos del grupo y pese a su relativa-
mente alta toxicidad es muy usado en la agricultura como insecti-
cida de amplio espectro. El Paratidn es retenido en la superficie
de plantas y frutas y puede permanecer el tdxico por dias. Por su
alta toxicidad no se usa en el hogar.

El Malatién (266) es el menos tdxico del grupo, también es
considerado un insecticida de amplio espectro y se lo utiliza en
frutas, vegetales y plantas ornamentales.

Estos plaguicidas fosforados inhiben la enzima Acetilcolines
tarasa con la consecuente acumulacidén de Acetilcolina que actla
sobre el Sistema Nervioso Central y Autdénomo (266, 267).

Segin un trabajo de Bryan Myher (268) en el que se estudia
la influencia de varios plaguicidas sobre la incorporacién de Uri
dina tritiada a RNA y aminodcidos marcados con e 5 proteinas en
células Hela; el paratidén inhibe la incorporacibén de aminoacidos

a proteinas mientras que tanto Clordano como Malatidén inhiben am-

bos procesos.
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Pese a este y a algunos otros informes referentes a la ac-
cidén de los mencionados plaguicidas a nivel bioquimico practica-
mente no hay informes en la literatura con respecto a su influen
cia sobre la biosintesis de porfirinas y hemo.

El embrién de pollo es un sistema experimental Gtil para
estudiar el efecto de distintas drogas sobre el metabolismo de
porfirinas yasea trabajando "in vitro" con cultivo de hepatocitos
(43, 45) o "in vivo" con el embribén de poilo entero (269, 270).

En un trabajo muy reciente Bonkowsky y colab. (271) realiza
ron estudios comparativos sobre la transformacidén de ALA en Hemo
por homogenato de higado humano, de rata y de embribén de pollo.

Estos autores encontraron que como modelo experimental para
el estudio del metaboliso del hemo, el higadec de embrién de pollo
se asemeja mads al humano que el de rata. Si bien no es el modelo
ideal porque la enzima de velocidad limitante en la sintesis de
Hemo a partir de ALA en embridén de pollo es la Ferroquelatasa més
que la PBG-Deaminasa como ocurre en el higado humano y de rata(272).
Sin embargo las maximas velocidades de transformacidén de ALA en
Hemo por homogenatos de higado humano y de embridén de Pollo son
aproximadamente iguales (33 y 26 nmoles de equivalentes de ALA/
hora/ gramo de higado respectivamente) porque bajo las condicio-
nes experimentales empleadas 1la actividad de PBG-Deaminasa de hi
gade humano es aproximadamente igual a la de Ferroquelatasa de

higado de embrién de pollo (271, 272).
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OBJETIVOS.

En base a lo ya expuesto en la Introduccidn, especialmente
en la Seccidn IV, resultd interesante estudiar el efecto de: Clor
dano, Endosulfén, Paratién y Malatién sobre el camino metabdlico
del hemo en embriones de pollo.

Con dicho fin se estudid:

1) El1 efecto de estos plaguicidas
sobre el contenido de porfirinas en el higado.

2) La accidén de los 4 plaguicidas
sobre la actividad hepatica de ALA-S.

3) E1 efecto de la administracién
conjunta de estos plaguicidas con Fenobarbital (FB), Clorhidrato
de 2,2-dietil-aminocetil-2,2-difenil-valerato (SKF 525A) & DDC sobre
el contenido hepatico de porfirinas.

El FB estimula el metabolismo de drogas que tienen lugar en
los microsomas de las células hepaticas y por lo tanto, si la a-
cumulacién de porfirinas debida a los plaguicidas se incrementa
en presencia de FB, el efecto observado podria ser atribuido a un
metabolito.

El SKF 525A es un inhibidor del metabolismo de drogas y como
tal ha sido utilizado por Taub, Krupa y Marks (273) en conjuncién
con drogas porfirinogénicas en embriones de pollo, pollos y ratas.

Su uso permitirad evidenciar la capacidad porfirinogénica de
aquellas drogas que actian "per se" y cuya accidén puede no detec-

tarse a causa de una réapida metabolizaciébn.
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El DDC, como ya se ha visto, es un inhibidor de la actividad
de Ferroquelatasa, enzima que cataliza la formacidén de hemo.

El aumento en la formacibén de intermediarios de porfirinas
en respuesta a drogas puede estar balanceado por un incremento en
la sintesis de hemo y hemoproteinas como el citocromo P-450 y en
este caso no habria acumulacién de Proto. Si éste ocurriera, al
inyectar la droga en forma conjunta con el DDC se puede visualizar
el incremento de Proto al bloquearse la transformacidén a hemo y
hemoproteinas.

Anderson (274) propone un método sensible y conveniente para
analizar la capacidad inductora del camino biosintético del hemo
de ciertas drogas que provocan aumento de actividad de ALA-S y/o
aumento de citocromo P-450 y no producen acumulacidén significati
va de porfirinas. Este método consiste en la aplicacidén de una pe
guefia dosis de DDC (0,25 mg) junto con la droga en estudio.

Por otro lado se quiso evaluar la capacidad porifirnogénica
del Lindano en mamiferos dado el antecedente en pollos anterior-
mente citado.

Para ello se estudid en ratas el efecto de esta droga sobre:

1) La excrecidn urinaria de ALA, PBG y porfirinas
en orina.

2) La excrecidén fecal de Copro y Proto.

3) La actividad de ALA-S hepAtica.

4) La actividad de PCL hepatica.
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Por Gltimo, debido a que se encontrd un importante aumento
de la actividad de ALA-S en los embriones tratados con Malatién
se decididé estudiar:

1) La cinética de este aumento, es decir, la
actividad de ALA-S en funcidén de las horas de tratamiento de los
embriones con esta droga.

2) El1 efecto de inhibidores de la sintesis pro
teica a nivel de traducciédn (Cicloheximida) y de transcripcidn
(Actinomicéna D).

3) E1l efecto de hemina, regulador fisioldgico
de este camino biosintético.

4) El efecto de FB inductor del sistema metabo
lizante de drogas.

5) E1 efecto de la droga "per se" sobre la ac-
tividad hepatica de la enzima normal.

6) La distribucidén subcelular de la enzima.

7) También el efecto del Malatidén sobre la ac-
tividad de la Gltima enzima del camino biosintético del hemo: la

Ferroquelatasa.



MATERIALES Y METODOS
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MATERTIALES.

Sustratos.

Glicina: Sigma

URO III: Porphyrin Products.
Mesoporfirina IX: Porphyrin Products.
Coenzima A: Sigma.

Succinato de sodio: Sigma.

Solventes.

Acetato de etilo: p.a. Douglas.

Acido acético glacial: p.a. Douglas.

Acido perclérico: p.a. Mallinckrodt.

DMSO: p.a. Sigma.

Cloroformo: Se emplebé C. Erba F.U. para realizar las esterificacio
nes de las porfirinas libres y C. Erba R.P. para eluir las croma-
tografias.

Metanol: C. Erba F.U.

Kerosene: incoloro, se utilizd para las cromatografias la fraccidn
que destila entre 19092 - 2402C. Se obtuvo a partir del kerosene
comercial. Este fue lavado varias veces con agua, secado sobre
CaCl2 durante 48 horas y finalmente destilado con columna recti-

ficadora. Se hizo una primera destilacién entre 1802 y 2509C, es-
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ta fraccién se volvid a destilar recogiendo el destilado corres
pondiente al rango entre 1902 y 240¢9C.
Dioxano: Lowens para cromatografia.

Eter: p.a. Rhodia.

Plaguicidas.

El clordano, malatidén y paratidén fueron cedidos gentilmente
por Chemotecnica Syntial S.A. Buenos Aires, Argentina.

El clordano y el lindano fueron una cortesia del Dr. Crespo
de Compafiia Quimica S.A., Buenos Aires, Argentina.

El grado de los plaguicidas fue técnico. La pureza expresa-
da como% (p/p) es: paratidén 97%, malatidn 96%, endosulfan 94% y
lindano 99.9%. El clordano contiene 65% de cleoro en peso.

De todas las drogas empleadas el malatién fue la mas utili-
zada y la UGnica cuyo uso se extendid desde el comienzo hasta la
finalizacibén del presente trabajo experimental. Como se sabe que
esta droga puede descomponerse durante el almacenamiento (275)
se quisieron evaluar estas posibles alteraciones. Con dicho fin
se hicieron a lo largo del periodo de trabajo cromatografias ga-
seosas de la droga. De este modo se pudieron comparar muestras
que habian sido recién recibidas con muestras recibidas con bas-
tante anterioridad.

Estas cromatografias pudieron realizarse gracias a una gen
tileza de la CAtedra de Toxicologia y Quimica Legal de la Facul-

tad de Ciencias Exactas y Naturales de la U.B.A.
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Se utilizd un cromatdgrafo Hewlett-Packard modelo 5840 A.

Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:

Columna: 5% OV-101 sobre Chromosorb WAWIDMCS, 80-100 mesh. Dimen
siones de la columna: 1,5 m de longitud y 2 mm de diémetro inter
no. Temperatura de la columna: 2009C. Detector de ionizacidn de
llama: Temperatura: 2609C. Alimentacién de la llama: flujo de hi
drbégeno: 50 ml/min; flujo de aire: 300 ml/min.

Temperatura de inyeccidn: 2209C.

Gas portador: N, (40 ml/min).

Se muestran los cromatogramas obtenidos con una muestra re
cién recibida, una muestra que habia sido recibida unos 2 afios
antes vy un_patrén de malatién. Se utilizd como patrdn de malatidn
una muestra gentilmente cedida por el Dr. Edgardo Wood pertenecien
te al Centro de Investigaciones de Plagas e Insecticidas (CIPEIN),
CITEFA-CONICET.

En todos los casos se inyectaron 2 ul de soluciones 2% en
hexano. Como puede verse en la Tabla I los cromatoyramas obte-
nidos en los 3 casos son similares y, en particular, el obtenido
con la muestra vieja (de aproximadamente 2 afios de antigliedad) es
similar al de la muestra recién recibida.

Por otro lado, cabe sefialar que, a los fines del presente
estudio, no se encontrd una respuesta diferente al utilizar dro-
gas de distinta antigliedad ni en cuanto a las mediciones que ata-
fien al camino biosintético del hemo, ni en cuanto a la mortalidad

de los animales tratados.



Tabla 1: CROMATOGRAFIA GASEQOSA DE MALATION.

PATRON MUESTRA VIEJA MUESTRA NUEVA

Tiempo de retencidén  Area (%) Tiempo de retencidén Area (%) Tiempo de retencidén  Area (%)

(min) (min) (min)

0.81 0.155 0.80 0.626 0.79 075

1.48 0.103 1.47 0.813

332 1.476 3.35 0.154 3:38 0112

4.21 98.142 4.26 99.207 4.28 99.133

8.29 0.041

18.09 0.083

*e9
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Por lo tanto, la droga podia ser empleada varios meses des

pués de recibida.

Otras drogas.

El fenobarbital fue una gentileza del Dr. Méndez de Bayer
Argentina S.A., Buenos Aires, Argentina.

El1 SKF 525 A se obtuvo de Smith, Kline and French Interna-
tional Co. Philadelphia P.A., por gentileza del Dr. Prieto de
SKF Argentina.

El DDC fue adquirido a Aldrich Chemical Company Inc.

La actinomicina D y la cicloheximida fueron compradas a
Sigma.

La resina Dowex A.G.ixs, mesh 200-400, forma cloruro 6 ace
tato ; la resina Dowex A.G.50-Xg, mesh 200-400, forma ién hidré-

geno y el Sephadex G-25 provienen de Sigma.

Otros materiales empleados.

Sondas para drogado de ratas: Franklin Nelaton, 11FR
Jeringas de 0.5 ml para inyectar los embriones de pollo.

Aguja descartable estéril 22 GX 1 1/2

Animales.

En los estudios con malatidén, paratidén, clordano y endosul

fan se utilizaron embriones de pollo de la raza New Hampshire de
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17-19 dias.
En los estudios con lindano se emplearon ratas macho Wistar

de aproximadamente 250 g de peso.
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METODPOS «

I - TRABAJO CON EMBRIONES.

I - 1. Tratamiento de los animales

Se trabajdé con embriones de pollo de 17 a 19 dias de la ra
za New Hampshire.

Con el fin de inyectarlos se miraron al ovoscecpio para mar
car con lapiz la cémara de aire. Luego se pasd un algodén con al-
cohol por la zona marcada y con un punzdn se hizo un pequefio agu-
jero en la céscara del huevo por encima de la cémara de aire (ver
el esquema del embrién que aparece al final de esta seccidn), que
luego fue ampliado con una tijera a un circulo de aproximadamente
1 cm de didmetro. Con una pipeta Pasteur estéril se colocaron 2
6 3 gotas de solucidn fisioldgica también estéril para transparen
tar la membrana corioalantoica.

Las drogas se inyectaron en el liquido que rodea al embridn.
Clordano, endosulfan, paratidén y malatién se inyectaron disueltos
en 0.2 ml de dimetilsulféxido (DMSOJ}, en las dosis indicadas en
cada caso.

En los pretratamietnos con FB (5 mg) , SKF 525 A (0.25 mg)
b6 cicloheximida (100 mg) estas drogas se inyectaron disueltas en
0.2 ml de solucibédn fisiolbdgica estéril. Después de 1 hora de in-
cubacién a 382C con estos compuestos, se inyectaron los plagui-

cidas en estudio.
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El1 DDC (0,25 mg), la actinomicina D (300 mug) y la hemina
(3 y 5 mg) se inyectaron disueltas en 0.2 ml de DMSO simultanea-
mente con los plaguicidas.

Una vez inyectados los embriones, el orificio de la céasca-
ra del huevo se selld con cinta adhesiva y se incubaron los embrio
nes a 37 - 382C en camara himeda (incubadora) durante los interva
los de tiempo indicados en cada caso, después de lo cual se mata-
ron por decapitacidén. Se extrajeron los higados, se colocaron en
solucidn fisioldgica fria para ser lavados y luego se secaron so-
bre papel de filtro y se pesaron para ser posteriormente utiliza-

dos.

cavidad alantoica.

/////#Hhﬂzhﬁ______ camara de aire.
—_— -

membrana amnidbtica.

A cavidad amnidtica.

} ) embridén.

membrana coriocalantoica.
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I - 2. Contenido de porfirinas en

el higado.

Las porfirinas se extrajeron a partir del bérgano entero se
gin el método de Racz y Marks (269) ligeramente modificado como
se describe a continuacién.

El higado del embrién de pollo (0.4 a 0.5 g) fue homogenei
zado en 5 ml de una mezcla de acetato de etilo: &cido acético
(4:1, v/v). Luego de centrifugar a 3000 g 15 minutos, se separd
el sobrenadante y el precipitado se resuspendidé en 3 ml de la mez
cla de homogeneizacidén y se centrifugd nuevamente a 3000 g 15 mi-
nutos. El precipitado se descartd. El sobrenadante se juntd con
el inicial y se volcd sobre una ampolla de decantacién que conte-
nia 12 ml de acetato de sodio 3% (p/v). Se agitd suavemente, se
separd la fase acuosa inferior y luego la fase superior de aceta-
to de etilo se lavd 2 veces mas con acetato de sodio 3%.

Los lavados de acetato de sodio se reunieron y se miraron
bajo la lampara ultravioleta de Wood. Cuando estos lavados tenian
fluorescencia se extraian 3 veces con acetato de etilo (5, 4 y
3 ml respectivamente). El acetato de etilo resultante de estas
extracciones se lavaba con acetato de sodio 3% y se reunia con el
acetato de etilo original.

En general, los lavados de acetato de sodio no presentaron

fluorescencia cuando se miraron bajo la luz ultravioleta y por
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lo tanto,se descartaron y se continub trabajando con la fase de
acetato de etilo original.

Los extractos de acetato de etilo se extrajeron con HCl 5%
(p/v) con agitacién fuerte. La fase clorhidrica inferior se filtrd
por papel de filtro doble (Whattman N2 42), previamente embebido
en HC1l 5%. Las porfirinas fueron estimadas fluorométricamente usan

do un fluordémetro Beckman y coproporfirina IIT como patrdn.

I - 3. Determinacidédn de ALA-S.

La actividad de ALA-S en homogenato de higado fue ensayada
basandose en el método de Marver y colab. (276).

Los higados se homogeneizaron con una mezcla de la siguien
te composicién: EDTA 0.5 mM, NaCl 0.9% y Tris HC1l 10 mM (pH 7.2).

La mezcla de incubacidén para los ensayos de ALA-S contiene:
200 pmoles de glicina, 20 pmoles de EDTA, 100 umoles de Tris HC1
(pH: 7.2), 0.3 umoles de fosfato de piridoxal y la cantidad de ho
mogenato correspondiente a 0.125 g de higado en un volumen final
de 2 ml.

Luego de incubar 40 & 60 minutos seqin se indica en cada
caso, se desproteinizd con 0.5 ml de TCA 25%. En los blancos el
TCA fue agregado antes que la enzima. Se dejé desproteinizando
en frio al menos 1 hora y se centrifugd. En el sobrenadante se
determindé el ALA formado para lo cual se ajustd el pH a 4.6 por

agregado de NaOH. A 1 ml de ensayo se le agregd 1 ml de buffer
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acetato 0.1 M pH: 4.6 y 0.05 ml de acetilacetona. Se calentd a
1009C durante 10 minutos y el pirrol asi formado se hizo reaccio
nar con 2 ml del reactivo de Ehrlich modificado (277) que se pre
para agregando a 1 g de p-dimetilaminobenzaldehido, 30 ml de &ci
do acético glacial y 8 ml de HClO4 70% completando, finalmente,
a 50 ml con acido acético glacial.

El producto se determind espectrofotométricamente a 555 nm
utilizando un E_, = 62 (278).

I - 4. Fraccionamiento subcelular.

Para evaluar si el aumento de ALA-S producido por malatidn
ocurre en mitocondrias, en citosol 6 en ambos se realizé un frac
cionamiento subcelular y se midid esta actividad enzimética en
las distintas fracciones.

Los higados se homogeneizaron en Sacarosa 0.25 M (pH: 7.2).
A partir de cada gramo de higado se obtuvieron 4 ml de homogena-
to. Se encontrd que una parte importante de las mitocondrias apa
rece en el precipitado de 600 g correspondiente a nlcleos. Asi
lo informan Kim y Kikachi (279), Gross y Hutton (233) y Correia
y Meyer (280). Estos Gltimos sefialan que precipitan aqui mitocon
drias unidas a sistema reticulo endoplasmico y que ésta asociasz
cidén tendria un significado funcional.

Por otra parte, Petersons y Allred (281) trabajando con

higado de rata encuentran que al homogeneizarlo en sacarosa 0.25M,
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1/3 de la actividad de 2 marcadores mitocondriales (citrato sin-
tetasa y 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA liasa) precipitan con la
fraccibdn nuclear y los 2/3 restantes de actividad aparecen en el
precipitado de mitocondrias. Cuando el fraccionamiento subcelular
se realiza con Sacarosa 0.25 M + Tris HC1] 0.05 M, 80 a 95% de la
actividad de los marcadores mitocondriales aparece en el precipi
tade de nicleos. Utilizando microfotografia se vidé agregacidén mi
tocondrial en presencia de Tris CHl; mientras que con sacarosa
las mitocondrias se mantienen dispersadas. Esta distribucidén de
enzimas no se debe a células sin romper ya que no se ven células
intactas por microfotografia y ademas 90% de la actividad de lac
tato deshidrogenasa, enzima citosbélica, se solubiliza durante la
homogeneizacidn.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y como el objetivo
del experimento, como ya se sefiald, fue determinar si el aumento
de actividad de ALA-S ocurre en mitocondria 4 citosol, se ldecidid
medir esta actividad en el precipitado de 11.000 g que contiene
el total de mitocondrias y el sobrenadante de 105.000 g que co-
rresponde al citosol.

Los homogenatos se centrifugaron a 11.000 g durante 20 minu
tos,separandose el sobrenadante y el precipitado. Este Gltimo se
suspendid en sacarosa 0.25 M y se centrifugd nuevamente a 11.000g
durante 20 minutos obteniéndose asi un precipitado que contiene

las mitocondrias. El sobrenadante resultante de esta Gtlima cen-
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trifugacién se juntd con el sobrenadante inicial y la mezcla se
centrifugdé a 105.000 g durante una hora resultando el precipita-
do de microsomas y el sobrenadante correspondiente a la fraccidn

soluble.

I - 5. Determinacidédn de ALA-S con

agregado de Succinil CoA-

Sintetasa.

La Succinil CoA-Sintetasa (Succ CoA-S), que cataliza la
formacién de una de los sustratos de ALA-S: el succinil CoA, se
encuentra en la mitocondria.

Para estudiar la distribucidén subcelular de ALA-S es nece
sario adicionar un sistema generador de succinil CoA en los en-
sayos correspondientes a fracciones que no contienen mitocondrias.

Por lo tanto, cuando se realizd el fraccionamiento subcelu-
lar se determind la actividad de ALA-S en presencia de Succ CoA-S.
Esta adicidén se relaizd en todos los ensayos para igualar las con
diciones de medicidn.

Esta determinacién sélo difiere del método de Marver ante-
riormente descripto en los componentes de la mezcla de incubaciébn.
Esta contiene en un volumen final de 2ml: 200 mmoles de glicina,
20 pmoles de EDTA, 150 umoles de Tris HCl (pH: 7.2), 0.3 umoles
de fosfato de piridoxal, 10 umoles de ATP, 0.2 mumoles de coenzi-

ma A, 40 umoles de MgCl 10 pmoles de succinato de sodio y 0.05

2’
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unidades de Succ CoA-S.
Se define una unidad de Succ CoA-S como la cantidad de pro

teina que forma 1 umol de succinil CoA en 1 minuto.

I - 6. Obtencidn de Succ CoA-S.

Esta enzima se obtuvo a partir de Escherichia Coli B del
cepario de la Catedra de Microbiologia e Inmunologia, gentilmente
cedida por el Dr. Alberto A. Viale. La bacteria se hizo crecer en
un medio que contiene succinato de sodio como UGnica fuente de car
bono seqin lo describen Gibson y colab. (282).

La composicidén del medio es la siguiente: KHpo4 0.02 M;

K

HPO, 0.02 M, NH .7H

2 4 4 4 2
extracto de levadura (Oxoid) 0.005%; succinato disdédico.6 H,0 2.2%.

C 1 0.3%, MgSO4.6H20 0.04%, FeSO 0 0.001%,
Cada litro de medio se inoculdé con 30 ml de un cultivo de Escheri
chia coli B crecida durante 10 horas en igual medio y se incubd a
372C con agitacidédn durante 30 horas.

Al cabo de este tiempo la suspensidén de bacterias se cen-
trifugd a 6000 g durante 15 minutos. El precipitado se resuspen-

did en buffer fosfato 0.02 M (pH: 7.2) conteniendo MgCl, 0.02 M;

2
de mode que una dilucién 1:100 de esta suspensidédn did una absor-
bancia de 0.6 aproximadamente a 600 nm.

La Succ CoA-S fue preparada de acuerdo al método de Ohashi

y Kikuchi (32).

Las células se sonicaron 2 veces durante 30 segundos (130
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vatios/cmz) con un intervalo de 30 segundos en un sonicador mode
lo W 185 D de Heat System Ultrasonic Inc.

Luego se centrifugaron a 10.000 g 15 minutos. El sobrenadan
te resultante se tratd con (NH4)2SO4 de modo de obtener las pro-
teinas que precipitan entre 50 y 65 % de saturacién.

Este precipitado se resuspendidé en buffer Tris HCl1 0.1 M
pH: 7.2 y se sembrd en una columna de Sephadex G-25 que fue equi
librada y eluida con ese mismo buffer.

El eluido fue recogido en varios tubos. En cada uno de ellos

4
de proteinas mediante la medicidén de las absorbancias a 260 y 280

se determind la presencia de SO, por precipitacién con BaClzy la

nm. Los tubos que contenian proteinas y carecian de S0,

se junta
ron y se utilizaron como fuente de enzima.

Esta preparacidén no presentdé actividad de ALA-S.

La actividad especifica de Succ CoA-S en la misma se deter-
mindé midiendo la actividad de la enzima por el método de Kaufman
(283) y la cantidad de proteina por el método de Lowry (284),ambos
se describen a continuaciédn.

La fraccidén precipitada entre 50 y 65% de saturacidén con

(NH4J2504 se conservd en congeladora; bajo estas condiciones re-

sultd estable por varios meses.

I - 7. Determinacidn de Succ CoA-S.

Como ya se ha mencionado se utilizdé el método de Kaufman
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(283). El1 medio de incubacién contiene: 100 pmoles de Tris HC1
(pH: 7.4), 100 jumoles de succinato de sodio, 10 umoles de ATP,
0.13 umoles de coenzima A, 20 umoles de glutatidén reducido, 10
pMmoles de MgClz, 0.96 mmoles de hidroxilamina y la solucidbn de
enzima en un volumen final de 2 ml. Se incubé a 379C con agita
cién durante 30 minutos. Finalizada la incubacidén se agregd 1
ml de la mezcla desproteinizante que contiene iguales volUmenes
de FeCl, 5%, HCl 3N y TCA 12%. En los blancos se agregd la mez
cla desproteinizante antes que la enzima.

Luego de centrifugar se determindé la absorbancia en el so-
brenadante a 540 nm.

Esta medicidén estd basada en la formacidén de &cido succini
cohidroxadmico a partir de succinil CoA e hidroxilamina el cual

se determina por el reactivo de FeCl, de Lipmann y Tuttle (285).

3
La curva de calibracién se realizd con anhidrido succinico
ya que este forma el &cido succinicohidrox&mico (283), obtenién-

dose un valor de 1/pendiente= 2.4 jumoles.

I - 8. Determinacidn de proteinas.

La medicibén de proteinas se hizo por el método de Lowry
(284) utilizando solucidn alcalina de cobre y reactivo de Folin.
Las muestras fueron convenientemente diluidas de modo de

usar 0.1 6 0.2 ml por ensayo.
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Una vez agregada la muestra se llevd a 0.4 ml con agua y se
adicionaron 2 ml de solucidén alcalina de cobre. Después de 10 mi-
nutos se agregaron 0.2 ml de reactivo de Folin, se agitd y se de-
jé durante 30 minutos. Luego se determind la absorbancia a 660 nm.
La curva de calibracidén se realizdé con albGmina bovina obteniéndo

se un valor de 1/pendiente= 0.2 mg.

I = 9; Determinaciédn.de Succinico

Deshidrogenasa.

Cuando se realizd el fraccionamiento subcelular se utili
z6 como marcador mitocondrial la enzima Succinico Deshidrogenasa
(SDH), que esta localizada en la membrana interna de la mitocon-
dria.

Esta actividad fue medida de acuerdo al método de Penning
ton (286). El medio de incubacidn contiene en un_volumen final de
1 ml : buffer fosfato 50 mM pH: 7.4, succinato de sodio 50 mM, sa
carosa 25 mM y cloruro de 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)5-fenil
tetrazolio (INT) 0.1%. Los blancos fueron incubados sin succinato
de sodio. Se incubdé durante 15 minutos a 372C y luego se despro-
teinizé por agregado de 1 ml de TCA 10%. El producto de la reduc
cibén del INT, el formazan, se extrajé con 4 ml de acetato de eti-
lo y se determind la absorbancia a 490 nm. Se definidé una unidad

de SDH como la cantidad de enzima que cataliza la reduccidén de INT
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dando un incremento de 1 en la absorbancia a 490 nm en las condi

ciones de ensayo empleadas.

I - 10. Determinacidn de Glutamato

Deshidrogenasa.

La Glutamato Deshidrogenasa (GDH) es una enzima localizada
en la matriz mitocondrial y también fue utilizada como marcador
mitocondrial en el fraccionamiento subcelular.

La actividad de GDH se mididé seqin el método de Beaufay y
colab. (287) ligeramente modificado.

La mezcla de incubacidn cecntiene: buffer Tris HCl1 0.04 M

pH: 8, KCN 0.4 mM, Tritdén X 100 0.1%, EDTA 1 mM, X cetoglutarato
0.01 M, NH4C1 0.1 M, NADH 0.28 mM y enzima en un volumen final

de 3 ml. Se preincubd la enzima con todos los componentes de la
mezcla de reaccidn excepto el * cetoglutarato a 252C durante 15
minutos. Luego se comenzd la reaccidédn con la adicién de « cetoglu
tarato y se mididé el decremento de absorbancia a 340 nm contra un
blanco que contiene NADH 0.22 mM y todos los otros componentes del
sistema menos X cetoglutarato.

Se definid una unidad enzimdtica como la cantidad de enzima
que causa un decremetno de absorbancia de 0.01 en 10 segundos bajo

las condiciones de ensayo empleadas.
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I -~ 11. Determinacidbdn de Ferrogque-

latasa.

La actividad de ferroquelatasa fue medida segln una modifi
cacién del método de Cole y colab. (220).

Los higados se homogeneizaron en Sacarosa 0.25 M (pH: 7.4).
A partir de 1 g de higado se obtuvieron 5 ml de homogenato. Este
se centrifugdé a 11.000 g durante 20 minutos; las mitocondrias asi
obtenidas se lavaron 2 veces con Tris HC1l 0.02 M pH: 8.2.

La solucibén de mesoporfirina IX, utilizada como sustrato, se
prepard segln lo describen Porra y colab. (288). Se disuelve la
porfirina en un pequefio volumen de NH3 2N. La solucidén se diluye
con un poco de agua, se lleva a pH 8.2 con HCl y se agrega Buffer
Tris HC1l pH: 8.2 de modo de obtener una concentracién final de bu-
ffer de 0.01 M. Finalmente se agrega 0.2 vol. de Tween 80 1% (p/v).
Para obtener la concentracidén de la solucidén se hace una dilucidn
conveniente con HCl 0.1 N y se mide la absorbancia a 399 nn. Se
utiliza un EmM = 445 (289).

Para determinar la actividad de ferroquelatasa el medio de
incubacibén contiene en un volumen final de 3.5 ml: 120 nmoles de
mesoporfirina IX, 0.45 nmoles de Tris HCl pH: 8.2, 12 umoles de

ditiotreitol, 120 umoles de FeSO 0.3 ml de Tween 80 1% (p/v),

4?
0.3 ml de etanol y la suspensidén en Tris HCl1l 0.2 M pH: 8.2 de las

mitocondrias correspondientes a 0.2 g de higado aproximadamente.
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Antes de incubar se hizo vacio durante 5 minutos y luego se inyec
té nitrbégeno durante 1 minuto. Se incubd a 379C durante 1 hora con
agitacién. Al finalizar la incubacibén se agregaron 0.5 ml de yodo
acetamida 0.4 M, se dejd unos minutos y luego se adiciondé 1 ml de
piridina y 0.5 ml de NaOH 1 N. Se mididé la diferencia de absorban
cias a 543 y 531 nm usando un 4 Em = 21.7 de acuerdo con Porra y

M
Jones (155).

II - TRABAJO CON RATAS.

II - 1. Tratamiento de los animales.

Se trabajdé con ratas macho de la cepa Wistar, de aproxi-
madamente 250 g de peso, a las que se les administrd diariamente
lindano por sonda ga&strica en dosis de 40 a 50 mg/Kg de peso. Se&
utilizaron 3 lotes: a) normal, b) tratado con 3 ml de una suspen
sién por medio de Tween 20 de 5 mg de lindano/ml y c) tratado con
0.25 ml de una solucidén de 60 mg de lindano/ml de aceite de gira-
sol.

Se analizd una vez por semana la excrecidén de ALA, PBG y
porfirinas en orina y Copro y Proto en heces en 4 ratas de cada
lote. El1 tiempo de duracidn de los tratamientos se indica en cada
gréafico.

Una vez finalizado el tratamiento las ratas se mataron por

decapitacién, se extrajeron los higados, se colocaron en solucidn
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fisiolbgica fria para lavarlos, se secaron sobre papel de filtro
y se pesaron.
A continuacidbn se emplearon para determinar las actividades

hepaticas de ALA-S y PCL.

II - 2. Preparacidbdn de las resinas

Dowe x .

EE-ve | @ 8 " Resina anidédnica.

Se utilizd una resina anidnica Dowex A.G. 1-X8, 200-400
mesh. Si la resina se adquilere en la forma acetato puede ser utili
zada luego de suspenderla en agua y dejarla decantar varias veces
hasta que el liquido sobrenadante sea completamente claro.

Si esta en la forma Cl se trata 3 veces con 4 volumenes de
solucidén de acetato de sodio 3M durante 6 horas. Luego se lava
con agua hasta reaccidn negativa de acetato en el eluido. Esto se
comprueba por adicidén de AgNO

3-

TFT = 2 b - Resina catidnica.

Se utilizdé una resina catibébnica Dowex A.G. 50-X8, 200~
400 mesh. La resina fue convertida primero a su forma Na*t por tra
tamiento en batch (1:1) con NaOH 2N, luego se lavd con agua hasta
neutralidad y finalmente se convirtidé en su forma &cida por trata
miento con 1 volumen de HCl 4N y luego 6 volimenes de HC1l 2N, HCl

1 N y agua sucesivamente.
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II - 3. Determinacidbdn de ALA, PBG Y

porfirinas en orina.

ALA, PBG y porfirinas fueron aisladas a partir de la ori-
na usando columnas de intercambio anidnico (Dowex 1) y catidnico
(Dowex 50) de acuerdo con el método de Piper y colab. (290).Se
utilizaron columnas de vidrio de 18 cm de alto y 1 cm de diémetro.
Luego de colocar una pequefia cantidad de lana de vidrio en la parte
inferior se cargd cada columna con 2 ml de resina (anibnica 6 ca-
tiénica) que habian sido tratadas como se detalld anteriormente
(Seccidn II-2.).

El pH de la orina se ajustdé a 5.5. Cuando la orina era ini-
cialmente mas Acida se agregd acetato de sodio saturado para llevar
a pH. En cambio, si estaba por encima del pH deseado primero se
acidificd con HCl concentrado hasta pH: 4, se agitd para disolver
los fosfatos presentes y luego se agregd acetato de sodio satura-
do para llevar a pH: 5.5. |

Se sembrd 1 ml de orina, ajustada a pH, sobre una columna
de resina Dowex 1. Luego se lavd 2 veces con 3 ml de agua. Se re-
unieron el eluido inicial y el de los lavados y se lo conservd
para la determinacién de ALA.

El PBG retenido en la columna se eluyd con 3.5 ml de acido
acético 1 N. Se comprobdé que habia sido eliminado totalmente pro
bando sobre una placa de toque la falta de coloracidén desarrolla

da por las Gltimas gotas del eluido con el reactivo de Ehrlich.
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A continuacidén se eluyeron las porfirinas con HCl 10% hasta que
no se detecta fluorescencia bajo la luz ultravioleta en el eluido.
El eluido inicial de la resina anidbnica junto con los lavados a-
cuosos se sembraron sobre una columna de resina Dowex 50. Después
se lavdé con aproximadamente 30 ml de auga para -eliminar la urea
fundamentalmente. Esta produce al reaccionar con el reactivo de
Ehrlich un color amarillo caracteristico. Se continud agregando
agua hasta reaccidn negativa del eluido con el reactivo de Ehrlich.
Luego se lavd con 2 ml de acetato de sodio 0.5 M. Finalmente el
ALA se eluyb con 8 ml de acetato de sodio 1 M y se llevdé a 10 ml
don buffer acetato 2 M pH: 4.6; se le agregaron 0.2 ml de acetil
acetona y se calentd en un bafio de agua a ebullicidén durante 10
minutos. Una alicuota de 1.5 ml se hizo reaccionar con 1.5 ml de
reactivo de Ehrlich en &cido perclérico 2 N (277). Se hace un :
blanco con 8 ml de acetato de sodio 1 M tratados de igual mecdo
que la muestra. Al cabo de 15 minutos se lee la absorbancia a 555
nm y se calcula los ug ALA/24 horas utilizando un E . = 62 (278).
Para cuantificar el PBG a una alicuota del eluido de &cido acético
1 N se agregd 1.5 ml del reactivo de Ehrlich y después de 10 mi-
nutos se mididé la absorbancia a 555 nm. El contenido de PBG en
MgPBG/24 horas se calcula utilizando un E .= 62 (291).

Las porfirinas se midieron espectrofotométricamente deter-
mindndose las absorbancias correspondientes a la longitud de onda

méxima, 380 y 430 nm y aplicando la ecuacidén de correccidn de Ri-
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mington-Sveinsson (292),que aparece a continuacién,para obtener 1la

absorbancia corregida de la muestra.

+ A

2 A = { 430nm

A
A corregida R 380 nm

-

1.84
El eluido de porfirinas se diluydé al medio con agua para
obtener una solucidén de porfirinas en HCl 5%. Teniendo en cuenta
que la absorbancia maxima de la solucidn correspondia a la longi
tud de onda de la Copro (401 nm) se utilizd su coeficiente en HC1
5% (1.7 pg/ml) para calcular los pg de porfirinas excretados en
24 horas. Esta valoracidn del contenido de porfirinas coincide

con la informada por Halti y colab. (293).

II - 4. Regeneracidn de las resinas.

Una vez utilizada la resina anidnica se trata con 20 ml
de acetato de sodio 3 M y luego con agua hasta ausencia de aceta
to en el eluido lo que se comprueba por agregado de AgNOB.

La resina catidnica se trata sucesivamente con 6ml de HCI4N
2N y 1 N. Después se lava con agua hasta cloruros negativos.

Luego de estos tratamietnos las resinas estédn en condi-

ciones de ser empleadas nuevamente.

ITI - 5. Determinacidn de Copro vy

Proto en heces.

Se midieron las porfirinas fecales seqin el método de
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Rimington (294) ligeramente modificado.

Se tomaron 100 mg del total de heces recogidas durante 24
horas y se les agregd 2 ml de &cido acético y 7 ml de eter etili
co. Luego de desmenuzar bien la mezcla se centrifugd 5 minutos a
2000 g. El sobrenadante se guardd y al precipitado se le repitid
el tratamiento anterior.

Se combinaron los 2 sobrenadantes etéreos y se colocaron en
una ampolla donde se hicieron 2 lavados con 3 ml de acetato de so
dio 3%. Se reunieron los lavados de acetato de sodio en otra ampo
lla y se lavaron 2 veces con 1 ml de éter. Estos lavados con éter
se agregaron a la ampolla que contenia la solucibén etérea original
y se extrajo la Copro con HCl1l 0.1 N, utilizando 2 ml aproximadamente
cada vez hasta fluorescencia negativa bajo la luz ultravioleta.

Luego se extrajo la Proto con HCl 5% (p/v) 2 ml cada vez,
hasta fluorescencia negativa.

El contenido de Copro y Proto se cuantificd espectrofotomé-
tricamente utilizando los coeficientes dados por Rimington (294).
Este autor trabaja con heces secas y expresa los valores como Mg
de Copro & Proto/g de peso seco; aqui, en cambio, se trabajé con
las heces sin secar considerando la totalidad de la excrecidn
durante 24 horas y, por lo tanto, se informa jug de Copro & Proto/

24 horas.
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ITE = 6 Determinacidn del conteni-

do de porfirinas en el hi{-

gado.

Los higados se homogeneizaron en KCl 0.154M. A partir de
1 g de higado se obtuvieron 5 ml de homogenato. Cada homogenato
se desproteinizé con un volumen de HCl concentrado tal que su con
centracidén final fuese de 5% (p/v). El precipitado se filtrd y la
vdé con HCl 5% hasta fluorescencia negativa bajo la l&mpara ultra-
violeta. La cantidad de porfirinas se estimd espectrofotométrica-

mente del mismo modo que se ha descripto en orina.

II - 7. Determinacidbédn de ALA-S.

Se utilizé el método de Marver ya descripto para embriones
de pollo (276). A partir de cada gramo de higado se obtuvieron
3 ml de homogenato. La mezcla de incubaciédn contiene en un volu-
men final de 2ml: 200 pmoles de glicina, 20 umoles de EDTA, 160
mMmoles de Tris HC1 pH: 7.2 y 0.5 ml de homogenato. Se incubdé du-
rante 1 hora a 372C con agitacidn, luego se desproteinizd con
0.5 ml de TCA 25% y se siguid el mismo procedimiento descripto

para embriones de pollo (Seccidén I-3.).

ITIT - 8. Determinaciéd4n de PCL.

La actividad de PCL fue medida segin el método descripto

por San Martin de Viale y colab. (238).
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Los higados de las ratas se homogeneizaron en KCl 0.154 M de
modo de obtener 5 ml de homogenato a partir de cada gramo de higa
do .Cada homogenato se centrifugdé a 11.000 g durante 20 minutos.El
precipitado se descartd y el sobrenadante se utilizd como fuente
de enzima. La mezcla de reaccidn contiene en un volumen final de
3 ml: buffer fosfato de potasio 67 mM pH: 7; glutatidén reducido
1 mM, EDTA 0.1 mM, uroporfirindégeno III 2 uM y 0.3 ml del sobre-
nadante post-mitocondrial que contiene entre 7 y 11 mg de protei-
nas. El porfirinbgeno se pipetea en oscuridad bajo una tenue 1luz
roja.

Se incubd a 372C anaerobicamente, en tubos de Thunberg, y
en oscuridad durante 30 minutos. Al cabo de este tiempo se colo-
can los tubos en hielo, se abren y se pipetea HCl concentrado de
modo de obtener una concentracidén final en HCl del 5%.

Se dejan durante 30 minutos en frio bajo luz blanca para
que se desproteinice y que los porfirinbgenos se oxiden a porfiri
nas. Luego se retiran del frio, se filtran a través de papel SS595
plegado y previamente embebido en HCl 5% y se recoge en erlenmeyers
de 25 ml. Se enjuagan la cabeza y el cuerpo del tubo de Thunberg
con HC1l 5% hasta fluorescencia negativa bajo la lampara ultravio-
leta, se filtra y se agrega a los erlenmeyers. Estos se ponen en
desecador y se hace vacio para evaporar el liquido. Una vez secas
las porfirinas se esterifican, se pasan a cloroformo y se realizan

las cormatografias como se describe ma&s adelante.
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La primera etapa de la actividad de PCL, es decir, la des-
carboxilacidén de uroporfirindégeno, se expresa como la formacidn
de porfirinas hepta- +hexa- + penta- + tetra - carboxilicas/30 mi-
nutos x mg de proteina. La segunda etapa de actividad de PCL, es
decir la formacibén de coproporfirinbégeno se expresa com copropor-
firina formada/30 minutos x mg de proteina (295). Las proteinas
se determinaron por el método de Lowry y colab. (284) anteriromen

te descripto.

II - 9. Preparacibén de uroporfiri-

nbgeno III.

El uroporfirndégeno III se prepara teniendo en cuenta los

métodos de Fisher y Stern ( 296) y de Mauzerall y Granick (115)
que se basan en la reduccidén de una solucidébn de porfirinas libres
con amalgama de sodio (3%) en medio béasico.

Para preparar la amalgama de sodio se calientan 30 g de mer
curio a 30-409C en cépsula de porcelana y con una varilla de vi-
drio larga y de punta estirada se pinchan y se agregan de a uno
trozos pequefios de Na (1 g) recientemente cortado y mantenido en
kerosene incoloro. Esta operacién debe realizarse con mucho cuida
do, sobre todo los primeros agregados ya que la reaccibdn es vio-
lenta.Se trabaja bajo campana con cuidado debido a los vapores de
Hg y a las proyecciones que se producen por el agregado de Na.

La amalgama, que endureceal enfriar, se guarda en un frasco
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seco y bien cerrado que se coloca dentro de otro recipiente que
contiene cloruro de calcio.

Para preparar el uroporfirinbégeno III la amalgama de sodio
recientemente pulverizada se agrega a una solucidn de uroporfiri
na III en NaOH 25 mM (0.2 a 1 g de amalgama/ml de solucidn) y se
agita vigorosamente. Al cabo de 10 6 20 minutos se produce la re-
duccibédn a uroporfirinégeno lo que se comprueba por la pérdida de
color y de fluorescencia bajo la luz ultravioleta de la soluciébn.

A continuacién se filtra bajo vacio a través de una plaqui-
ta filtrante de poro fino, provista de un pequefio papel. Se lleva

a pH 7 - 7.2 con H,PO, 40% (p/v) bajo atmbésfera de N, y se mantie

37
ne el tubo kitasato en hielo hasta el momento de ser pipeteado.
Esta operacién debe ser realizada lo mds répidamente posible (297).

La preparacidén del porfirinbgeno se realiza bajo una tenue

luz roja.

II - 10 . Esterificacidbdn de las por-

firinas.

La solucidén de porfirinas libres previamente llevadas a
sequedad en desecador se disuelven en 20 ml de una mezcla de MeOH-
H,S0, (19:1, v/v). Se deja esterificar durante 24-48 horas en oOs-

curidad y a temperatura ambiente.
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11 = 131 Pasaje a cloroformo.

Finalizada la esterificacidén de la solucibn de porfirinas
se le agrega medio volumen de cloroformo y se lleva a pH: 4.5 con
acetato de sodio saturado.

Se coloca agua destilada en una ampollade decantacién y se
agrega la solucidén anterior. Se agita y se forman 2 fases una fa
se clorofdérmica inferior que se separa y una acuosa que se mantie
rne en la ampolla y se extrae con cloroformo hasta fluorescencia
negativa. Los extractos cloroférmicos se reunen. Primero se repi-
te un lavado con agua destilada y finalmente se lava con NaCl 7%.
En este (Gltimo caso se agita vigorosamente para romper la emulsién.
Se extrae el NaCl 7% con cloroformo hasta fluorescencia negativa.
Los extractos cloroférmicos se filtran a través de papel previa-
mente embebido en cloroformo y se recogen en un baldén de destila-
cidén con cuello esmerilado donde luego se lleva a sequedad en bafio
maria y bajo vacio. El residuo de ésteres metilicos de porfirinas,

as{ obtenido, se analiza posteriormente por cromatografia en papel.

LE = 92z Identificacion de las por-

firinas. Cromatografia en

papel de sus ésteres meti-

licos.

Las cromatografias en papel se realizaron de acuerdo al

método de Falk y Benson (298) que permite la separacidén de los
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ésteres metilicos de Uro, Hepta, Hexa, Penta, Copro y Proto enu-
meradas de menor a mayor movilidad. Es decir que la movilidad au
menta al disminuir el nlmero de grupos -COCOH presentes.

Consta de 2 cromatografias ascendentes. En la primera la
cuba se satura con cloroformo y el solvente de desarrollo es cloro
formo: kerosene (2:1; v/v). Esta corrida tiene por objeto dejar
las impurezas en la linea de siembra gque se descarta. En la segun
da corrida la cuba se satura con dioxano y el solvente de desarro
l1lo es kerosene: dioxano (2.5:1, v/v).

Se revela bajo la luz ultravioleta marcandose con lapiz la
zona correspondiente a cada porfirina. Se corta el papel y cada
banda .se eluye con cloroformo en un vaso de precipitadoc pequefio
y se trasvasa a un tubo graduado. Se repiten las eluciones hasta
fluorescencia negativa del papel. Se miden los volumenes eluidos
y se lee la absorbancia en un espectrofotdémetro DB. Se busca entre
400 y 410 nm el maximo correspondiente a cada porfirina.Se calcu-
lan los nmoles de cada una en la cromatografia sembrada, usando
la reciproca de los coeficientes de extincibédn dados por Salum y
colab. (299). Para las porfirinas de 5- y 6-COOH se usan los va-
lores calculados por interpolacidén entre los correspondientes a
las porfirinas de 7- y de 4-COOH, suponiendo una funcibén lineal
entre el nUmero de grupos -COOH y la reciproca del coeficiente
de extincidén como informaron Tomio y colab. (111). Conociendo

estos resultados y los nmoles totales recuperados en la cromato-
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grafia se obtuvieron los porcentajes de cada una de las porfiri-

nas en la mezcla.

III = TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS

RESULTADOS.

Se utilizé el método grafico de Rankits (300) para estudiar
la normalidad de las poblaciones.

Se usaron como medida de tendencia central la media y me-
diana y como medida de dispersidén el error estandard y el rango,
segln corresponda.

Se utilizd la prueba no paramétrica de Wilcoxon (301) para
analizar la diferencia de 2 muestras. El nivel de significancia

se fijé en p<£ 0.05.
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RESULTADOS.

I - 1. CONTENIDO HEPATICO DE PORFIRINAS.

I - 1a. Efecto del clordano sobre

el contenido hepatico de

porfirinas.

Esta droga fue ensayada en diferentes dosis desde 0.5 hasta
10 mg/huevo. Como puede verse en la Figura 18, este plaguicida in
crementa el contenido hepadtico de porfirinas. Los incrementos ob-
servados fueron estadisticamente significativos en las dosis de 2.5;
5 y 10 mg/huevo, pero no en las menores dosis ensayadas (0.5; 1 y
2 mg/huevo).

Analizando los valores obtenidos con las distintas dosis en
sayadas se observa que los aumentos més importantes se encontraron
con las dosis de 2.5 y 5 mg/huevo. En la primera de estas dosis a-
parecié un valor muy alto (16.97Jpg de porfirinas/g. de higado).Es
importante sefialardo aungque no se repitid un valor similar.

Se estudidé el efecto de FB, SKF 525A y DDC sobre la acumula
cidén de porfirinas provocada por clordano utilizando la dosis de
5 mg/huevo, con el objeto de ver si alguno de estos tratamientos
estimula dicha acumulacién.

Como puede verse en la Figura 19, el clordano en la dosis in

dicada (Cl 5) produce un aumento significativo del contenido hepa-

tico de porfirinas el cual no se incrementa por el pretratamiento
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Figura 18: Efecto de diferentes dosis de clordano sobre el contenidc hepdtico de porfirinas. Se

grafican los valores obtenidos con cada embridn.Para cada dosis la mediana se representa por (—)

Significativamente diferente del control de DMSO: *p{ 0.002, **p < 0.01.
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con FB. Por otro lado, si se compara el control con FB (DMSO + FB)
respecto al control de DMSO se encuentra un aumento significativo
del contenido de porfirinas lo que indica un efecto "per se" del
FB sobre este metabolismo.

Debido a este hecho si se analiza la diferencia entre DMSO +
FBy Cl1 5 + FB esta no es significativa. Es decir que el FB no fa-
vorece la respuesta de esta droga.

Cuando se estudidé el efecto del SKF 525A se encontrd que los
valores hallados para los controles con y sin SKF 525A eran simila
res. Lo mismo ocurridé para la droga con y sin inhibidor (Cl15 y C15
+ SKF'525A): Asi los incrementos frente a sus respectivos controles
en presencia y ausencia de SKF 525A fueron semejantes, ambos son
estadisticamente significativos.

El DDC produce una acumulacidén importante de porfirinas y
ésta no se ve aumentada en presencia de clordano, por el contrario
ni siquiera se alcanza la respuesta del DDC sbélo. Si bien el decre
mento entre Cl5 + DDC y DMSO + DDC no es estadisticamente signifi-

cativo.

I - 1b. Efecto del endosulfan so-

bre el contenido hep&tico

de porfirinas.

Se estudid el efecto de este plaguicida en dosis que van des

de 0.25 hasta 9 mg/huevo. Como puede verse en la Figura 20 séblo

en la menor dosis no produce un aumento significativo del contenido
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de porfirinas. Todas las otras dosis producen incrementos siendo
la de 9 mg/huevo la mas efectiva ya que el valor de la mediana ha-
llado es aproximadamente 5 veces superior al del control (2.3’pg/
de porfirinas/g. de higado frente a 0.48 para los controles).

Para evaluar el efecto del FB, SKF 525A y DDC se trabajé con
la dosis de 9 mg/embridén (E9).

Los resultados obtenidos aparecen en la Figura 21.

Si se analiza la accidén del FB se ve que los valores encon-
trados con la droga sola (ES9) y en presencia de FB (E9 + FB) son
similares pero como el valor del control con FB es superior al del
control sin FB, la diferencia en presencia de FB no es significati
va mientras que la diferencia entre E9 y DMSO es significativa.

Los valores obtenidos para la droga con y sin SKF 525A son
similares y como los controles también lo son, los incrementos re
sultan andlogos y estadisticamente significativos en ambos casos.

Con DDC y el plaguicida (E9 + DDC) no se logra una acumula-
cién superior a la del control (DMSO + DDC). Tampoco en este caso

se mejora la respuesta con este tratamiento.

I - 1c.Efecto del paratidédn sobre

el contenido hepdtico de

porfirinas.

Su efecto se estudid con diferentes dosis como puede verse

en la Figura 22. Todas ellas incrementan el contenido de porfiri-

nas en el higado significativamente. Los incrementos més importan
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tes se encontraron con la dosis de 0.5 y 1 mg/embrién donde el con
tenido de porfirinas se elevdé aproximadamente 4 veces si se compa-
ran los valores de las medianas hallados para cada una de estas do
sis con la del control de DMSO.

Asi mismo se estudid el efecto de la repeticidn de la dosis
dando una segunda inyeccidén 2 horas después de la primera. Esto se
hizo con la dosis de 1 mg/embridén (Figura 22). Este tratamiento
mejord la respuesta de esta droga siendo la mediana obtenida de
3.1 ug de porfirinas/g. de higado que representa un incremento de
6.6 veces respecto al control de DMSO y 1.6 veces respecto a la Gni
ca dosis de paratidn.

En los experimentos con FB, SKF 525A y DDC se utilizdé la do-
sis de 0.5 mg/embribébn (Figura 23).

En cuanto al FB se encuentra que el incremento hallado en su
presencia entre la droga (P 0.5 + FB) y el control (DMSO + FB) no
es estadisticamente significativo, en cambio si lo es para la dro-
ga sola (P 0.5) y el control (DMSO). Tampoco en este caso el FB fa
vorece la respuesta de la droga. Los valores hallados con paratidn
en presencia y ausencia de SKF 525A son similares al igual que los
valores de los respectivos controles (DMSO + SKF 525A y DMSO); aun
que al analizar la diferencia entre DMSO + SKF 525A y P 0.5 + SKF
525A no resulta significativa a nivel de p 0.05. Teniendo en
cuenta estos resultados este inhibidor del metabolismo de drogas
no mejord la respuesta del paratiédn.

Tampoco se encontrd aumento de la acumulacién de porfirinas

al bloquear el pasaje de proto IX a hemo con DDC (Figura 23).
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I - 1d. Efecto del malatidén sobre el contenido hepatico de

porfirinas.

Como puede verse en la Figura 24 el malatidén altera poco el
contenido hepatico de porfirinas. Aunque varias dosis produjeron
incrementos significativos éstos fueron pequefios. Sin embargo es
interesante sefialar que un valor muy elevado de 33 pg de porfiri-
nas/g de higado aparecid en la dosis de 40 mg/huevo, ya que el res
to de las determinaciones no superan los 2 6 3 mg de porfirinas/g
de higado. Teniendo esto en cuenta se insistid con estas dosis pero
un valor similar no pudo ser obtenido.

De todos modos para investigar aGn més la respuesta de esta
dosis, se estudidé el efecto de prolongar el periodo de incubacién
con la droga a 48 horas. Es declr, después de 48 horas de incuba
cién se extrajeron los higados y se determind el contenido de por
firinas. Se estudidé también, el efecto de una segunda inyeccidn de
40 mg de malatidén durante las 48 horas de incubacién. Esta segunda
inyeccién se dibé 24 horas después de la primera.

Si se observa la Figura 25 se ve que ambos tratamientos me-
joraron la respuesta.

Se trabajoé con la dosis de 60 mg/embridén para estudiar el e-
fecto de FB,SKF 525A y DDC sobre la acumulacidén de porfirinas pro-
ducidas por malatién. Los resultados obtenidos aparecen la Figura
26. Tanto la droga sola (M 60) como en presencia de FB (M 60 + FB)
produjo incrementos significativos del contenido hepatico de porfi

rinas respecto a los controles correspondientes (DMSO y DMSO + FB
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Figqura 25: Acumulacién hepdtica de porfirinas producida por malatidén bajo diferentes condicio-

nes. Se utilizd la dosis de 40 mg/ embridén. (a) La segunda dosis se did 24 hs después de la

primera. Los otros detalles son comc se indica en la Figura 18. Significativamente diferente
del control de DMSO: *p £ 0.002, **p £ 0.05.
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respectivamente). Sin embargo, teniendo en cuenta la accibén del FB
"per se'", no se encuentra un efecto sinergistico con la inyecciédn
conjunta de malatidn y FB.

Tampoco el tratamiento con SKF 525A mejora la acumulaciédn de
porfirinas producida por esta droga, ya que los valores hallados
para los controles con y sin SKF 525A son similares y lo mismo ocu
rre con los valores obtenidos para la droga sola y con SKF 525A.

Por Gltimo el tratamiento con la droga en presencia de DDC
no aumentd la acumulacidn de porfirinas respecto al control (DMSO

+ DDC).

I - 2. ACTIVIDAD DE ALA- S.

Esta actividad enzimética se ensayd en los higados de los
embriones de pollo de 17 dias tratades con cada uno de los 4 pesti
cidas en estudio durante 5 horas.Los resultados se muestran en la
Figura 27. No se encontraron diferencias significativas para el
paratién (0,05 mg/huevo) ni el endosulfén (0,25 mg/huevo) con res
pecto al control de DMSO.

El malatidén se utilizdé en dosis de 40 y 60 mg/huevo. Ambas
incrementaron significativamente la actividad de ALA-Sintetasa res
pecto al control. El incremento obtenido fue mayor con la mayor de
las dosis. E1 valor medio obtenido en la menor dosis fue aproxima-

damente 4 veces el del control (15,4 X 2,4 frente a 3,9 % 0,7 nmol



Actividad de ALA-S

—
——— ENDOSULFAN

T ——
..o

B
20 =
©
£
o)
L
o
o
S
«
g i z
i
(¥
: 10
m -
<
<t
I
<
)
o
o i
o L
Q
£
=

e |
B |

OMSO

PARATION

H

1Y

T

(9)

0.25  9la) 25 5 60

(6) (3) (10) (9) (7)
Dosis img/ huevo)

*901

|

|

=
z

2
| e

|l

0.05 1@

(7) (4)
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107.

ALA/g de higadox hora) y en la dosis de 60 mg fue unas 6 veces el
del control (22,6 - 3,5 frente a 3,9 - 0,7 nmol de ALA/g de higado»
hora).

El clordano modificé significativamente esta actividad enzi-
matica a nivel de p 0,05 cuando se ensaybé en la dosis de 2,5 mg/
embrién. Pero en este caso el valor medio, obtenido es sélo unas
2 veces el del control.

Los plaguicidas que no alteraron la actividad de ALA-Sinteta
sa en las dosis previamente estudiadas fueron administrados en ma-
yores dosis. Se utilizd 1 mg de paratién y 9 mg de endosulfén ya
que como se ha visto estas dosis producen incrementos significati-
vos del contenido de porfirinas en el higado. En este caso los
embriones se incubaron 90 minutos para asegurarse la supervivencia

de los mismos. Como se ve en la Figura 27 tampoco se modificd 1la

actividad de ALA-S bajo estas nuevas condiciones.
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DISCUSION.

Como puede verse en los resultados obtenidos los 4 pestici-
das estudiados afectan en diferente grado el camino biosintético
del hemo y todos ellos producen aumento del contenido hepatico de
porfirinas.

Clordano y malatidén incrementan no sbélo los niveles hepéticos
de porfirinas sino también la actividad de ALA-S, enzima primera
y regulatoria de este camino biosintético y por lo tanto pueden
ser consideradas drogas porfirinogénicas.

En el caso del malatidén cabe sefialar que el aumento en el
contenido hepético de porfirinas al cabo de 24 horas no es muy
grande pese a ser significativo. Pero se logra una mejor respuesta
prolongando el tiempo de incubacidén con la droga a 48 horas y tam-
bién dando una segunda inyeccién de la droga durante este periodo
de 48 horas.

La acumulacidn de porfirinas provocada por el Clordano en el
higado de embrién de pollo informada en el presente trabajo, esté
de acuerdo con lo informado por De Matteis (263) quien encontrd
que este plaguicida es capaz de producir un incremento en la canti
dad de porfirinas medida por fluorescencia en cultivo de hepatoci-
tos de embridén de pollo.

Paratidén y endosulfa&n promueven una notable acumualcidbn de

porfirinas pero no aumentan la actividad de ALA-S. Esto podria ex-
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plicarse por una inhibicién a nivel de Copro-0 é6 FQ porque cuando
las porfirinas contenidas en el higado de algunos de los embriones
tratados con estos plaguicidas se esterificaron y separaron croma-
tograficamente de acuerdo al método de Doss (302) se encontraron
notables cantidades de Copro y Proto pero no se observdé en ningfn
caso acumulacién de uroporfirina.

En cuanto a la falta de efecto del endosulfén sobre la acti-
vidad de ALA-S, estos resultados han sido posteriormente confirma-
dos. En un trabajo aparecido durante el afio 1985, Narayan y Misra
(303) encontraron que la administracién intratraqueal de endosul-
f&n a ratas no tiene efecto sobre la actividad de ALA-S de higado.

Por otro lado, si se analiza el comportamiento de los plagui
cidas ensayados frente a FB, SKF 525A y DDC, se ve respecto al pri
mero de ellos que tiene un efecto semejante sobre la acumulacidn
de porfirinas provocada por clordano, endosulfén y paratién. En
todos estos casos se obtiene una respuesta similar en presencia y
ausencia de FB; si bien la diferencia con FB es un poco menor y no
significativa a nivel de p £ 0.05 teniendo en cuenta que el control
con FB (DMSO + FB) es algo superior al control de DMSO debido a un
efecto de la droga "per se". Es decir, que en ninguno de estos ca-
sos el FB mejora la respuesta de las drogas.

Los resultados hallados en el tratamiento conjunto con Feno-
barbital y Malatidén son semejantes aunque en este caso tanto el
incremento producido por la droga sola (M60) frente al control de

DMSO como el producido por la droga en presencia de FB (M60 + FB)
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respecto a su control (DMSO + FB) son estadisticamente significa-
tivos.

Por lo tanto en ninguno de los casos estudiados el FB esti-
muld la acumulacibén de porfirinas producida por los plaguicidas.
Esto indicaria que estos no act@Gan a través de un metabolito, o
mas estrictamente, considerando que existen varias isoenzimas del
citocromo P 450 como se ha seflalado en la Introduccidén (Seccidn
I1I1-1) y sblo algunas de ellas son inducibles por fenobarbital,es
tas isoenzimas no parecen participar en la formacidén de un meta-
bolito activo a partir de estos plaguicidas.

Tampoco el SKF 525A pareceria tener efecto sobre la accidn
de estas drogas anivel del contenido hepatico de porfirinas.Esto
podria tener m&s de una explicacién. Por un lado, existen informes
en bibliografia segin los cuales el SKF 525A no tendria una accién
inhibitoria general (304) sobre el sistema metabolizante de drogas.
Este inhibiria algunas enzimas especificas y sbélo, por ende, afec-
taria la metabolizacidén de aquéllas sustancias que utilizan dichas
enzimas, lo cual podria justificar la falta de efecto sobre las
drogas ensayadas.

Por otro lado, se ha informado que el SKF 525A inhibe las
isoenzimas del citocromo P 450 inducibles por FB (305). Desde este
punto de vista los resultados hallados con este inhibidor asi como
los encontrados con FB mostrarian que estas isoenzimas del citocro

mo P 450 no participan en la metabolizacidén de estas dcrocgas, ya

que tanto el aumento como la disminucidén de las isoenzimas induci-
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bles por FB no afectan la respuesta de los plaguicidas

En cuanto al DDC el bloqueo producido por éste sobre la ac-
tividad de FQ, con la consecuente disminucidn en la formacidn de
hemo y hemoproteinas, no incrementdé la acumulacién de porfirinas
debido a los plaguicidas si se tiene en cuenta el considerable
aumento, producido por el DDC solo. Este aumento es mayor al infor
mado por Anderson (274) trabajando en condiciones semejantes pero
con embriones White Leghorn. O sea que no estaria disminuida la a
cumulacidén de porfirinas debida a los plaguicidas como consecuen-
cia de su pasaje a hemo o hemoproteinas. Esto podria sugerir la
inhibicién de alguna enzima como FQ o Copro-O por estos plaguici-
das. La inhibicidén no seria a nivel de PCL ya gue con ninguno de
los cuatro se observd acumulacidn de Uro al analizar la naturaleza
de las porfirinas presentes en el higado. Esto ya se ha sefialado
para el caso del endosulfdn y paratidén. Ademds, como se ver& més
adelante el malatidén disminuye parcialmente la actividad de FQ.

Los resultados de esta investigacidén muestran que tanto los
compuestos organoclorados como los organofosforados afectan el me
tabolismo del hemo.

La capacidad de los plaguicidas organofosforados estudiados
de inducir acumulacidén de porfirinas estd de acuerdo con los re-
sultades de Koeman y colaboradores (306) quienes investigaron el
potencial porfirinogénico de algunos compuestos organofosforados
distintos de los estudiados aqui. Ellos informaron que en cultivo

de hepatocitos de pollo clorfenvinfos, abate y metilazinfos son
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capaces de aumentar el contenido de porfirinas después de la induc
cibén con fenobarbital o P -naftoflavona, pero clorfenvinfos también

produce este incremneto sin induccién.



II - EVALUACION DE LA CAPACIDAD
PORFIRINOGENICA DEL LINDANO

EN RATAS.
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RESULTADOS.

II - 1. EFECTO DEL LINDANO SOBRE LA EX-~-

CRECION DE PORFIRINAS Y PRECURS=-

SORES .

IT - 1a. Excrecidn de ALA y PBG

en orina.

ALA y PBG son el primero y segundo intermediario del
camino metabdlico del hemo respectivamente, de alli que pueda ver-
se afectada su excrecidn al producirse fallas en este camino. Estos
compuestos solubles en agua se eliminan por orina.

Cuando se trataron ratas con lindano y se estudidé sema-
nalmente la excrecidn urinaria de ALA (Figura 28) se encontraron
valores algo incrementados de este metabolito. Estos aumentos no
permanecieron constantes a lo largoc del tratamiento sino que hubo
picos de excrecidén, es decir que para cada rata tratada algunos
valores hallados se encontraron dentro del rango normal y otros
por encima de él.

Cuando se estudid la excrecidédn del segundo intermediario
del camino PBG (Figura 29) también se encontrd aumento de la can-
tidad excretada en las ratas tratadas con el plaguicida, aunque
en este caso fueron aun menos las determinaciones que cayeron
dentro del rango normal; es decir que el aumento fue m&s consistente.

Cabe seflalar que tanto para ALA como PBG no se encontrd
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una diferencia notable en el tratamiento con tween y con aceite ya
que las curvas correspondientes a estos tratamientos se entrecruza

ron a lo largo del tiempo estudiado.

II - 1b. Excrecidn de porfirinas

en orina.

Se estudié el contenido de porfirinas en orina (Figura 30)
habiendose hallado incrementos desde el comienzo del tratamiento
de las ratas con lindano. Casl todas las determinaciones en las ra
tas tratadas se encontraron fuera del rango normal. La magnitud de
estos incrementos fue mayor que para el caso de los precursores ALA
y PBG llegandose a encontrar valores que son alrededor de 4 veces
superiores a los mdximos hallados en las determinaciones controles.

En .este caso pareceria haber una respuesta mayor y més
temprana en el tratamiento con tween pero luego tiende a asemejarse

a la del tratamiento con aceite.

IT - le. Exereciébn de Copro Y

Proto en heces.

La excrecidén fecal de Copro en las ratas tratadas con lin-
dano se encuentra aumentada respecto a los controles (Figura 31).

Esto ya se ve en el lote con tween al comienzo del trata-
miento donde aparecidé en una de las ratas un pico prominente (126ng

de Copro/ 24hs) en la tercera semana y esta misma rata produjo una
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excrecidén de 187 jug de Copro/24 hs en la octava semana mientras
que los valores normales no superaron en ningGn caso los 65 ug de
Copro/24 hs. Aparecieron ademés en este lote varios valores eleva
dos del orden de 90 mug Copro/24 hs. En el tratamiento con lindano
disuelto en aceite también hubo incremento de la eliminacidén de
Copro en heces. En este caso se halld en una de las ratas un pico
prominente de excrecidén (135 ug de Copro/24 hs) durante la octava
semana.

La excrecidén de Proto se ve incrementada tanto en el trata-
miento con tween como con aceite (Figura 32).En el segundo caso
las curvas que se obtuvieron estaban menos entrelazadas con el ran
go normal. Hubo varias determinaciones que superaron los 200 ug de
Proto/24 hs mientras sélo algunos valores normales maximos alcan-
zaron los 150 ug de Proto/24 hs y la mayoria de los valores oscila
ron alrededor de 100 ug de Proto/24 hs encontrandose valores desde
40 jpg de Proto/24 hs.

En el lote con tween algunas determinaciones alcanzaron los
200 jpg de Proto/24 hs; llegandose a obtener en una de las ratas

durante la octava semana un valor de 4771pg de Proto/24 hs.

II - 2. EFECTO DEL LINDANO SOBRE

LA ACTIVIDAD HEPATICA DE

ALA~S ¥ PCL.s

Al cabo de las 12 semanas de tratamiento con lindano se ma

taron los animales, se extrajeron los higados y se determinaron las
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actividades enzimdticas de ALA-S y PCL.

Dado que no se encontraron diferencias notables en las excre
ciones asi como tampoco en las actividades enzimdticas entre los
2 lotes tratados con lindano (el de tween y el de aceite); ambos
lotes se agruparon para el anélisis de ALA-S y PCL de modo gue se
analiza el lote control contra el tratado con lindano para ver el
efecto de esta droga sobre ambas enzimas. No se encontrdé una dife-
rencia significativa en la actividad de ALA-S entre el lote normal
y el tratado al nivel de p £ 0.05 cuando se realizd el test no pa-
ramétrico de Wilcoxon (Figura 33).

En cuanto a la actividad de PCL (Figura 34) tanto en la 1ra.
etapa que involucra la formacidén de hepta - + hexa - + penta - +
copro-porfirina, como en la 2a. etapa que mide la formacidédn de co-
proporfirina; los valores hallados en los animales tratados no di-
fieren significativamente de los controles cuando se realiza el
test estadistico.

Cabe sefialar que este palgquicida no provocd la aparicidn de
fluorescencia bajo la luz ultravioleta en los higados de los ani-
males y, por otro lado, cuando en algunas de las ratas se analizd
el contenido hepitico de porfirinas no se encontraron diferencias

significativas entre los animales normales y los tratados.
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Figura 34: Efecto del lindano sobre la actividad hepatica de porfirindgeno carboxiliasa
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la mediana por (—).
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DISCUSION.

El lindano aumentd la excrecidn de ALA, PBG y porfirinas en
orina y porfirinas en heces al ser inyectado tanto con tween como
con aceite.

Los aumentos en la excrecidédn de porfirinas confirman los re
sultados obtenidos por Simon y Sik1ldsi (307) trabajando con ratas
macho pero estos autores no detectan aumentos en la excrecibn uri
naria de ALA y PBG.

Por un lado, existen informes en literatura sobre el incre-
mento de porfirinas producido por lindano en cultivo de hepatoci-
tos de embridén de pollo (263) que fueron identificadas como uropor
firina (253) lo que sugeriria una disminucién de la actividad de
PCL.

Por otro lado, Taira y Viale (264) trabajando con embriones
de pollo de la cepa New Hamsphire "in ovo" encuentran acumulaciébn
hepatica de porfirinas y disminucién de la actividad de PCL cuando
pretratan los animales con fenobarbital pero no se afecta esta
actividad enzimatica con la droga sola.

En nuestro caso tampoco encontramos afectada la actividad de
PCL y esto es concordante con el aumento de la excrecidén de Copro
en heces y también en orina si se tiene en cuenta que la absorban
cia méxima de las porfirinas urinarias corresponde a la longitud
de onda de la Copro (401 nm).

La enzima primera y regulatoria de este camino, ALA-S no se
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incrementé durante el tratamiento con lindano confirmando lo obser
vado por Simon y Sik1dsi (307) lo que sugeriria que estas altera-
ciones no afectarian el "pool" regulatorio de hemo.

El aumento en la excrecidén de Copro en orina y heces, asi
como el incremento de Proto en heces podria deberse a una falla en
la conversidén de Proto en hemo lo que implicaria una acumulacibn
de Proto; la cual a su vez podria causar una acumulacibén de Copro
como proponen Kreimer y Grinstein (308).

El aumento de la excrecidén de varios de los intermediarios
de este camino también podria ser interpretado de acuerdo a la teo
ria de Kbészb y colab. (309) segln la cual los compuestos lipofili-
cos como el lindano y HCB,siendo este Gltimo el més estudiado desde
este punto de vista, alterarian la permeabilidad de la membrana.
Este es un factor importante en este camino metabdlico ya que al-
gunas de las reacciones ocurren dentro de la mitocondria y otras
en el citoplasma.Como consecuencia de estas fallas en la permeabi-
lidad los precursores penetrarian en el espacio intersticial y fi-
nalmente se eliminarian en su circulacibén a través de los rifiones.
Estas fallas en la permeabilidad justificarian una mayor pérdida
de intermediarios.

Cabe sefialar que el HCB produce una respuesta distinta a la
del limdano pese a estar quimicamente relacionado con éste y a for
mar varios metabolitos comunes.

El aumento de precursores y porfirinas (especialmente uropor

firina) en orina es mayor y m&s constante en el tiempo gque el ha-
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llado con lindano. Ademas, la actividad de ALA-S est& aumentada
mientras que la actividad de PCL esta disminuida (238, 240, 241).
Esto Gltimo produce un notable aumento de uroporifirina tanto en
el higado como en la orina. Esta acumulacidén de porfirinas en el
higado provoca una gran fluorescencia en este tejido. El lindano,
en cambio, produce un aumento de porfirinas bastante menor y cua
litativamente distinto y se manifiesta en la excreta sin llegar a
provocar acumulacibén en el higado.

Estudios con ratas han demostrado que inductores del sistema
metabolizante de drogas como fenobarbital y @ -naftoflavona incre
mentan la accidén porfirinogénica del HCB (241, 310, 311) lo que in
dica que dicha accidén estd mediada por metabolito.

Existen metabolitos comunes entre HCB y lindano como son los
penta, tetra y triclorofenoles siendo ademds el HCB un metabolito
del lindano, pero el lindano sufre una pequefia metabolizacidén en
ratas lo que produciria bajos niveles de estos metabolitos (312,
313) .

Por obro lado el metabolito responsable del efecto del HCRE
pareceria ser anterior a la formacidn de sus pentacloroderivados
ya que estos no tienen efecto en ratas (252). Por lo tanto la for-
macidén del metabolito activo, que se produciria a partir del com-
puesto aromadtico de 6 cloros antes de la pérdida del primer cloro
para dar los pentacloroderivados, seria poco importante, si la
hubiera, con el lindano ya que los principales metabolitos aroma-
ticos del lindano tienen'S, 4 y 3 cloros. Esto podria justificar

su respuesta distinta.



III - ESTUDIOS SOBRE EL AUMENTO
DE ALA-S PRODUCIDO POR

MALATION.
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RESULTADOS.

ITI - 1. Efecto de la variacidédn del

tiempo de tratamiento de

los embriones con malatiébn

sobre la actividad de ALA=S.

Como ya se ha sefialado el malatibén produce un importante au-
mento de la actividad hepatica de ALA-S en embriones de pollo de
17 dias de la raza New Hampshire. Se utilizan en esta parte del tra
bajo embriones de 18-19 dias que presentan un incremento algo mayor
de esta actividad enzimdtica.

Se quiso estudiar la evolucibdn de este incremento en funciébn
del tiempo de tratamiento con este plaguicida.

Para ello se inyectaron los embriones con la droga y al cabo
de distintos tiempos se mataron los animales y se determindé la ac-
tividad de ALA-S en el higado.

Como puede verse en la Tabla 2 ya se encuentra un incremento
de esta actividad enzimatica luego de 2,5 horas de incubacidén con
la droga; y al prolongar este periodo de incubacién el incremento
es cada vez mayor.

A partir de estos resultados y por razones de conveniencia
experimental en general, se incubaron los embriones con la droga

entre 3 y 4 horas.
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III - 2. Efecto de l1la variacidbdn del

tiempo de incubacidbdn de 1a

reaccidén enzimltica sobre

la formacidn de ALA.

También se mididé la formacidédn de ALA en funcidn del tiempo
de incubacidén de la reaccidn enzimética utilizando homogenato de
higado de embriones tratados con malatién. Como se muestra en la
Figura 35 se vidé que la velocidad de formacién de ALA se mantiene
practicamente constante al prolongar el tiempo de incubacién de la
reaccidén hasta 60 minutos y luego comienza a decrecer.

Teniendo en cuenta estos resultados para determinar actividad
de ALA-S los ensayos se incubaron durante 40 6 60 minutos segln se
indica en cada caso. Es decir,dentro de la zona de velocidad cons-
tante de formacidén de ALA se eligieron para trabajar tiempos que

permiten una apreciable formacién de producto.

ITII - 3. Efecto de 1os inhibidores

de la sintesis proteica so-

bre el aumento de ALA-S pro-

ducido por malatidn.

Se estudibé el efecto sobre el aumento de ALA-S producido por
malatién de un inhibidor de la sintesis proteica a nivel de traduc
cibn: la cicloheximida y un inhibidor a nivel de transcripcién: la

actinomicina D.
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Figura 35: Curva de tiempo para la formacién de ALA. El
homogenato de higado de embriones tratados con malatidn
se incubd durante los tiempos que se indica en cada caso
y luego se midié la actividad de ALA-S por el método de

Marver comc se indica en Métodos.
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III - 3a. Efecto de cicloheximida

sobre el aumento de ALA-S

producido por malatiébén.

Primero se investigd el efecto de la cicloheximida cuando ésta
se encontraba presente desde el comienzo del tratamiento de los em-
briones con malatidén. Asi se inyectaron los embriones con este inhi-
bidor (10 ug) y una hora después se administré el plaguicida. Al cabo
de 3.5 horas de esta segunda inyeccién se mataron los embriones y
se determiné la actividad de ALA-S.

Como control y para asegurarse que la dosis de cicloheximida
era efectiva se inyecté un embribén con AIA y otro con AIA y ciclo-
heximida.

Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla 3. Se puede
observar que esta dosis de cicloheximida produjo inhibicién del
incrmento de ALA-S producido por AIA y también por malatidén, si
bien en este Gltimo caso el efecto parece algo menor.

Se decidid repetir el experimento pero esta vez se did una
segunda dosis del inhibidor una hora después de inyectado el pla-
guicida.

Cuando se inyectd esta segunda dosis de cicloheximida se lo
gré una mayor inhibicién del aumento de ALA-S corroborando de este
modo, el efecto de este inhibidor (Tabla 3).

A continuacibén se realizaron otros experimentos en los cuales

se trataron los embriones con malatidén durante 3,5 horas; al cabo
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de este tiempo se inyectd cicloheximida y se mididé la disminucidn
de actividad con el tiempo. De este modo se determindé una vida me-
dia de 105 minutos para la enzima resultante del tratamiento de los
embriones con el plaguicida (Figura 36).

Se hizo lo mismo en embriones tratados con AIA. En este caso
la respuesta fue algo distinta ya que inicialmente (al cabo de una
hora de inyectado el inhibidor) hay una pequefia disminucidén de ac-
tividad y luego la enzima decae exponencialmente con una vida media

de 78 minutos (Figura 37).

III - 3b. Efecto de Actinomicina D

sobre el aumento de ALA-S

producido por malatidn.

Con el fin de evaluar la accidn de la Actinomicina D sobre
el aumento de ALA-S producido por el plaguicida en estudio.primero
se investigd el efecto de una inyeccidn simulténea de ambas drogas.
Es decir que los embriones se trataron con las dos drogas y al ca-
bo de 3,5 horas se mataron y se determindé la actividad enzimitica
en el higado.

Como puede verse en la Tabla 4 el tratamiento desde un comien
zo con este inhibidor bloquea el aumento de ALA-S producido por el
plaguicida.

Los resultados sugeririan, en principio, que se requiere sin

tesis del RNA mensajero de ALA-S para que haya aumento de actividad.
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Figura 36: Vida media de ALA-S en los embriones tratados
con malatién. Cada punto representa el promedio de 7 de-

terminaciones.
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Figura 37: Vida media de ALA-S en los embriones tratados
con AIA. Cada punto representa el promedio de 8 determina

ciones.
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Por otro lado se investigd el efecto de la Actinomicina D
cuando esta se agregaba una vez producido el aumento de ALA-S por
el plaguicida.

Se trataron los embriones con malatién durante 3,5 horas, lue
go se inyectd una primera dosis de Actinomicina D (300 ug) y 3 ho-
ras mas tarde una segunda dosis del inhibidor (50 ug). Los embrio-
nes que recibieron ambas drogas se mataron 3, 5 y 7 horas después
de la inyeccidédn de la primera dosis de Actinomicina D. Un grupo de
embriones fue tratado solamente con el plaguicida durante 3,5 horas.

Se encontrd que la actividad de ALA-S (Figura 38) contin(a
aumentando hasta 3 horas después de dada la inyeccién del inhibidor
y luego comienza a descender. Es decir que al menos durante 3 horas
después de la inyeccidn de Actinomicina D persisten los m-RNA de
ALA-S y se produce sintesis de nueva enzima. En realidad este auw
mento neto de actividad de ALA-S indica que ain después de la in-
yeccidén del inhibidor existe por algin tiempo sintesis de nuevos
m-RNA, es decir que la accidén del mismo no es inmediata, si asi lo
fuera la actividad se mantendria un tiempo constante en el valor
de 3,5 horas pero no aumentaria.

A continuacién de este incremnto se observa una caida de ac-
tividad tal que al cabo de 7 horas de la primera inyeccidédn del in-
hibidor se observa una muy baja formacidén de ALA.

Para continuar investigando si la accibén de este plaguicida
es a nivel de transcripcidén se pensd que si el aumento de actividad

de ALA-S se debia a un aumento de traduccién al inyectar simulténea
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Figura 38: Efecto de la inyeccidén de Actinomicina D una
vez producido el aumento de ALA-S por malatidon. Cada punto

representa el promedio de 3 determinaciones.
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mente malatibén y actinomicina D y analizar la actividad enziméitica
a tiempos suficientemente cortos tales que persistan los m-RNA de
ALA-S, deberiamos observar aumento de esta actividad debido a que
estos mensajeros se estarian traduciendo mis répidamente.

Si, en cambio, el aumento de actividad requiere aumento de
m-RNA no habr& induccidén en presencia de Actinomicina D a tiempos
cortos.

Teniendo en cuenta nuestros resultados previos (Figura 38)
estos tiempos cortos podrian ser de aproximadamente 3 horas.

Por otro lado se quiso evaluar si el plaguicida producia au
mento de actividad a tiempos todavia m&s cortos que éste lo que
permitiria disminuir aGn més el periodo de tratamiento empleado
en el nuevo experimento.

Por ello se estudid el aumento de ALA-S producido, por mala
tién al dejar actuar la droga durante poco tiempo. Se encqntré que
recién 2,5 horas después de inyectado se puede hallar un incremen-
to consistente de actividad (Tabla 5).

Se repitidé entonces el experimento de inyeccién simulténea
de malatién y actinomicina D y se determiné al cabo de 2,5 horas
la actividad de ALA-S. También en este caso en presencia de Actino
micina D se inhibié el aumento de ALA-S por el plaguicida (Tabla
6) lo cual nuevamente sugerirf{a una accidén del malatidn a nivel

de transcripcién.



TABLA 5: EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LOS EMBRIONES CON MALATION DURANTE CORTOS

PERIODOS DE TIEMPO.

Tiempo Actividad de ALA-S .
(horas) (nmoles de ALA/g.hig. x 40 min.)
0 3.4 X 0.6 (4)
1.5 6.1 X 1.5 (3)
2 9.5 2 2.3 (3)
245 18.7 £ 2.3 (%)

Los nUimeros entre paréntesis indican la cantidad de deter-
minaciones realizadas en cada caso. Se presenta el prome-

» +
dio - el error estandard.

‘ovL



TABLA 6: EFECTO DE LA ADMINISTRACION CONJUNTA DE MALATION Y ACTINOMICINA D SOBRE ALA-S.

Actividad de ALA-S
Tratamiento
(nmeles de ALA/g.hig. x 40 min )
Malatidn 18.7 X 2.3 (%)
Malatidn + Actinomicina D 8.6 * 1.4 (3)

Los embriones fueron tratados con el plaguicida y actinomicina D
durante 2.5 horas. Los nUmeros entre paréntesis indican la canti
dad de determinaciones realizadas. Se presenta el promedio el

error estandard.

‘vl
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III - 4. Efecto de hemina sobre el

aumento de ALA-S producido

por malatidn.

Se investigd el efecto de la hemina sobre este aumento de
actividad cuando se inyecta conjuntamente con malatién.

Los embriones se incubaron durante 3,5 horas con ambas dro-
gas y luego se determindé la actividad de ALA-S. Los resultados a-
parecen en la Tabla 7.

Mientras que la dosis de 3 mg/embrién no produjo una varia-
cidén significativa de ALA-S, al aumentar la dosis de hemina a 5
mg/embridén hubo un decremento significativo de esta actividad en-
zimatica.

A continuacidn se estudid el efecto de la hemina cuando se
inyectaba después de haber dejado incrementar la actividad enzimd
tica con malatién durante 3 horas. Como puede verse en la Figura
39, los embriones tratados sblo con el plaguicida aumentaron la
actividad enzimatica al aumentar el tiempo de tratamiento con la
droga mientras que en aquéllos tratados con hemina fue impedido
este aumento de actividad, manteniéndose précticamente el valor
hallado en el momento de la inyeccidén de hemina.

Es decir que la hemina inhibe parcialmente el aumento de ac

tividad provocado por el plaguicida.
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Figura 39: Efecto de la inyeccidén de hemina una vez produ
cido el aumento de ALA-S por malatidén. Los valores corres
ponden al promedio de 5 determinaciones. Los simbolos re-

presentan: @ malatién y A malatidén + hemina.
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III - 5. Efecto del agregado de ma-

latidn "in vitro" sobre 1a

actividad de ALA-S normal.

Los resultados obtenidos hasta aqui indicarian que la accién
del plaguicida involucra sintesis de nueva proteina; de todos modos
para descartar un efecto de la droga "per se" sobre la actividad
de ALA-S se realizaron algunos ensayos "in vitro". En estos se in-
cubaron homogenatos de embriones normales en presencia de cantida-
des de malatién entre 10 y 10000 veces inferiores a las inyectadas
en los embriones teniendo en cuenta las diluciones que sufre el
Iplaguicida en el embrién. Estas cantidades corresponden a un rango

entre 6 y 6 x ‘10'3 g/l respectivamente, o sea 9,1 x 10_3

6

V' 9,1 %
107" M.

El malatién se agrega disuelto en 0,1 ml de DMSO y a los con
troles sin malatidén se les agrega 0,1 ml de este solvente.

Como puede verse en la Tabla 8 en ningin caso se encontréd

un efecto directo del plaguicida sobre la actividad de ALA-S.

III - 6. Efecto del FB sobre el au-

mento de ALA-S producido

por malatidbn.

Teniendo en cuenta que la droga "per se'" no aumenta la ac-
tividad de ALA-S se quiso evaluar si el aumento de ALA-S producido
"in ovo" por malatidén podia ser atribuido a algln metabolito de

éste.
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Por ello se investigb el efecto del FB sobre este incremento
para ver si a este nivel se encontraba algin efecto, pese a que
éste no habia sido observado en los estudios de acumulacién de por
firinas.

En un primer experimento se pretrataron los embriones con FB
durante 1 hora y luego se inyectdé el plaguicida. Al cabo de 2,5 ho
ras se mataron los animales y se determind la actividad de ALA-S
encontréndose los resultados que aparecen en la Tabla 9.

Teniendo en cuenta los aumentos producidos separadamente por
el malatién y el FB la inyeccibdn conjunta de ambos no parece tener
efectos sinergisticos.

Luego se repitid el experimento pero dejando actuar més tiempo
las drogas. Esta vez se mataron los embriones 4,5 horas después
de la inyeccidén del plaguicida. Como era de esperar se obtuvo un
mayor efecto de cada una de estas drogas (Tabla 10). Sin embargo
tampoco en este caso se encontraron efectos sinergisticos confir-
mando los resultados previos.

Es decir que el tratamiento con FB no mejord la respuesta
del plaguicida a nivel de actividad de ALA-S. Este hecho est& de
acuerdo con la falta de efecto de este inductor informada en la
Seccidén I de Resutlados cuando se estudid su acciédn sobre la acu-

mulacidén hepdtica de porfirinas producida‘ por malatién.



TABLA 9: EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON FENOBARBITAL SOBRE EL AUMENTO DE ALA-S

PRODUCIDO POR MALATION AL CABO DE 2.5 HORAS.

Pratanlshto Actividad de ALA-S
(nmoles de ALA/g.hig. x hora)
DMSO 5.1 ¥ 0.9 (3)
Malatidn 27.6 ¥ 3.4 (5)
DMSO + FB 18.4 I 3.6 (4)
Malatién + FB 45.3 X 18.9 (3)

Se pretrataron los embriones con FB durante 1 hora y luego se inyectd
el plaquicida; 2.5 horas después de esta Gltima inyeccidén se mataron
los embriones y se mididé la actividad de ALA-S. Los nimeros entre pa
réntesis indican la cantidad de determinaciones realizadas. En cada

caso se presenta el promedio % el error estnadard.

"8¥l
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III - 7. Efecto de malatidn sobre

la actividad hepética de

ferrogquelatasa.

También se quiso investigar si el malatién altera la ac_
tividad hepatica de Ferroquelatasa, enzima que cataliza la forma-
cidén de hemo.

Se inyectaron los embriones con el plaguicida y al cabo de
4 horas se extrajeron los higados y se midibé esta actividad.
El tratamiento con malatidén produjo un decremento parcial

pero significativo de la actividad de Ferroquelatasa respecto a los

controles de DMSO (Tabla 11).

IITT - 8, Estudios sobre la distri-

bucidn subcelular de 1a

actividad de ALA-S.

Para determinar la distribucidén subcelular de ALA-S se mididé
esta actividad enzimatica en el homogenato y en las distintas frac
ciones subcelulares en presencia de un sistema generador de Succi-
nil CoA. Se utilizd Succinil CoA-S obtenida a partir de Escherichia
colil como se detalld en Métodos (Seccidbdn I-6).

También se mididé la actividad de SDH, enzima localizada en
la membrana interna de la mitocondria, como marcador mitocondrial.

Se encontrd que en los embriones controles tratados con DMSO

esta actividad enzimatica sdlo aparece en la fraccidén mitocondrial

(Tabla 12).
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Cuando se realizd el estudio con embriones tratados con mala
tién se observd que aquéellos que tenian muy aumentada la actividad
de ALA-S, la mayor parte de ésta se localizaba en las mitocondrias
pero entre un 15 y un 20% aparecia en el soluble (Tabla 13).

Aunque cuando los aumentos de actividad eran bastantes meno-
res (inferiores al 50% del valor que aparece en la Tabla 13) no se
detectaba actividad en el soluble.

Podria ser que la actividad observada en el soluble se de-
biera a ruptura de las mitocondrias, lo cual llevaria a una libera
cidén de enzima al citosol.

Para evaluar esta posibilidad se decidid repetir la determina-
cibén de la distribucidn subcelular empleando la metodologia ante-
rior pero midiendo como marcadores mitocondriales adem&s de la ac-
tividad de SDH, la de GDH, enzima ubicada en la matriz mitocondrial.
Como puede verse en la Tabla 14, aproximadamente un 10% de la acti
vidad de ALA-S aparecid en la fraccidn soluble mientras que sdlo
se encontrd un 2% de la actividad de GDH en esta fraccidn. Por 1lo
tanto existe un incremento real de actividad de ALA-S en el cito-
sol de los embriones tratados con el plaguicida que no puede ser
asignado a contaminacidén con la matriz mitocondrial. Cabe sefialar
gue el valor de actividad del homogenato que se muestra en la Ta-
bla 14 ,pese a no ser tan alto como el que aparece en la Tabla 13,
produce aparicidén de actividad en el soluble si bien esta activi-
dad es bastante baja (en términos absolutos) y representa un por-

centaje inferior al hallado en el primer caso (Tabla 13).
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Sin embargo, teniendo en cuenta que la metodologia empleada
en ambos casos para el fraccionamiento fue la misma cabe suponer que
también en el primer caso la actividad medida en el citosol corres-

ponde a ALA-S soluble.
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DISCUSION.

Se ha encontrado que el aumento de ALA-S provocado por el
malatién es bloqueado por inhibidores de la sintesis proteica a
nivel de traduccidén (cicloheximida)y transcripcién (Actinomicina
D). Esto mostraria que se halla involucrada la sintesis de pro-
teinas y por lo tanto se trataria de una induccién.

Cuando estos inhibidores esté&n presentes desde un comienzo
del tratamiento de los embriones con el plaguicida este bloqueo
es practicamente total coincidiendoc estos resultados con los ha-
llades para otras drogas porfirinogénicas muy conocidas como AIA
y DDC (47, 177).

Estudios con cicloheximida permitieron determinar una vida
media de ALA-S de 105 minutos en los embriones tratados con mala
tidén.

Cabe seflalar que en todos los experimentos realizadés excep
to en los estudios de distribucidn subcelular se midié la activi-
dad de ALA-S en ausencia de Succinil CoA y por ende se determind
solamente la enzima mitocondrial, aunque como se ha visto ésta
constituye la fraccidédn mayoritaria y en algunos casos practicamen
te total.

En los embriones tratados se observd una disminucidén lineal
de la actividad de ALA-S luego de inyectar Cicloheximida mientras
que, en los embriones tratados con AIA luego de un pequefio decre-

mento de actividad la enzima decae exponencialmente con una vida
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media de 78 minutos. Algunos autores (30, 32) también encuentran
al utilizar AIA como inductor que el decaimiento de ALA-S presen
ta un comportamiento bifésico, aunque a difefencia de lo aqui in
formado la pérdida de actividad parece ser mayor en un comienzo
y luego disminuir.

Se ha informado que la vida media del ALA-S inducida por
AIA en higado de embriones de pollo White Leghorn "in ovo" es de
15-20 minutos (47), en cultivo de hepatocitos es de 3 horas (176)
6 3,8 horas (177) y en cultivos de érgano de 2 horas (47). Por
otro lado la vida media del ALA-S inducida por DDC en cultivo de
higado de embriones de pollo es de 4 - 5 horas, es decir, el do-
ble de la inducida por AIA. Estas diferencias parecen deberse a
una menor velocidad de recambio de la enzima en los higados tra-
tados con DDC m&s que a una estabilizacién de la enzima por DDC
(47). Es decir que la vida media de ALA-S varia ampliamente depen
diendo del sistema en que se estudian las células del higado asi
como las drogas utilizadas como inductoras.

La primera de estas causas podria justificar la diferencia
con los datos aqui presentados en la vida media y en el comporta
miento de la enzima inducida por AIA tanto mis si se tiene en
cuenta el diferente tipo de embriones utilizados (New Hampshire
en vez de White Leghorn). La segunda causa de variabilidad de la
vida media de ALA-S, es decir la droga usada como inductora, jus
tificaria las diferencias halladas entre la enzima resultante del

tratamiento con AIA y malatién "in ovo'". Estas diferencias pare-
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cerian indicar o bien que la proteina formada no es la misma o
que la estabilidad de la proteina formada es diferencialmente afec
tada por estas drogas.

La primera razbén es poco probable si se tiene en cuenta que
estas diferencias como ya se ha sefialado también se encuentran
con AIA y DDC y sin embargo no hay evidencias de que produzcan
isoenzimas diferentes y la enzima normal migra en electroforesis
en gel de poliacrilamida en presencia de SDS igual que la induci
da (174). Ademés al tratar los embriones con AIA + DDC se ha puri
ficado una Gnica enzima (21, 28).

Por otro lado cuando se agrega Actinomicina D a embriones
pretratados con malatién se observa un aumento de actividad de
ALA-S hasta 3 horas después de la inyeccién del inhibidor y luego
disminuye hasta valores muy bajos.

El aumento de actividad luego de la administracidén de Acti-
nomicina D muestra que hay sintesis de nuevos mensajeros por al-
gin tiempo después de esta administracidén, es decir que el inhibi
dor tarda un tiempo en actuar. Algo similar sucede con el malatidn
que tarda unas 2,5 horas en producir aumento de actividad de ALA-S.
Este tiempo que tarda en actuar la Actinomicina D debe ser infe=
rior a las 2,5 horas si se tiene en cuenta que cuando se inyectan
simulténeamente malatidén + Actinomicina D y se mide al cabo de 2,5
horas la actividad de ALA-S, ésta se encuentra disminuida lo que

demuestra la accidédn del inhibidor.
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También Strand y colab. (177) trabajando con cultivo de hepa
tocitos de embridn de pollo tratados con AIA encuentran un incre-
mento de actividad posterior a la inyeccién de Actinomicina D aun
que algo menor al aqui presentado. Esto parece razonable ya que
probablemente el acceso de este inhibidor hasta su sitio de accién
podria ser mas réapido y mis eficiente trabajando en cultivo de he
patocitos que en el embridén "in ovo'.

En cambio Tomita y colab. (47) encuentran que en cultivo de
higado de embridén de pollo cuando se agrega Actinomicina D en el
medio de la induccidén de ALA-S por AIA, la actividad de ﬁLA-é se
mantiene constante durante aproximadamente 2 horas y luego dismi
nuye por lo que sugieren una vida de 2 a 3 horas para el m-RNA de
ALA-S.

Se vié por un lado, que ya 2,5 horas después de la inyeccidn
de malatidén la actividad de ALA-S estd sensiblemente incrementada,
y por otro lado de acuerdo a nuestros resultados asil como los de
Tomita y colab. (47) los m-RNA de ALA-S persisten al menos durante
ese tiempo. Por lo tanto cuando se inyecta simulténeamente malatidn
+ Actinomicina D y al cabo de 2,5 horas no se encuentra aumento
de actividad, esto sugiere que el incremento de ALA-S se debe a
la sintesis de nuevos mensajeros mds quea laactivacibén de los pre
existentes.

De acuerdo a estos resultados esta droga actuaria a nivel

de transcripcibdn coincidiendo con lo informado tanto para AIA (20,
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47, 178) como para DDC (20, 47, 176, 178).

La confirmacién de estos resultados requeririan el aislamien
to y cuantificacidn del m-RNA especifico de ALA-S en los embriones
controles y tratados con malatién.

La hemina produce una inhibicibén significativa aunque no to-
tal del aumento de ALA-S provocado por el malatién en la dosis de
5 mg/embrién tanto si se lo inyecta simulténeamente con el plagui
cida o si se agrega una vez aumentada la actividad enzimética.

Estos resultados coinciden con los informados en cultivo de
higado de embrién de pollo donde el grado de inhbicién por hemina
de la induccibébn de ALA-S por AIA y por DDC fue parcial ya sea que
la hemina se agregara al medio de incubacibn al comienzo o en la
mitad de la induccidn (47).

Es decir que el hemo estaria cumpliendo su papel regulatorio
sobre el incremento de ALA-S producido por el plaguicida fosforado.

En concordancia con el efecto inductor del malatidn, al rea-
lizar ensayos "in vitro" en presencia de la droga se encontrd que
ésta no actla "per se" sobre la actividad de ALA-S.

La falta de efecto del FB sobre el aumento de ALA-S por ma=-
latién y la acumulacidédn de porfirinas producida por este plaguicida
descartan una accidén mediada por metabolito formado a través de las
enzimas metabolizantes de drogas inducibles por FB.

Si la accidbén de la droga no fuera a través de un metabolito

o sea que actuapa la droga '"per se" ésto corroboraria aln mas el efecto in-
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ductor del malatidn sobre el ALA-S.

Ademids se ha encontrado algo disminuida la actividad de Fe-
rroquelatasa en los embriones tratados con el plaguicida. Si esta
inhibicibén disminuyera el "pool" regulatorio de hemo, este hecho
podria estar involucrado en la induccibén de ALA-S.

Sin embargo esto seria poco probable si se tienen en cuenta
algunos trabajos realizados con embriones de pollo donde se ha vis
to que la disminucibén de Ferroquelatasa no provoca induccién de
de ALA-S lo que implicaria que el "pool" de hemo intracelular tiene
una muy baja velocidad de recambio o utilizacibén de modo que no
disminuye significativamente alGn después de haber sido inhibida
la biosintesis de hemo por varias horas (181, 206, 220).

De todos modos la inhibicién de Ferroquelatasa podria favo-
recer el aumento de ALA-S aln cuando no fuera la causa inicial de
este aumento.

Como se ha visto el aumento de ALA-S producido por malatidn
ocurre principalmente en la fraccidén mitocondrial aunque puede a-
parecer un poco de actividad en el soluble sobre todo cuando el
incremento de los niveles de ALA-S es muy importante. Se vid (48)
que en un primer momento en ratas tratadas con AIA los niveles de
ALA-S mitocondrial son considerablemente mayores que en el soluble
lo que sugiere que la enzima sintetizada en poliribosomas citosoéli
cos se incorpora rapidamente a la mitocondria. Luego de un tiempo,

sin embargo, el nivel de enzima es mayor en el citosol que en la
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mitocondria.

Asi{, ALA-S puede acumularse en el citosol cuando la veloci-
dad de sintesis es superior a la velocidad de incorporacibén a la
mitocondria. Y, por otro lado, la capacidad de incorporacidén a la
mitocondria puede limitarse a un cierto nivel de enzima. Esto jus
tificaria los resultados hallados en el presente trabajo ya que
cuando mayor es el aumento de actividad producido por el malatidn
més apreciable es la actividad encontrada en el soluble.

En contraste con lo observado en mamiferos y pollos adultos
(25, 30, 32) se ha informado que en el higado de embridn de pollo
ya sea en cultivo o "in ovo" no se detecta actividad o se detecta
una actividad extremadamente pequefia en el citosol luego del tra-
tamiento con AIA o DDC (27, 47). Sin embargo como se ha determina
do la existencia del precursor de ALA-S en el citosol del higado
de embridén de pollo (23), se ha postulado que podria ser inactivo
o que sus niveles podrian ser muy bajos para detectar actividad.

El primer postulado pareceria poco probable teniendo en cuen
ta que: a) el precursor de ALA-S de higado de rata es activo y es
tudios preliminares indicarian una alta homologia en la secuencia
de pre-ALA-S de higado de rata y embridén de pollo (38); b) cuando
se estudid el efecto de la secuencia extra de pre-ALA-S sobre al-
gunas propledades de la enzima de higado de pollo (26) se vid que
la enzima soluble purificada posee una actividad especifica compara
ble a la purificada de mitocondria, ambas exhiben actividad mé&xima

a pH 7,6 y los valores de Km para glicina y succinil=CoA son de
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4,8 mM y 2,7 pM respectivamente para ambas. Estos resultados sugie
ren que el centro activo de ALA-S no puede ser significativamente
influenciado por la secuencia extra. Apoyando este hecho se infor-
mé que la ribonucleasa pancredtica (314) y la amilasa (315) son
cataliticamente activas con la secuencia extra.

En el presente estudio se ha observado una pequefia actividad
de ALA-S en la fraccibn soluble del higado de embrién de pollo,que
no podria ser atribuida a contaminacién con matriz mitocondrial.
Esto sugeriria que el precursor citosdlico de esta enzima tiene
actividad; aunque cabe aclarar que los embriones utilizados (New
Ham pshire) son de una raza diferente a los empleados en todos los

trabajos citados (White Leghorn).
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CONCLUSIONES.

En el presente trabajo de tesis se ha encontrado que dos
plaguicidas clorados: clordano y endosulfén asi como dos plaguici
das fosforados: paratién y malatidén producen distinto grado de in
cremento del contenido hepético de porfirinas al ser administrados
a embriones de pollo New Hampshire "in ovo'". Tanto el paratién
como el endosulfan provocan incrementos notables. El clordano ele
va en menor érado los niveles de porfirinas y el malatién los
modificallevemente. La acumulacidén de porfirinas provocada por es
tos plaguicidas no es afectada por el tratamiento con FB, SKF 525A
o DDC. La falta de efecto del FB y SKF 525A podria deberse a que
las isoenzimas del citocromo P-450 inducibles por FB no participan
en la metabolizacidén de estos plaguicidas. En cuanto al DDC, su
falta de efecto indicaria que no esta disminuida la acumulacién
de porfirinas debida a los plaguicidas como consecuencia ée su pa
saje a hemo o hemoproteinas. La actividad hepitica de ALA-S es
levemente incrementada por clordano y muy aumentada por malatién.
En contraste paratién y endosulfan no afectan la actividad de esta
enzima pese a producir notables incrementos de porfirinas. Es de-
cir que el aumento de ALA-S y la acumulacidén de porfirinas no se
correlacionan. Si bien ya se sabia que varios compuestos clorados
afectaban este camino biosintético, era poco lo estudiado acerca

del efecto de compuestos fosforados. Desde este punto de vista re

sultan importantes los resultados obtenidos en este trabajo tanto
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con paratidén como con malatién.

Por otro lado, teniendo en cuenta el uso de estos plaguici-
das en la agricultura los resultados obtenidos podrian ser, qui-
z4s, importantes desde el punto de vista de la porfiria para aque
llas personas que llevan el rasgo hereditario latente para las
cuales a veces una minima dosis desencadena el cuadro porfirico.

En cuanto al lindano al ser administrado a ratas incrementa
la excrecién de ALA, PBG y porfirinas en orina y porfirinas en he
ces, aunque estos incrementos son pequefios si se los compara con
los producidos por un compuesto quimicamente relacionado: el Hexa-
clorobenceno. Por otro lado el lindano no altera la actividad he-
patica ni de ALA-S ri de PCL a diferencia del HCB que produce una
notable inhibicidén de PCL y un consecuente aumento de ALA-S. Por
lo tanto esta droga tiene una pobre capacidad porfirinogénica
comparada con el HCB.

Como se ha dicho el malatidén ademé&s de aumentar el contenido
de porfirinas también aumenta notablemente la actividad de ALA-S
en el higado de los embriones de pollo. Este plaguicida al igual
gue AIA y DDC parece inducir la actividad de ALA-S.a nivel de
transcripcidén de acuerdo a los resultados obtenidos en los experi
mentos con inhibidores de la sintesis proteica como cicloheximida
y actinomicina D. Esta induccidén es bloqueada parcialmente por he-
mina. Ni la droga "per se" ni un metabolito formado a partir del

sistema enzimdtico inducible por Fenobarbital afectan esta induc-
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cibén enziméatica.

El aumento de actividad de ALA-S ocurre principalmente en
la fraccidédn mitocondrial aunque puede enconfrarse una pequefia ac
tividad en soluble siendo esta (Gltima mayor cuando mayor es el
aumento de ALA-S.

Por Gltimo el malatidédn disminuye parcialmente la actividad
de Ferroquelatasa lo cual podria contribuir a mantener elevados
los niveles de ALA-S aungue no seria el causante de esta induccién.
Asi se ha encontrado que un plaguicida fosforado el malatidén causa
un notable aumento de actividad de ALA-S y, desde este punto de
vista, podria ser utilizado al igual que AIA y DDC para producir
una porfiria experimental que sirva de herramienta para estudiar

la regulacién del camino biosintético del hemo.
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