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ABREVIATURAS Y EOUIVALENCIAS.

: succinil coenzima A.
: Acido bamino]evﬁ]ico.
¢ Porfobilindgeno.,

I

|
n

: Uroporfirina = porfirina de 8-COOH = porfirina octacarboxilica,

: Firiaporfirina = porfirina de 7-COQH = porfirina heptacarboxilica,
: Hexaporfirina = porfirina de 6-COOH = porfirina hexacarboxilica,

: Pentaporfirina = porfirina de 5-COQH = porfirina pentacarboxilica.
: Coproporfirina = porfirina de 4-COOH

: Protoporfirina = porfirina de 2-COOH

porfirina tetracarboxilica.
porfirina dicarboxilica.

Uro'gen, Firia'gen, Hexa'gen, Penta'gen, Copro'gen y Proto'gen: los correspon-

i
EDTA
GSH

dientes porfirindgenos.

: citocromo.
: etilendiaminotetraacetato.
: glutation reducido.

DEAE-celulosa : dietilaminoetil - celulosa.

PPy
HCB
PCF

ALA-S
ALA-D
PBG-asa
PCL
CPO
PPO
MD
CcO
MAO
PAI
PCT
PV

CH
PAH

: fosfato de piridoxal.
: hexaclorobenceno.
: pentaclorofenold.
Suc Co A-S :

succinil CoA sintetasa.
& ALA sintetasa.
& ALA dehidrasa.

: complejo PBG deaminasa Uro'gen III cosintetasa:
: porfirinégeno carboxi-liasa.
: Copro'gen oxidasa.

* Proto'gen oxidasa.

: malato dehidrogenasa.

: citocromo c-oxidasa.

* monoaminooxidasa.

: porfiria aguda intermitente.
: porfiria cutdnea tarda.

: porfiria variegata.

: coproporfiria hepatica.

,Porfhﬁa ajuda hepatica.

Porfobilinogenasa.



BAL : British anti lewicite.

DTC : dietilditiacarbamato.

DTNB : 55 ditiobis- (dcido 2 nitrobenzoico).

FB : fenobarbital.

Hb : hemoglobina.

PCMB : para-cloro mercuribenzoato.

P.M, : peso molecular.

PPNa : pirofosfato de sodio.

SDS : dodecil sulfato de sodijo.

TCDD : tetracloro dibenzo-p-dioxina,

PCB : pentaclorcbenceno,

TCB : tetraclorobenceno.

PCTF: : pentaclorotiofenold,

TCTF : tetraclorotiofenol,

TCTA : tetraclorotioanisol,

PCTA : pentaclorotioanisol,

PCTA-0 : 1 CH3-(2,3,4,5,6 pentaclorofenil) sulféxido,
PCTA—O2 £ .d CHB—(2,3,4,5,6 pentaclorofenil) sulfona,

TCdi-TA : tetracloroditioanisol.
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INTRODUCCION,

PORFIRINAS.

- Generaliﬁades.

Las porfirinas son compuestos tetrapirrdlicos fundamentales
para todos logs organismos yivos, tanto animales como vegetales,
salvo para algunas bacterias estrictamente anaerdbicas y ei lacto=
bacilli, que obtienen energia por fermentacidén de compuestos orgd-
nicoa;

En los restantes organismos son constituyentes de las hemo-
protefnas, protefnas conjugadas cuyo grupo prostético es el hemo
e incluyen una serie de compuestos que cumplen funciones importan-~
tisimas en la edlula. Agf pedeﬁcs citar: la hemoglobina, relaciona-
da al transporte de oxigeno; los citocromos, que son agentes de
transferencia de electrones y varias enzimas, tales como éatala-__
sag y peroxidasas. En todos estos casos la proteina incolora (que
es quien determina la actividad bioldgica especifica) estd ligada
a un compuesto hierroporfirina. Las porfirinas pueden estar también
ligadas a otros metales, siendo el ejemplo mds importante la cloro=
fila; derivado porfirinico que contiene magnesio y es el agente

de captacion de energia radiante y por ende de importancia vital.



Por otra parte se han hallado porfirinas derivadas de la
clorofila en el petrdleo, carbdn de piedra, aceites y asfaltos e
inclusive en excrementos fosilizados de cocodrilo, lo que nos es-
tarfa indicando que los compuestos esenciales que funcionaban hace
millones de afios no difieren mayormente de aquellos que funcionan

en la actualidad.

-~ Estructura.

Yo en el afio 1871 Hoppe-Seyler (1) realizd los primeros es-
tudios acerca de las porfirinas, pero recién en 1915, Hans Fischer
(2) logrd aislar dos porfirinas en forma cristalina (Copro y Uro);
De 211f en mds se realizaron numerosos trabajos gque llevaron a
poder dilucidar perfectamente la estruciura de las mismas y actualé
mente se han sintetizado la mayoria de las porfirinas naturales,
lags cuales gon derivados de una sustancia fundamental: la-porfina,
(fig. 1) que contiene cﬁatro anillos pirrdlicos ligados por cuatro
grupos =CH o metenos, puentes en un sistema en anillo con dobles
ligaduras conjugadas, lo cual le confiere gran egtabilidad.

La identificacicdn de los dtomos de C sobre el anillo
porfina presentada en la fig; 1 es 1a propuesta por Fischer. En

1960 la IUPAC (3) propuso un sistema diferente, el cual se ve en
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Figl PORFINA. Formula desarrollada

C
X
( C2OH’|4 N4 )
Férmula de Fischer Fig 2 Nomenclatura de los nucleos
(abreviada) porfirina segin la [UPAC

1 2




la fig. 2, sin embargo el sistema Propuesto por Fischer es el mds
utilizado y serd usado en el presente trabvajo.

La porfina fué sintetizada por Fischer y Glein en 1935, el
compuesto no se ha encontrado en la naturaleza., Lag porfirinas
qQue se han hallado en la naturaleza son todas compuestos en log
cuales los ocho dtomos de H numerados en los anillos pirrdlicos
de la porfirina estdn sustitufdos por cadenas laterales.

Cada nombre de porfirina de la tabla I representa un gran
grupo de sustancias J@ que un considerable isomerismo es posible,

El ejemplo mds simple serfan Etio, Copro o Uro, para los
cuales cuatro isdmeros son posibles en cada caso, Sin embargo
8610 dos de ellos se encuentran en la naturaleza(tabla I) y estos
han sido designados como tipo I y III por Fischer, que fué tam-
bién quien propuso la numeracidn romana que aparece en la fig. 3
para designar los isdmeros de la Etio y también propuso que todas
las porfirinas se refirieran a dsta para asignarles su grupo
isomérico;

Cuando tres tipos de cadenasg laterales estdn DPresentes, como
en el caso de la Proto (fig. 4) el ngmero ge isdmeros posibles
es 15, La Proto III es llamada comunmente Proto IX, porque fud

la novena porfirina list_ada por Fischer. Es 1la Unica fisiologica—-
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Fig3 Estructura quimica de los cuatro isomeros de la

Etioporfirina.
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Fig.4 PROTOPORFIRINA

M=metilo = (-CHj)
P=acido pmmﬂémco=(-CHgCH§COOH)

V:vmﬂo=(-CH=CH2)



mente activa para dar hemoglobina; estd presente también en la
mioglobina y en los citocromos;

BPifa a dfa se sigue investigando acerca de estos compuestos
dada la importancia vital de los mismos vy asf{ recientemente se
han descubierto una serie de porfirinas (fig; 5) aisladas de ma-
miferos, la primera de las cuales Probablemente sea un intermedia-

rio normal del camino biosintdtico del hemo {6; 4, 5).

- Propiedades.,

1.~ Las porfirinas poseen una estructura con un gran ndmero
de enlaces conjugados, con alto grado de resonancia, por lo que
mestran un marcado espectro de absorcidn en el visible. Cada por-
firina posee un espectro caracterfstico de cuatro picos (%) mas
alto, llamado Soret, estd entre 400 = 410 nm ¥ es el que permite
detectarlas aun en cantidades muy pequeﬁas; Por el contrario los
porfirindgencs sdlo bresentan wna banda en el infrarrojo a aproxi-
madamente 220 nm,

2.~ Al ser irradiadas con luz U.V. bPresentan fluorescencia
roja, mientras que al reducirlas a porfirinégenos, donde el sig-
tema de doblaes ligadurag desaparece; pPasan a ser incoloras y no

fluorescentes (propiedad que se utiliza para seguir el proceso de

(%) en el visible ,cuando estin esterificadas,y otro



reduceidn) no obstante conservan las propiedades gquimicas, solubi-
lidad, etc, ya que los sustituyentes son iguales.

3.~ Los carboxilos permiten esterificar estos compuestos,
con 1o que se hacen mds solubles en medios orgdnicos, Por dichos
grupos son solubles en medio alcalino y por tener grupos nitrogena-
dos en el micleo son solubles en medio dcido; esto trae como con-
secuencia un cardcter anfotérico y la existencia de un pH al ecwal

son facilmente precipitables: su pIl que estd entre 3 = 4,5,

PORFIRINOGENOS .

Si a lag porfirinas lag hidrogenamos, obtendremos los por-
firindgenos (fig; 6), estos compuestos son los verdaderos interme-
diarios del camino biosintético del hemo., Son tetrapirril metanos
cfcliccs, llamados también hexahidroporfirinas, por ser e; produc—
to de la captacidn de seis dtomos de hidrdgeno por el anille por-
firfnico; cuatro de los cuales van a los metenos y dos & los ni-
trdgenos de los anillos pirrdlicos (7);

Los primeros hallazgos de porfirindgenos en orina de pacien-
tes porfiricos han sido reportados por Fischer en 1937 (8); Mien-
tras que Rimington y Ziegler (9) observaron gran acumulacidn de

Uro'gen y Copro'gen en higado de animales porfiricos.
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Fig. 5 Porfirinas recientemente descubiertas

Harderoporfirina R: CH=CH, Isohard eroporfiring
"S 411 porfirina R: CH=CH COH "“iso S 411'porfirina
Pemptoporfirina R: H

Dehidroisocoproporfirina  R: CH=CH,y CH-CO,H en

lugar del Me del anillo B (serie Isocopro-fig.184

Fig. 6 Estructura general de los porfirindgen os
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Mauzerall y Granick (10) estudiaron la autooxidacidn de
estas sustancias, hecho que es muy importante desde un punto de
vista préctico ya gue, por ejemplo, al analizar los productos
de decarboxilacidn del Uro'gen, conviene oxidarlos a las corres-
pondientes porfirinas, pars poder analizarlos mediante distin-
tos métodos que se basan en la fluorescencia que ellas presen=
tan a l1a Iuz U.V. 0 en su espectro visible; De los citados eg=-
tudios llegaron a demostrar que, en scoluciones neutras, la oxi-
dacidn sufre autocatdlisis y es estimulable por luz. Mientras

que GSH,2-mercaptoetilamina y SO Na2 la inhiben. Por lo tanto

3
para mantener a los porfirindgenos como tales conviene trabajar
en condiciones anaerdbicas, oscuridad Y en presencia de uwn agen-
te inhibidor de la fotooxidacidn, tal como GSH, (que son las
condiciones en que se determina actividad decarboxilasa),

Por el contrario la reduccidn de porfirinas para dar por-
firindgenos ocurre en atmdsfera inerte y oscuridad, mediante la

intervencidén de agentes reductores tales como H2/P& (I1; 18),

BH4K o amalgama de sodio (7, 10, 12 - 15).
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BIOSINTESIS DE PORFIRINAS.

- Egquema generale.

En la fig. 7 estd es quematizado el camino biosintético del
hemo y se ha demostrado que es el mismo para todos los seres vi-
vientes; Si bien se conocen t0dos sus Pasos, aun guedan NUMErosos
interrogantes por resolver; Dada la importancia y amplitud de es=-
te campo; diversos centros de investigacidn trabajan sobre el mis-
mo y veriocdicamente aparecen 2ctualizaciones sobre el tema (16-
18) .

Shemin y col. propusieron en 1955 (19) un ciclo, llamado de
la glicocola-suceinico o ciclo de Shemin, gque permite interpretar
la formacidn de ALA a partir de glicocola y succinato y que a su
vez egtd relacionado con el ciclo de los deides tricarboxilicos,
como puede verse en la fig. 8;

El segundo paso es la condensacidn de dog moléculas de AL&“

para dar un monopirrol, el PBG (fig. 9):

g COOH
4«0 COOH 1%Hz
9 &@2 c:CHZ
ﬁ;“‘u
/C{‘jCH
41 ([:H.Z N
41
NHZ.

Fig, 9., Estructura y numeracidén del PBG.
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vy a continuacidn cuatro molédculas de PBG forman el anillo tetra-
pirrdlico de Urotgen, gue en condiciones aerdbicas se itransforman
en Uro,

Como se puntualiza en la pdgina 4 , la Uro presenta cuatro
isdmeros posibles, pero s6lo el I y el IIT se encuentren en la
naturzleza; estos son decarboxilados, con eliminacidn de cuatro
moléculas de 002 a partir de los restos acdticos de las posicio=-
nes 1, 3, 5y Ty 1l, 3, 5 y 8 respectivamente, segin un mecanis=
mo gue veremos mds adelante.

Se obtienen as{ los Copro'gen I y/o III, pero de ellos sblo
el III sufre descarboxila cidn oxidativa ds dos de lag cadenas law=
terales propidnicas de los anillos A y B para dar los grupes vi-
nilos presentes en el Proto'gen, Este por pérdida de seis dtomos
de H del anillo tetrapirrdlico, pasa a Proto IX, 1ls cual se une

al Fe'  para dar el producto final HENC.

= Succinil CoA Sintetasa.

Estudios utilizsndo ratones intoxicados con drogas porfiri-
nogénicas (20) han demostrado que la Succinil CoA Sintetasa (Suc.
CoA-S, succinato: CoA ligasa, ADP, E.C. 6,2,15)) juega un rol

directo en la sintesis de porfirinas y por ello se incluye en es-
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te andlisis del camino metabdlico del hemo.
Se ha propuesto gue actua segin el mecanismo que aparece
en el siguiente esquema, utilizando un nucleétido trifosfato como

cofaector (21, 22),

: ++ -P
ik 8 C 5 o .
B Al | pop SR HUSC. g 0P o itiokeell
NDP ~CoA -CoA Pi SucCoA

Trabajos mds recientes proponen la existencia de diferen-
tes caminos, invelucrando reacciones alternativas, catalizadas

por la misma enzima (23, 24).

BE
CoA
E=CoA
E
ATP A
ADP higr. |
\\ |
%1
E'P M

Suc,hidroxamato

Py
f ]
CoA Teoh E-CoA Suc :

ATP ‘\\til\\k;
E ’_&T" E=P ;-Suc ¢ COAQ—T—-‘E
= &
= CoA -

W & Suc,CoA

o Y
~ ?-Suc o P ‘Pi

/
\Y}

S‘uc ° g

In
) \tsuc . P
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-~ Formacidn de §ALA,

El primer paso ya dentro del camino biosintdtico del hemo en
sf, es la formacidn del dcido Samino levilico ( 6 ALA) catalizado
por le  damino levulico sintetasa ( ALA-S; EcCe2,3.1.37.) por
consiguiente €sta es la primer enzima del camino y ha sido demos-
trado (en higado de mamffercs y de aves) que es 1a enzima que li-
mita la velocidad del mismo (25 = 28);

Esta enzima ha sido encontrada tanto en mitocondrias( 29 -
32) como en citoplasma ( 31, 33) aunque esta §ltima sdlo en may
baja concentracidn, razdn por la cual para su estudio se hizo ne-
cesario activar el sistema, para ello en general se usa la aceidn
de drogas porfirinbgénica tales como AIA y DDC (29, 31 - 35) bajo
estas condiciones se acumula ALA-S citoplasmatica ¥ hay autores
que postulan que el ALA-S citoplasmitica acumulada es un precur-
sor en trdnsito hacia la matriz mitocondrial (3g).

La formacidn de GSALA es un paso clave en el camino bio=-
sintético del hemo y como tal estd estrictamente regulado por el
producto final del mismo, la hemina, que actda tanto a nivel de
inhibicidon (29, 37) como de represidn (38 - 41);

la ALA-S es inducida por diversas drogas (31-35, 41, 42)

como asi también se encuentra elsvado su nivel en todos los casos
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de porfiria tantc humana como experimental.

En 1976 Whiting y Granick (34 ) lograron purificarla hasta
banda inica en gel de poliacrilamida y basdndose en estudios de P.M.
llegeron a la conclusidn de que se trataria de un dimero. Trabajos
mds recientes sobre purificacidn y mecanismo (35; 43, 44) apoyan
esta hipéfesis;

A1 menos dos mecanismos pueden considerarse para la formacidn
de GALA desde glicina y suc. CoA (fig; 10); En el mecanismo I se
forma primero una base de Schiff (IV) entre la glicina y el fosfa-
to de piridoxal (PPy) por decarboxilacidn da un carbanidn (V) el
cual se condensaria con suc; CoA con retencidn de los dos H del 02
y finalmente por hidrdlisis darfa ¢ ALA,

En el mecanismo II la pérdida de un H' desde el C, da -
carbanidn (VII) el cual reacciona con suc; CoA para dar la base de
Schiff del deido « -amino B-oxoadfpico y PPy. El dltimo interme=
diario puede llegar a S§ALA por dos caminos distintos VIII—>IX
w VIII —> X,

Zaman y eol; (45) analizando la quiralidad de los productos
formados a partir de glicina esterecespecificamente marcada con
tritic llegaron a dilucidar el wverdadero camino;

Fara slis dncuban giicins [2 8« 5] & 28 - 3] ven PRy
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Fig.10 Mecanismo de formacion de & ALA desde glicina
succinil-CoA.
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en el medio apropiado para la sintesis de OSAILA y AIA~-S purifica-—
da de Rhodopseudomonas spheroides; El producto fue reducido eon

borohidruro de sodio, aislado por cromatografia, tratado con meta-
periodato de sodioc y el formaldehido fue separado como el derivado

dimedona correspondiente, segin la sigulente serie de reacciones.

co_H 00, H _ COH
ATA-S | NaBH, | 10, |
Gli (cH,), — 5 (cH.), — % (CH.)
77—’- e 2’2 2’2
B o ol .?20 (I}HOH ?=o . .
CH _NH CH_NH cH =fH - \2, 5—¢” 4+ dimedona
2" P - S Ny

\

derivado dimedona
del formaldehido.
Y encontraron que cuando ineubaban Gli [é R w 33]39 perdia
un 97% de la marca, mientras que com Gli [? S - 3H] se conservaba
1la marcacidn total; por consiguiente el GSALA ge produce por péﬁﬁi-
da de un solo H, el de la posicidn pro-R, con lo que gquedaria des-
cartado el mecanismo I;
Faltarfa dilucidar el mecanismo a seguir despuéds del S NH,~ g
ceteadipice unido al PPy; A raiz de la inestabilidad del 5ALA;
particularmente respecto a los dtomos de H de la posicidn 5, el

SALA mismo no sirve para estudios estereogqufmices; por elle Abboud
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y col, (46) desarrollaron un sistema por el cual el & ALA apenas

se forma se convierte en PBG; pasando asf los dtomos en cuestidn

a ocupar una posicidn eatable; E1 PBG se acetila, oxida y final=-
mente hidroliza dando como producto final glicina; Estudiando la
estereoquimica de este compuesto llegaron a la conclusidn de que

el dtomo de H pro S de la glicina es retenideo y ocupa la configura-
¢cidn pro S en la posicidn 5 del OALA mientras el pro R es removi-

do con lo que gueda descartado el paso VIII — X,

- Conversidn de SALA en PEG.

Este paso estd catalizado por la enzima  sAIA-dehidrasa
( 6AIA-D; EC 4, 2, 1. 24). En Rps. sphaercides se ha demosirado
que es una enzime alostérica (47) que presenta cinética normal en
presencia de iones K*, ' § NHI. Tiene un FM de 250,000 y estd
formada por subunidades de PM 100.000 ¥ 130,000, Mientras que la
enzima proveniente de higado bovino tiene un PN de 285;000 y estd
compuesta por 8 subunidades de PM 35;000 (48, 439), lo cual al mi~
eroscopio electrdnico se visualiza como 1ldbulos diseretos ubicados
en las cuatro esquinas de un cuadrado;la apariencia de la enzima

al mieroscopio electrdnico puede concordar con la existencis de 8

subunidades si se postula que las 8 subunidades estdn acomodadas



en las esquinas de un.cubo; es decir con una simetria diddrica(50),
Aparentemente sdlo 4 de las 8 subunidades tendrian voder catal{ti-
co, reaccionando con el sustrato a través del grupo s-amino de un
resto de lisina (51). Otro grupe esencial serfa un sulfhidrilo, del
cual depende en gran medida la actividad enzimdtica (52)# dicho gru-
po pertenecerfa a un resto cistefna y participarfa en la catdlisis
dcido~base requeridas para las secuencias de protonacidn - deproto=-
nacidn enzimfticas involucradas en la sfmtesis del PEG;

Durante las modificaciones quimicas de grupes funcionales de
ATA~D Tgukamoto y coll (53) encontraron evidencias de que restos
histidina podian estar involucrados como otro grupo funcional y asi
lo demostraron por ensayos de fotooxidacion y tratamiento con dietil-
pirocarbonato.

La estructura minima activa serfa un dfmero (54) . En cuanto
8l mecanismo (fig. 11), aqui también se forma wna base de Schiff “
intermediaria, entre la enzima y el austrato(¢8,5i)Luego se produ-
ce un atague nucleofflico, por el anidn intermediario sobre el dto-
mo de C carbonflico de la ‘moldcula de GAIA, Se forma asf wn aldol;
dste pierde agua y el grupo amino libre desplaza al grupo amino de
la enzima, dando PBG, La afinidad del sustrato por la enzima depen=-

de de la facilidad para dar la base de Schiff y también de la for-
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Fig 11 Mecanismo de accién de ALA-dehidrasa (ALA-D )
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macidn de una unién idnica entre el grupo carboxile del sustrato

Yy una carga positiva sobre la enzima a una distancia particular.'

- Modo de accidn del sigbema PBG-asg.

La biosintesis del Uro'gen III se produce a través de una
reaceidn catalizada por el complejo enzimdtico PBG-deaminasa
(PBG~D) - Uro'gen III Cosintetasa I (Porfobilinogenssa,PBG-asa)
(55); para ello en alguna etapa se debe romper uno o mds de uno

de los grupos metileno del Gl de las cuatro moléculas de PBG que

¥ i
lo forman; en los reordenamientos posibles los cuatro puentes me=-
tilénicos (C~ o = B = ¥ y = &) difieren en su origen respecto
a la posicidn previa en la moldeunla de PBG; Biosintetisando Urot
gen III con (2, 11 - T3¢) PBG, se determind que sdlo el puente
C- ¥ provenia de un reordenamiento (55- 57) en tanto que en la
biosf{ntesis de Uro'gen I catalizada por PBG-D ningumno sufria reor;
denamiento (58);

Se han realizado numerocsos trabajos para determinar a qué
nivel se produce el reordenamienta;'Carpenter y Scott por una
parte y Battersby y McDonald por otra, llegaron a la conclusidn

de que no es a nivel de monopirrol (56, 57); mientras que el gru-

po de Frydman (59-62) es coincidente con el de Batterby en que
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tanto el dipirrol III como el IV (fig; 12) no son incorporados,
pero difieren en 10 que respectaa los dipirrilmetanocs I y II; El
grupo de FPrydman (59) 1legd a la conclusidn de que I ez gdlo in-
corporado en Uro'gen I por la PBG-D y no por el sigiema PBG-asa,
gque incorpora el II, mientras que el grupo de Battershy encontrd
que también incorpora el I; En base a esto, los Frydman, al igual
que Cookson y Rimington (63) y Bullock y col (64) sugieren que el
reordenamiento se produce a nivel de formacidn del dipirril metano,
mientras que Battersby sugiere que se produce a—posteriori" por
un mecanismo semejante al de la “espiro hipdtesis" de Matheuson Yy
Corwin (65) (fig. 13 a);

Trabajos posteriores de Battersby y col; han demostrado que
el bilano b-I (fig; 13 b) resultd ser el mejor sustrato para el
sigtema PBG—asa; frente a todos los otros probados (56). Mds re-
cientemente el grupo -de Scott(67) encontrd, por estudios de incor-
poracidn de PBG 136, usando ﬁMR; la existencia de un intermediario

del tipo 2 que denomind pre-Ure'gen y que espontaneamente se con-

vierte en Uro'gen I, mientras que por accidn de la isomerasa da el
Urofgen III; de ello sugieren que el precursor del pre-Uro'gen

seria un bilano del tipo b.



Fig 12 Dipirrilmetanos isdmeros
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- Porfirindzeno Carboxi-liasa (PCL).

a) Generalidades.

La porfirindgeno carboxi-liasa (68), llamada también Uro-
porfirindgeno decarboxilasa o Uro'gen decarboxilasa, cataliza

la reaccidn total:

Uro'gen » Copro'gen + 4 002

Ha sido estudiada enireticulocitos de conejos (10);
Rhodopseudomonas spheroides(13), eritrocitos de pollo(6,68-71)
nfgado de ratas normales (70,72,73) e intoxicadas con HCB(74-
76), células rojas humanas (77, 78) y de conejos normales e in-
toxicados con Ph(Tg; 80), higade de cerdo(81), en hojas de ta=-
baco (82) en bazo de ratdn (83).

La enzima ha sido parcialmente purificada y alguna de sus

propiedades estudiadas. Asi Mauzerall y Granick (10) encon-
traron que se inactiva en ausencia de GSH y en presencia de--
metales pesados, iodoacetamida, PCMB u oxfgeno; sufre inhibi=-
cidn por sustrato, el Kﬁ aparente es 5 x 10-6 My el pH optimo
6,8,

Por su parte Hoare y Heath (13) comprobvaron también la
inactivacidn por metales pesados e inhibicidn por productos

de reoxidacidn parecial de los porfirindgenos.
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b) Caracterfsticas de 1a reaceion enzimatiecs,

Tomio y col. (68) lograron purificar 220 veces la enzi-
ma proveniente de eritrocitos de pollo, obteniendo homogenei-
dad en gel de poliacrilamida; Con esta preparécidn encontraron
que la enzima era 14bil al calentamiento, sufria inhibieidn por
sales de Na y aumentaba su actividad con EDTA, GSH y extracto
calentado de higado de rata; encontrando ademds que la remo-
eidn del segundo carboxile es mds susceptible que la del pri=-
mero, a la mayoria de los agentes fisicos y quimicos probados,
siendo su velocidad de decarboxilacidn menor que la del primero.

Con estos antecedentes y teniendo en cuenta la relativa-
mente alta acumulacidn de Firia observada "in vivo" e "in vitro®,
frente a pequefias y constantes cantidades de Penta y Hexa, su-
gieren dos etapas metabdlicos en el mecanismo de decarboxi-
lacidn, a saber:

¥ Ve
L= Mg,

8-COOH— 7-C00H — —p — 4~CO0H

Esta hipdtesis fud confi“mada por los trabajos de Garcfa

¥ col.(71) que midieron v, ¥ ¥, corroborando que v. > Yy ¥

2 o i
ademds graficando lg v. = £ (1/% ° K) obtuvieron una constane
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te, gque, =i bien no puede ser considerada igual a la energia
de activacidn, representa una relacidn no conocida pero que
involucra principalmente las constantes de velocidad de los
distintos pasog y el hecho de que para dichas constantes se

cumpla que E. < E2, podrfa implicar una mayor velocidad para

1
la primer decarboxilacidn.

También encontraron gue la deearboxilacidn del Uro'gen
IIT es llevada a eabo aun a 0°C, siendo Firia el ¥nico produc~
to acumlado, no detectandoe otros productos de decarboxilaci6n;
Similares resultados obtuvieron a 25°C, usando tiempos de in=-
cubacidén mds cortos (10~15 min.). Si bien dos etapas metabd-
licos estarian involucrados en la reaccidn total, teniendo en
cuenta que el grado de purificacidn y el rendimiento son aproxie-
madamente lguales para ambas etapas, se sugirid que una sola
enzima con funcidn catalitica miltiple serfa la responsable
de la reaccidn total (68) y el comportamiento de esta proteina
frente a agentes tales como calentamiento y Clﬁa; que afectan
en muy distinto grado a ambas etapas, podrfa estar de acuerdo
con la existencia de al menos dos sitios eataliticos distintos;

Por su parte Aragonds y col. (70) realizaron un estudio

comparativo de lag propiedades de la enzima proveniente de
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eritrocitos de pollo respecto de la de higado de rata, compa-
rando también sus resultados con los correspondientes a otras
fuentes enzimdticas, obtenidas por otros grupos de trabajo.
Sefialan as{ que en general el Uro'gen III e¢s decarboxilado a
mayor velocidad que el I (10, 70, 78) salvo con la enzima de
bazo de ratdn, gque presenta igual velocidad ante ambos sustra—
tos(83); En cuanto a las velocidades para la primera y segunda
etapa Mauzerall y Granick (10) en reticulocitos de conejo con-
sideran que la primer decarboxilacidn es 12 limitante ya que
no encontraron acumulacion de intermediarios; Romeo y Levin
(83) en bazo de ratdn tampoco encuentran acwmulacidn de interw
mediarios, pero no descartan la posibilidad de que se forme
una pequefia cantided-de log mismos; Mientras que en los dos
gistemasg estudiados por Aragonds y col.(70) encuentran una no-
table acumulacidn de Firia, lo cual indicaria que la primer
decarboxilacidn no es la determinante de la velocidad;

La anaerobiosis favorece la reaccidn (10, ?0); pues man-—
tiene a los porfirindgencs al estado reducido y quizds por un
efecto sobre la enzima misma; 1o gue se ve apoyado por el he=-
cho de gue es necesario proteger la enzime con agentes sulfhi-

drflicos en etapas de purificacidn largas,



- 31 -

Cornford (78) estudiando eritrocitos humenos enecontrd
que el ClNa inhibfa la eliminacidn del segundo carboxilo, lo
cual serfa un buen sistema para estudiar la primer etapa aigla-
damente. Pero Aragonés y col. (70) a1 tratar de repetir la ex-
Periencia encontraron que si bien el ClNa afecta la 2a, etapa;
afecta también a 1a la; aunque en menor grado y que ni awn a
altas concentraciones de C1Na (400 mM) se llega a un blogueo
total de 1a segunda etapa;

Varios trabajos han informado la existencia de un factor
ultrafiltrable y termoestable, obtenide de distintag fuentes,
gue es capaz de estimular 1a formacidn de Copro e inclusive
restaurar la capacidad de formar porfirinas a gigtemas que
habfan perdido su actividad; Fue hallado en: microorganismog
(13, 84), sangre de pollo (13;85), levadura de panader{a (23;
§7) e higado ge cerdo(13).,

Ia naturaleza del cofactor proveniente de higado de cer—
do es ain oscura, en cambio en eritrocitos de pollo se cree
que se trataria de un polipéptido (85); Quizds pueda estar
relacionado con el comportamiento observade ante el agregado
de un extracto cocido de homogenato de hfgado de rata de 1a

enzima de eritrocitos, que incrementd su actividad catalftica
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no asi la hepdtica (70); mientras que sistemas decarboxilantes
de Rhodopseudomonas Spheroides (13) y de eritrccitos humanos
(78) guardaron un comportamiento semejante al de eritrocitos
de pollo.

Egtudiando la especificidad de la enzima por su sustrato
San Martin de Viale y col. (72) llegaron a las siguientes con-
clusiones: i) la enzima proveniente de hfgado de rata decar-
boxila los 4 isdmeros del Uro'gen, incluso el IV, a una velo-
cidad mayor que a su sustrato normal, el III; ii) la elimina-
cién de un -COOH de un resto acdtico localizado entre una ca-
dena lateral acética y un propidnico, parece ocurrir antes que
el de un acético localizado entre dos propidnicos 6 entre un
metilo y un propidnico; iii) la presencia de una cadena late-
ral propidnica vecinal en posicidn 6 y 7 es un requerimiento
importanta; pero no esencial para la unidn de la enzima al
porfirindgeno, ya gue el Hro‘genlsnadecarboxila, aunque a me=-
nor velocidad, por consiguiente deben intervenir otros facto=-
res; iv) el Copro'gen III inhibe marcadamente la decarboxila-
cidn del Uro'gen, como as{ también la hemina aunque en mayor
grado, quizds por un efecto adicional del Fe+++; Los propid-

nicos localizadog en 2 y 4, son factores importantes en la



widn a la enzima ¥& que Meso}Deutero' y Proto'gen IX que no
tienen propidnicos en A y B no exhiben efecto inhibiterio; v)
% estado reducido del anillo es esencial para gue la reaccidn
ocurra, quizds permitiendo que las cadenas laterales adopten

una posicidn estérica que facilite su unidn a 1la enzima.

Estés hallazgos junto con el efecto observado de los cloro-
fenoles sobre la enzima de higado de rata (76) sugieren la po-
sibilidad de que el sustrato, a travds de una carga negativa
del propiénico se una a un sitio positivo de 1a enzima;

Garcia y col. (71) estudiando el efecto inhibitorio gue
ejercian el Uro'gen III y Piria'gen III sobre el proceso de
decarboxilacidn, llegaron a 1a conclusidn de que ambos inhiben
Sus propias decarboxilaciones y tambidn la de los restantes

porfirindgenos (en el sistema de erifrocitos de ave)

I il
8~COOH -—-L—-‘ 7-GIOEH ;’ > 4~COOH(porfirindgenes )

En cuanto a si la PCL es una dnica enzima o un comple jo
enzimdtico, Granick supone lo primero (86, 87), mientras que
los estudios realizados por Cornford (78) harfan pensar en un
sistema mucho mds complejo. El, al igual que otros investiga-

dores (68, 83, 89) sugieren que dos o mds enzimas o una enzima
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con mds de un sitio active serfz 1la que actua. Estudios mds re=-
cientes sugieren que la PCL tendrfa al menos dos gitios catalf-
ticos diferentes sobre una vnieca protefna (68, 89).

Elder y col. (74), presuponiendo que una unica enzima es
la que cataliza la converaidn de los porfirindgenos a Copro‘gen,
Proponen un meétodo para medir PCL, usando como sustrato Penpta!
gen, es decir miden sdlo el paso final de 1a conversidn a Copro!
gen, y extrapolan las conclusiones de sus resultados a la reac-

cidn total.

Pasos de la Decarboxilacidn del Uro! n.
w

Numeroses estudios habfan demostrade 1a existencia de por-
firinas de 8- a 2-COOH ligados al sistema decarboxilante, del
camino del hemo, proveniente de distintas fuentes (11, 15, 17,
69, 84, 88, 90-95),

Las primeras evidencias de que el pasaje desde Uro'gen a
Copro'gen ocurria en pasos sucesivos fueron preseﬁtadas por
Meyzerral y Granick, quienes usando Uro'gen I y III como sustra-
to y gldbulos rojos de conejo como fuente enzimdtica, obtuvie=
ron, por decarboxilaeidn parcial, porfirinas de 5~ a 7~COOH,

al oxidar los productos intermedios (10).
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En 1962, Batlle y Grinstein (17; 96) demostraron defini-
tivamente, empleando técnicas de dilucidn isotépica, en hemo~
lizados de gldbulos rojos de pollo, que un porfirindgeno hepta-
carboxflico era intermediario en la decarboxilacidn del Uro‘gen.
Y en 1968, San Martin de Viale y Grinstein (97) demostraron que
los porfirindgenos de 5- y 6-COOH eran tambidn intermediarios
de este proceso.

Aclarado ya que los porfirindgenos de 5= a 7-COOH eran
loa productos intermediarios en el pasaje de Uro'gen a Copro'
gen, faltaba dilucidar en cual anillo comenzaba el proceso 0
si era completamente al azar e igualmente cual era el siguien-
te anille a decarboxilar y asi sucesivamente hasta llegar a
Copro. Como puede verse en el siguiente esguema, el Uro'gen
tiene 15 posibles productos de decarboxilacidn con 24 ( 4!)

posibles rutas para llegar desde €1 hasta Copro'gen III (6).
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Copro'gen III

5bed acd 5ab 5abe

A A
6ed 6bd 6be 6ad 6ac 6ab
%\- /%

74 7%\\\\\ ////;? Ta

Uro'gen III

Jackson y col. (6) quisieron investigar la existencia o
no de una ruta especffica (o preferida) vy si ésta serfa la mig-
ma pare ¢l metabolismo normal Yy el anormal.

Para ello separaron por cromatografia 1{quida de alda pre-
gidn (HPLC) las porfirinas de 7=y 6= y 5-COOH halladas en hecesg
de ratas intoxicadas con HCB ¥y las caracterizaron mediante el
andlisis de los espectros de resonancia nuclear magnética (RMN)
de los complejos bi~dentados de dichas porfirinas con distintas

concentraciones de Europio. Este elemento hace que la sefial de-
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bida a los H-meso de los puentes metenos cercanos a dos grupos
€ster sufran un corrimiento en el espectro RMN, no asi loa que
estdn cercancs a dos alguilos o a un alquile y un dster(los pri-
meros no forman el complejo y los segundos guedan sélo debilmen-
te unidos) que meantienen su posici&n cercana a 1lg de los puenteg
originales o sea en ausencia de Eurcpio ; Teniendo en cuenta
esto, de los seis isdmeros posibles de la Hexa, cinco de ellos
tendrian dos sefiales corridas y dos en el lugar de Origen; Mien~-
tras que el que tiene los anillos A y D decarboxilados presenta-
ria tres seffales corrides y wna no; eso es 10 que encontraron
al analizar por este método la porfirina proveniente de ratas
intoxicadas con HCB; es decir que se tratar{a del intermediario
que hemos llamado ( 6ad );

En el caso de la Penta, a priori se inclinaron a pensar
gque el isdémero natural era el ( 5abd ), en el que el residuo
acético permanece en el anillo C, & causa de que el porfirind-
geno correspondiente es presumiblemente el precursor del dehi=-
droisocoproporfirindgeno (fig; 5) y del Cop;o'gen III, Por and-
lisis con Europio podfa ser éste o el isdmero ( 5acd); ya gue
se corrfan dos sefiales, mientras que con los otros dos isdmeros

sélo se correria una. Esta hipdtesis fue confirmada por sfntesis
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y comparacidn de los productos con el aislado de fuentes natu-
rales en cuanto a Propiedades tales como P.F. Y espectro R.M.N.

En el caso de 1la heptacarboxflica el producto aislado de
heces de ratag parecfa_ser idéntico a la Firia de Batlle ¥
Grinstein (15), a la "porfirina-208" dge Grinstein y col. (98)
¥ & la pseudouroporfirina de Falk y col. (92).

Se sintetizaron los cuatro isdmeros posibles y las deter~
minaciones del P.F. de mezclas sugirieron que el isdmero natu-
ral era el gue tenfa el grupo metilo sobre el anillo D, Poste-
riores estudios de RMN con Europio confirmaron esta suposicidn.
Finalmente cuatro isdmeros de la Firia ¥ tres de la Penta en
su forma reducida fueron incubados con eritrocitos de ppllo \'g
todos fueron convertides en Proto IX pero a distinta velocidad;
Sobre la base de éstas y otras evidencias concluyen gue la de-
carboxilacidn del Urotgen III g Copro*gen III es un proceso_eg
pasos, en el que los grupos acéticos son decarboxilados en un
modo secuencial, comenzando por el que estd sobre el anillo D
¥y siguiendo segun el sentido de las agujas del reloj o sea por
A, By C consecutivamente. Este camino preferencial ocurre
tanto en el metabolismo normal como en el anormal (fig, 14).

Se obtiene asf el Copro'gen IIT, gue sufre descarboxila-
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Fig.-14  Ultimos pasos de la descarboxilacién de Uro’ gen III a
Copro’gen III
CH ~COOH F CH5COOH
HOOC-HC HOOC-HC P
=
HOOC-HC CHyCOOH  HC ?~CH;-COOH
P P
Uro’gen III Firia’gen III
P CH, P l CH;-COOH
H3C P H3C P
-
HC CHyCOOH  HC CHzCOOH
P P P P
Penta’gen III Hexa’gen III
ik
P
H3C CH3
P P

Copro’gen III
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cidén oxidativa de dos de las cadenas laterales propidnicas de
los anillos A y B para dar los grupos vinilos presentes en el

Prototgen.

~ Decarboxilacidén oxidativa del Copro'gen.

Elder (99) estudid la localizacidn de la Coproporfirindgeno
oxidasa (CPO)determinando en primef lugar su localizacidn sﬁhcelnlar
¥y luego, sabiendo gue se encontraba principalmente en mitocondrias,
por tratamientc de €stas con digitenina (la cual rompe seleotiva=-
mente la membrana mitocondrial externa) comprobd que el sobrenadan-
te se enriquecfa en dicha enzima, al igual que en otras enzimas mar-
cadoras del espacio intermembrana (adenilato quinasa y sulfito oxi~
dasa); a cantidades crecientes de digitonina las enzimas marcadoras
eran soltadas antes que la CPO, lo que podrfa indicar gue esta Wlti-
ma estuviera ligeramente adherida a la superficie de las membranas.
en el espacio intermembrana, aunque la localizacidn de una pequefia
fracecidn dentro de la mitocondria no puede descartarse.

Para este paso (catalizadoe por la Copregenasa, Copro‘gen de-~
carboxilasa oxidativa o coproporfirindgenc oxidasa) Battersby (100)
demostraron mediante el uso de formaldehido deuterado, con el cual
sintetizaron PBG marcado en el resto propidnico, que el H gue se

pierde es el del OB con retencidn de los dos del C,
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Fn cuanto al mecanismo de reaccidn, Sano (101) propuso gue
ocurre una hidroxilacidn seguida de una deshidratacidn descarboxi-
lativa del intermediario del Proto'gen que posee en lag posiciones

2 y 4 un resto - CHOH - CH, - COOH, o sea que ambos restos propid-

2
nicos son convertidos en hidroxipropionato antes que en viniloj
mientras que Sano y Granick (102) propusieron que los intermedia-
rios son las especies conteniendo'un vinilo y tres propiénicos.
Egtas dos teorfas podrian ser compatibles en términos de la no es-
pecifiecidad del sistema coprepoerfirinogenasa.

Los trabajos realizados por Cavaleiro y col. (4) apoyan la
segunda de estas hipdtesis. Este grupo de trabajo, mediante el uso
de sintesis de los distintos posibles intermediarios marcados y
comparacidn de estos con los componentes naturales, en cuanto a su
estructurge y en cuanito & su utilizacidn como sustrate de la enzima
proveniente de un sistema libre de células de Euglena graéilis,
llegaron a la conclusidn de gue 12 secuencia biosintética es ague=
1la en la cuzl el propionato de la posicidn 2 es modificado antes
que el de la posicidén 4 (4, 103) o sea que la gecuencia normal

seria: Copro'gen IITI —s Hardero'gen —>Proto'gen IX.

- Actividad Proto'gen oxidasa.

El Proto'gen IX por pérdida de 6 dtomos de H del anillo
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tetrapirrdlico, pasa a Proto IX.

Este paso no se sabia si era de naturaleza enzimdtica o no,
pero existian evidencias indirectas de gue en higado de mam{feros
habfa actividad proto'gen oxidasa (102, 104), sin embargo la enzi-
ma de mamiferos que cataliza la oxidacidn de Proto'gen a Proto,
nunca fue aislada en ausencia de actividad coproporfirinogenasa y
ferrogquelatasa (102).

Por otra parte, la reaccidn no enzimdtica es poce probable
ya que: i) el medic intracelular es desfavorable para la autoxida-
cidn del Proto'gen, ii) la reaceidn es enzimdtica en unicelulares,
iii) existen evidencias quimicas que imdican que la oxidacidn del
Proto'gen a Proto "in vivo" debe ser enzimdtica (105).

Teniendo en cuanta todos estos antecedentes Poulson (106)
se abocd a la tarea de aislar, purificar y caracterizar la proto-
porfirindgeno oxidasa (PPO) de una fraccidn de membrana de mito-
condria de higado de rata, demostrando as{ la naturaleza enzimdti-
ca del pasaje de Proto'gen IX a Proto IX y encontrando ademds que
la enzima involucrada es semejante a la que Se encontrd previamente
en extractos de levadura (107) y se conoce como Proto'gen deshidro-
genasa o Proto‘gen oxidasa (106, 107); Finalmente la Proto IX se

une al Pe*t para dar el producto final HEMO,
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- Ferroguelatasa.

a)

b)

Generalidades.

El viltimo pasc en el camino biosintético del hemo, in-
volucra la guelacidn del idn ferroso por Proto para dar hemo
y puede ser representado por la siguiente ecuacidn estequiomd~

trica,

Protoporfirina + Fe' —> Hemo + 2 H'

Varios trabajos han sugerido que esta reaccidn ocurre
enzimaticamente (14, 108-111) y que bajo las condiciones de
ensayo la quelacidn no enzimdtica es despreciable, a pesar de
ello hay grupos de trabajo que sestienen la naturaleza no en~
zimdtica de la misma (112-114) o al menos de parte de ella
(115). Cualguiera de las dos hipltesis deben aun ser conclusi=-

vamente demostrada.

Caracter{sticas de la reaccidn enzimdtica.

La protohemo ferro-liasa (E.C. ¢.99;1;1) ha sido desig-
nada también como: ferroguelatasa (16, 109; 116), hemo sinw
tasa (117) hemo sintetasa (118) o IPCE (iron-protoporphyrin
chelating enzyme) (119);

Fue investigada a partir de numerosas fuentes: en eri-
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trocitos de ave (108, 111, 120, 121) en higado de cerde (109,
110, 115) y de rata (14; 108, 118, 120, 122-125) y en rata

se ha estudiado también en homogenato de corazdm, rifidn, ba=-
20, misculo, médula dsea y mucosa intestinal (116), en homo-
genato de higado, bazo, rifidn, cerebro, corazdén y misculo(125),
en médula dsea de perro (126), en mitocondrias de hfgado, de
rifion y de corazdn de comejo (127) en mitocondria de higado

de vaea (114), en plantas de cebada (128), en hojas de lechu-
ga (129); de espinaca (130), en brotes de haba y avena, hojas
de espinace y tubérculo de papa (131), en levaduras (118). Su
presencia en microorganismos surgid a raiz de la demostracién
de la sintesis de protohemo en Rh. spherocides (132). Ademds,
el hecho gue la Proto pedfa reemplazar al protohemo como un
requerimiento del erecimiento del Haemophylus influenzae (133)
podfa explicarse pestulando la éxistencia de una ferroquelata-
sa en estos organismos; Varios trabajos posteriores demostra;
ron su presencia en otros microorganismos y estudiaron sus
caracteristicas (110, 117; 127, 134, 135). En cuanto a tejidos
humanos se ha investigado en: eritrocitos y retieulocitos (136,
137) cultivo de fibroblastos de piel (138-140) biopsias de

higado. (138).



¢) Métodos de determinacidn.

Los valores encontrados para las distintas constantes
fisicas y/6 quimicas, varian mucho, segin la fuente enzimf-
tica pero también, inclusive, segdn el medio de incubacidn,
sobre todo teniendo en ecuenta que hay muy distintos sistemas
para la determinacidn de la actividad; se han utilizado medios
basados en desaparicidn de susirato y otros en aparicidn de
producto, y aun dentro de ellos se utilizaron distintas tée-
nicas de determinacidn. Dentro de los mdtodes que miden desa-
paricidn de sustrato tenemos: a) determinacidn de velocidad
de desaparicidn de Proto, mediante la medida de 1la absorban-
cia en la banda de Soret, durante el curso de la reaceidn (108,
116, 119, 123, 124),b) usando Meso como sustrato, se hace
reaccionar la porfirina remanente al final de 1a inecubacidn
con el reactivo de piridina alealino de Paul (141) y luego
se determina fluorimdtricamente a 618 nm, estimulando eon
irradiacidn con luz a 500 nm (142), o) determinacidn de 1la
concentracidn de las porfirinas remanentes mediante el ensa-
yo espectrofotométrico continuo de longitud de onda dual, ya
que exigte una correlacidn entre el cambio en 1la absorbancia

a la longitud de onda del mdximo decrecimiento del espectro
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¥ la concentracidn de porfirinas remanentes (143), d) Goldin

y Little (128) informan otros 2 sistemas de determinacidn:

én uno usan Proto y Zn como sustrato y despuds de incubar

1 hora extraen la Zn~ protoporfirina con dter ¥y leen a 404

¥ 415 nm y en el otre usan el mismo sistema pero incuban 4hs.,

agregan acetona: OHHH4 (9:1, v/v), centrifugan y miden fluo-
rescencia a 585 nm (excitando a 400 nm),

En cuanto a los métodos gue miden aparieidn de produc~—
to estdn: a) el método del piridfn hemocromdgeno, que es es-
pecifico para las distintas metaloporfirinag (109, 110,115 ,
142) y una modificaeidn del migmo, que agrega iodoacetamida
al final de la incubacidn para evitar 1a destruccidn del he-
mo formado (128, 142); b) el método isotdpico que se basa en
la utilizacidn de 59Fe come sustrato y posterior aislamien-
%o de la hemina radioactiva al final de la incubacién, la
cual se aisla usando Hb como carrier (14, 109, 119, 120, 123~
125, 143); ¢) recientemente se ha puesto a punto un rdpido
ensayc espectrofotométrico para la determinacidn de ferroque~-
latasa en preparaciones que contienen altas concentraciones
de Hb (144), ya que ésta dificulta tanto la medicidn de de-

saparicidn de sustrato como el mdtodo del piridfn hemocromd-
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geno, por consiguiente en esos casos sdlo serviria el méto-
do de incorporacidn de 59Fe, perc ello involucra el aislami-
ento y purificacidn del hemo formado hasta actividad especi-
fica constante, lo cual es largo y tedioso. El método pro-
puesto por Porra involucra la medida del megohemo IX forma-
do enzimaticamente desde Meso IX ya gue puede ser determinado
con precisidn en presencia del Protchemo IX enddgeno, midién-
dolo por el métodeo del piridin hemocromégeno, ya que los pi=-
cog del espectro, correspondientes a ambas porfirinas, estdn
bien desplazados;

Lag principales ventajas y desventajas de los métodos
mencionados serian:llen las mediciones de desaparicidn de por-
firinas:z i) los resultados no son afectados por subsecuente
degradacion del hemo formado, en presencia de tioles, ii) mo
identifican el hemo formado, iii) sufren interferencia por
turbidez y por altas concentraciones de hemoglobinaj B)en
las determinaciones de hemo: i) simultaneamente se mide e
identifica el producto, ii) no requiere purificacidn del pro=-
ducto, iii) la turbidez no interfiere, iv) el producto es
inestable, pero se puede superar esta desventaja utilizando

considerables cantidades de catalasas, agregando iodoacetami-
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da al final de la reaccidn o usando bajas concentraciones de
GSH.; = en las mediciones de 59?3: i) es necesario el aisla-
miento y purificacidn del hemo formado, hagta actividad ege

pecifica constante, 1o cual es largo y tedioso; pero no pre-

senta otras desventajas, ii) es sumamente sensible.

d) Localizacidn subcelular.

En cuanto a la localizacidn subcelular, si bien la ma-
yor parte de la actividad siempre ha sido encontrada en mito-
condrias, tambieén se ha encontrado en microsomas, sobrenadan-
te de 100.000 xg y micleo (125) aunque en esta Wltima frac—
cidn se supone que es por contaminacidn durante el fraceiona-
miento; Nishida y Labbé practicamente no encontraron actividad
en microsomas y sobrenadante (14); Mientras que segin los tra-
bajos de Goudy y col. (116) estd concentrada en la fraccidn
mitocondrial y ausente en microsomas y encuentran que el 20%
de la actividad total del higado estd en el sobrenadsnte de

100.000 xg.

e) Purificacidn y propiedades.

Se ha logrado solubilizarla mediante el uso de deter

gentes tales como: Tween 20 (108, 109, 119, 123, 124, 142),
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colato de sodio (120, 122), desoxicolato (119) pero éste in-
terfirid el emsayo espectrofotométrico, Emasol 4130 (110) o
digitonina (145); También fueron efectivos para tal fin, los
siguientes tratamientos: wltrasonicacidn (142), shock osmd-
tico (143), homegenizacidn a alta velocidad (14), congela-
miento y descongelamiento (114);

En algunos casos se ha logrado purificarla parcialmen~
te: asf Minakami (125) solubiliza la enzima obtenida a partir
de mitocondrias de higado de rata, por tratamiento con cola-
to, la preecipita con SO4(NH4)2 50~75%, disuelve en buffer
fosfato 1/15 M y dializa toda la noche contra agua. Nishida
y Labbé (14) suspenden las mitocondrias en agua, mezelan a
alta velocidad por 5 min., centrifugan el sobrenadante as{
obtenido a 100;000 xg, 30 min;, con lo que se clarifica y
obtienen una purificacidn de 445 veces. Wientras que-Goidin__
y Little (128) mediante el uso de Sephadex G~150 lograron
purificar 30 veces la ferroguelatasa de hojas de cebada;
Wagner y col. (146) legraron con Sephadex G-200 purificar
la enzima de mitocondrias de hfgado de rata a 246 veces, con
un rendimiento del 70%; resultando una preparacidén estable

por 7 dias a 5°C, Tambiédn se ha tratado de ubicar la loecali-
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zacién submitocondrial de la enzims y los datos aportados
hasta el momento indicarian a la membrana mitocondrial intere
na como el locus de la ferroquelatasa (143, 145).

Aungue en general se cree gque sdlo una enzima estd in-
volucrade en esta reaccidn, hay datos experimentales que haf
cen suponer la existencia de mds de un tipo de ferroguelatasa,
aungue su rol fisioldgico es a¥n incierto (119, 147)..Agf
Schwartz y col., trabajando con preparaciones de eritrocitos
de pollo han dividido a la enzima en d0s preparaciones, 14~
biles al calentamiéntc, no dializables, perc una de estas
fracciones puede estimular la reaccidn sin participar en ella
como una enzima (14?); Por otra parte Porra y Jomes (110) rea-
lizando estudios de especificidad por el sustrate porfirfnice,
dedujeron que en Thiobacillus X deben existir 2 sigtemas de
ferroquelatasa; los cuales difieren en su labilidad } en su _
especificidad por la porfirina: asi los extractos de edlulas
- frescas fueron capaces de sintetizar tanto meso = como mono-
formildeutero - hemo, pero extractos de cdlulas guardadas 3
meses g -16°C fueron capaces de formar meso~hemo solamente,
En el mismo trabajo (110) se demuestra que si bien el Emasol

4130 inhibe la formacidn de proto-hemo, estimula la de meso-



hemo, esto podrfa deberse a la presencia de dos enzimas con
diferente sugeptibilidad al detergente;

Porra y Skyring presentaron en el ler. congreso Interna-
cional de Porfirinas (148) un trabajo que sugiere la existen=
cia, en Desulfotomaculum nigrificans, de dos ferrcquelatasas:
una ferroguelatasa ecldsica "dicarbex{lica" para la formacidn
de hemos dicarboxilicos del cit b y ¢ y otra ferruqueiatasa
"gctacarboxflica pars insertar Fe'' en tetrapirril cctacar-
box{lices, tales como Uro III (148);

Labbe y Hubbard han propuesto que la ferroquelatasa es
una enzima sulfhigrilica (119, 123, 128) al encontrar estimula~
cidén de la actividad por medio de dcide asedrbico, GSH y compu~
estos similares que son activantes de grupos sulfhiﬁrilos;aunque
ne eXcluyen la posibilidad que uno ¢ mds de ellos puedan te-
ner una funcidn adicional; tal como mantener al hierfo reduci-
do, como sugirid Golberg (149).

Sin embargo Goudy y colé (116) como asf también Porra y
Joneg(a)descaftan esta posihilidad; El primer grupo sostiene
su aseveracidn basdndose en el hecho de que las enzimas gul-
fhidrilicas son inactivadas por grupos perdxidos y sensibles

a la irradiaecidn (150, 151) mientras que suws resultados del



estudio de esta enzima despuds de la irradiacidn "in vive"

e "in vitro"™ indicar{an que la ferroquelatasa no posee gru-—
pos sulfhidrilos muy sensibles; aunque tambie€n es posible que |
12 enzima esté protegida por otras protefnas durante la irra-
diacidn y que ademds estd espacialmente separada de los perd-
xidos lipfdicos formados en las mitocondrias, durante la in-
cubacidn al aire; Por su parfe Porra y Jones estudianéa el -
efecto del GSH sobre la formacidn de mesohemo, no encuentran
estimulacidn de la activided tanto en los ensayos de incuba-
cidn como en los de preincubacidn de 1a enzima sola en presen-
cia de GSH y de ello concluyen que sus intentos por confirmar
12 naturaleza sulfhidrilica de la enzima fueron inﬁtiles;

Se ha determinado el pH dptimo de 1a ferroguelatasa, a
partir de diversas fuentes, encontrdndose los siguientes va-
lores: para la enzima proveniente de higado de rata: 7 (125),

,¢(14) 8,2(119) y 8,4(120),para la enzima soluble de ceba-
da 8,1 (128),

En euanto a2 la de mitocondria de higado de cerdo Porra
y Jones (109) encontraron que la curva de actividad vs. pH
Presentaba 2 picos, cuyos valores de PH eran 7;8 h4 9;0 para
la formacidn de mesohemo y 7;9‘y 8;9 rara la formacidn de

bprotohemo; para



eliminar la posibilidad que la actividad incrementada a pH
9;0 pueda deberse al efecto del pH alto sobre la solubilidad
de las porfirinas, todas las incubaciones fueron realizadas
en presencia de Emasol 4130,1% (p/v) y ademds bajo estas con-
diciones también se aseguraban de que no ocurriera incorpora-
eidn no enzimética; Teniendo en cuenta gue entre pH 7,8 y

9;0 los earboxilos de Meso y Proto estdn completamenté ioni-
zados mientras que los nitrdgencs del pirrol permanecen com-
pletamente no ionizados(152) parece improbable que los picos
agimétricos de 1la curva de pH sean debidos al comportamiento
de ionizacidn de las porfirinas, y ellos se inclinarfan a
explicarlo mediante la existencis de 2 enzimas que poseen di-
ferente pH dptimo. Por su parte Jones (141) también encontrd
2 picos en la curva de pH de ferroquelatasa de cloroplastos de
espinaoa; siendo sus valores 7,5 y 8,0, ¥ 9;0 ¥y 9,5 para el
ler. y 2do, pico en la formacidn de proto y meso-hemo respec-—
 tivamente; aguf también propone que el 2do. mdximo puede de-
berse a la presencia de 2 enzimgs de eapecificidades distin-
tas o a la presencia de un grupo ionizable de alto pK; por
ejemplo el hidroxilo de la tirosina, cerca del sitio activo

de la enzimaj o0, como sugiere Phillips (153) esto podria re-
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flejar la existencia de dos caminos de reaccidn diferente
para la misma enzima.El menor pH dptimo podria estar liga-
do al mecanismo de incorporacidn del idn metdlico, con una
subsecuente disociacidn de 2H' y el pH dptimo mayor a un me=
canisme en el cual se pierden los 2 protones, desde el N cen~
tral y luego el anién porfirinico resultante reacciona con
el catidn metdlico.

Por dltimo en las experiencias de actividad en funcidn
de pH, realizadas con mitocondrias de higado de vaca, no se
observd relacidn entre ambos velores, en el rango 7,4 a 8;8
(114).

Los K aparentes, informados, para la ineorporacidn de
distintos sustratos metdlicos son: a) de Fe'@ en Proto, en
mitocondrias de higado de cerdo 60 uM (120), en mitocondrias
de higado de rata 20 uM (108), 59 pM (154) y 126 y 22 uM en
presencia de GSH § deido ascdrbico respectivamente (146);

8 pM en cloroplastos de espinaca; b) de Pe't en "Meso® 36 pM
en cloroplastos de espinaca (130) y 62 pM en hojas de cebada

* en Proto 40 pM en Eh. spheroides (127) y

(128)3 ¢) de zn"
51 pM en hojas de cebada (128).

En cuanto al Km aparente respecto del sugtrato porfi-
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rinico fue: &) Fe' ' en Proto 042 M en cloroplastos de espi-
naca (130), 100 pM en mitocondrias de higado de cerdo (120);
b) Zn"" en Proto 200 pM (127) y 10 uM (128); c) Fe'' en Meso

044 pM (130) y 25 pM (128).

Especificidad de la enzima hacia sug sustratos.

Buchos trabajos se han realizado acerca de la especifi-

cidad de la enzima por sus sustratos y en generagl se acepta

que es mucho mds especifica para el idn metdlico que para el
sustrato porfirinico; lo cual es 1dgico que asi sea, ya que

en la c€lula la enzima puede estar rodeada de diversos iones
en cambio es poca la diversidad de las porfirinas presentes

(en general sdlo Proto).

Ampliando estos estudios preliminares Nishida y Labbé(14)
puntualizaron que los hallazgos de que el Uro'gen es un pre-—
cursor del hemo (7) y que el Copro'gen puede quelar hierro
para formar coprohemo (154) indicarian la existencia de Proto!
gen (Proto reducida), la cual posiblemente podria ser un pre-
cursor del hemo. Pero afios mds tarde Porra y Jones (109) de~
moztraron la incapacidad de la ferroguelatasa para utilizar

Proto'gen y de ello sugieren que ésta es la la. reaccidn en
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la biosintesis del hemo que usa una porfirina como sustrato,
Tembien informan que se han presentado evidencias (109) de
que las mitocondrias de higade contienen Proto'gen oxidasas.
Nishida y Labbé (14) tambidn demostraron 1la incapacidad de
la enzima solubilizada para pasar Proto*gen a hemo, pero en
cambio informaron que en presencia de homogenato de higado,
al aire, esta transformacidn ocurre, mientras que bajo K,
el Proto'gen en un 20-40% es menos efectivo que la Proto como
sustrato. Estos resultados indican una posible oxidacidn en-
zimdtica del Proto'gen por una enzime presente en homogenato
Pero grandemente digminmaida en las mitocondrias, o como su-—
gieren Porra y Jones (109) seria pPosible que por un proceso
oxidativo secundario, en estas Preparaciones crudas, se man-
Yengan condiciones anaerdbicas alrededor de la insercidn del
Fe; Por su parte Neuberger y Tait (127) si bien encontraron
incorporacidn de Proto'gen, informaron que €ste fue completa-
mente inactivo en presencia de deido ascdrbico, quizds, por-

que este Ultimo inhibe la oxidacidn del Proto'gen a Proto,

que es el verdadero sustrato.

Respecto a la especificidad por el sustrato porfirfnico

en sf, hay también numerosos trabajos y cierta relacidn egtruc—
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tura-afinidad ha podido establecerse en algunos casos,Labbd
y col. (124), trabajando con higado de rata, encontraron que:
1) los grupes vinilo en posicidn 2 y 4, como en la Proto, no
fueron esenciales para que la porfirina fuera sustrato, 2)
introduecién de sustituyentes que quitan electrones, como en
la, 2,4 dibromodeutero y 2,4 diacetildeutero porfirina (BAD)

0 de un voluminoso grupo, acido propidnico, como en la Copro,
disminuyen o previenen completamente la utilizaridn de la
misma, 3) grupos carboxilos libres sobre cadenas laterales

de deido propidnico en posicidn 6 ¥y 7 fueron esenciales para
gue sirvan como sustrato, 4) las porfirinas que fueron altera-
das en las pesiciones 2 y 4 solamente (Copro, DAD y 2,4~bis
(2-carboxileiclopropildentero))ne fuercn utilizadas, quizds
por un efecto esterico que 1nterfiere con ls unidn a 13 enzi-
ma; la Uro tampoco fue sustrato, 5) cinco porfirinas que te=
nian el grupo carboxilo sobre la cadena propidnice en 6 y7
bloqueada tampeco lo fueron, 6) el Proto'gen fue utilizado a
una velocidad mucho menor que la Proto; De todaes estas obser-
vaciones concluyen que:el cardcter electrodonante o gque quita
electrones de los sustituyentes periféricos y gue afectan 1la

basicidad del nitrégeno porfirinico (144, 152) pueden influir



sobre la velocidad de incorporacién del hierro Y en general
la disminuyen mds cuanto mayor es el valor de PKB’ sin embar~
80 las velocidades relativas de Deutero ¥y Meso, no siguen tal
correlacién, pero puede ser por un efecto estdrico adverso,
de los grupes etilo de la Meso respecto de los hidrdgenos de
la Deuterc. E1 bloqueo del grupo propidnice podrfa resultar
en una incapacidad de las porfirinas para unirse a la-enzima,
pero tambidn podria afeetar su solubilidad en agua, por lo
cual, permenecerian como una micela en Tween—20 ¥y no estarian
disponibles a la enzima.

Porra y Jones (110) trabajando con mitocondrias de hi-
gado de verdo, llegaron a las siguientes conclusiones: 1) sola-
mente las porfirinas dicarboxflicas fueron convertidas en he-
mo, pero no todos los compuestos dicarboxilicos ensayados fue-
ron sustrate (por ej;z difarmildeuteroporfirina y poffirina_a)
2) la pirroporfirina XV, Que tiene s6lo una cadena lateral
propidnica, did resultados negatives,3) las porfirinas tetra-
carboxflicas también dieron resultados negativos (Copro y por-
firina c) como asi también los dimetil dster de Meso ¥ Deutero
4) la Meso I did Meso-hemo; por consiguiente la agrupacidn ve-

cinal de las cadenas laterales propidnicas no serfa esencigl
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para la incerporzcidn enzimdtica; pero el examen de modelos
moleculares muestra que los grupos carboxilo de las series I
y III pueden ser-orientadga para ocupar igual relacidn espa-
cial. La electronegatividad creciente de los sustituyentes

de l1a periferia del anillo porfir{nico aumenta la carga posi-
tiva en el centro y disminuye la tendencia a formar comple jos
con los iones metdlicos. En este trabajo, a diferencia del
anterior (124) no encuentran uma correlacidn entre pKB ¥y la
formacidn enzimdtica de hemo, lo cual indieerfa, segun los
autores, que otros factores estdn involucrados en la formacidn
del hemo por extractos de higado de cerdo; uno de estos po-
drfa ser la presencia de dos o mds enzimas (109);

En cuanto al sustrato metdlico:el Fe' es considerado el
sugstrato natural de la enzima(109,155) no as{f el Fa++f,queino
es incorporado al anille porfirinico, salive en presencia de un
agente reductor (14; 108, 109; 123, 130) lo que es favorecido
por condiciones anaerdbicas (14, 109), de aguf que el rol del
GSH sobre la activ1dad, observado por varios investigadores
(14, 113, 119, 123, 128, 142) pueda deberse no a la protec-
cidn de grupos sulfhidrilos esenciales de la enzima sino a la

capacidad del GSH para mantener al hierro a8l estado ferroso,
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bajo condiciones que no son estrictamente anaerdbicas (109,
114, 128, 149) y ésta también puede ser la causa de la sen-
sibilidad al 0, (109, 130);

Segun Labbé y Hubbard (123) el Co'™ se comporta de ma-
nera muy semejante al Fe' ' y experiencias de dilucidn isotd-
pica indican que el co* T fue utilizado no aelectivamente por
la enzima proveniente de mitocondrias de hfgmdo de rata, via
el mismo mecanismo biosintdtico que el Fe'" mientras que el
Mnt a bajas concentraciones fue incorporado sole trasas a
mayores concentraciones fue inhibidor no competitivo respec—
to del Fe® , no atacando sparentemente los grupos =SH. E1l

sn™" ne fue sustrato, mientras que otros metales fueron inhi-

bitorios o

Efectores y cofactores.

Se ha probado también el efecto de distintos metales,
actuando no ya como sustratos de la enzima; sino en cuanto
a su efecto sobre la actividad especifieca, encontréndoae que:
el ¥n"" 5 x 10™ M produce una inhibicidn gel 53f (123), igual-
-

mente fueron inhibitories Sn'* Yy mg mientras que el Ni

y el Cu'’ parecen formar sales metdlicas de la Proto antes
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que quelatos . Neuberger y Tait (127) informaron al an+ como
un inhibidor no competitivo de la ferroquelatasa de Rh;
spheroides;

Un estudio mds exhaustivo sobfe el tema fue llevado a
cabo por Wagner y Tephly (154) quienes encontraron que los
elementos alecalinos prohados-(ﬁg++ y Ga++) no produjeron in-
hibicidn apreciable; los metales pesados (Pp'+ y ¢a*") pro-
dujeron inhibicidn aunque menor que la producida por los me-

o+

7, Ma , Co™"); mientras que el Gu++

tales de tramsicidn (2n
aumentaba la actividad. También se ha informado que altas
concentraciones de Fe'' inhiben 1a reaceion enzimdtica, pro-
bablemente a través de una reaceidn con los grupos sulfhidri-
los (123). Mds recientemente Wagner y col. (146) continuan-
do sus estudios al respecto encontraron que el Cu*’ permitfa
recuperar la aetividad perdida al dializar, lo cual parece-
ria estar en desacuerdo con otros trabajos (123, 156) que
mostraron que el Cu't es un inhibidor de la ferrogquelatasa;
pero estos autores piemsan que la divergencia podrfa expli-
carse por ciertas diferencias experimentales, tales come la
no inclusidn de GSH en el medio de incubacidn, ya que este

Ultimo compuesto es importante en el efecto reataurador del
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cu'* sobre 1a ferroguelatasa; asi también son efectivos para
tal fin otros agentes reductores de grupos -SH, tales como
mercaptoatanol; También probaron el efecto del Coy Zn y Mn,
encontrando que todos elles disminuyen considerablemente 1a
actividad, siendo la respuesta dependiente de la concentra-
eidn del metal; Proponen por lo tanto que los metales a tra-
vés de sw inhibieidn de 1la férroqualatasa, pueden proveer
un posible control sobre la biosintesis del hemo.

En cuanto a otros efectores, se ha demostrado que los
1ipidos activan la insercidn del metal (157), como as{ tam<
bién la globina (158);

Para estudiar el requerimiento de cofactores Labbd y
Hubbard (119) probaron el efeecto de: citrato, adenosina, ino-
8ina, timidina y vit B~12, pero todos ellos fueron no-esti-
mulatorios. La adieidén de enzima calentada no tuvo efecto;

El NATP al igual que el dcido asedrbico estimulé la incorpo-
racidén pero a una concentracidn 100 veces menor gue este Ul=-
timo. Mientras que agentes que se unen a metales, tales como
CN™ 2,5 x 10"2M, BAL 8 x 10—3H y EDTA a una concentracidn
menor que 5 x 10-4H fueron inhibitorios; La bilirrubina inhi-

bid, al menos en parte, por competicidn conm la Proto (159).
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Fué inhibida tembién por los reactivos alquilantes iodoace=-
tato e iodoacetamida y per un reactivo capaz de formar mer-
cdptidos, el PCMB, mientras que el BAL, que comunmente es
utilizado como activador de grupos sulfhidriles, fue un po-
tente inhibidor de la enzima, Por otra parte, Porra y col
(142) encontraron gue agentes reductores, tales como GSH,
cistefna y deido ascdrbico producian disminucidn del produc-
to formado, y a2l mismo tiempo demostraron que producian des-
truccidn del anillo tetrapirrdlicc, ya gue la banda Soret,
comin a hemos y porfirinas, estuvo ausente al completarse la
reaccidn. La catalasa inhibe esta destruccidn de hemos y quie-
z8s a esto se deba la diferencia con respecto a los resulta—
dos de Oyama y col. (111) y Yoneyama y col. (122), pues sus
preparaciones podrfan tener altas concentraciones de catala-
sas; la accidn protectora de estas wdltimas sugiere qu; la
destruccion aerdbica de hemo libre en presencia de tioles
inyolucra perdxidos 1ibrea; Por otra parte la actividad ferro-—
quelatasa fué inactivada por oxigeno y GSSG (agente oxidante)
¥s Por consiguiente, activada por incubacidn bajo H2(14),

por GSH, homocisteina (o cisteina) y por dcido asedrbico.

Nishida y Labbd (14) probaron que el NAD y NADH incre-



mentaban 4-6 veces la actividad y el 1° inclusive restaura
la actividad disminufda de preparaciones enzimdticas guarda-
das. E1 NADP y NADPH gon menos activos. La histidina aumentd
50 a 100% la actividad y el PAD actud em forma semejante,
ﬁero no dan demasiado significado a esta pequefia estimula-
cidn pues trabajan con enzima impura. E1 ATP, ergotionina,
eisteina y glucosemina no tuvieron efecto.

El requerimiento de condiciones anaerdbicas (14, 109,
113) y el efecto estimulante del GSH gobre la formaeidn por
extractos celulares puede interpretarse en términos de la
egpecificidad por Fe++. E1l Fe++ es rapidamente oxidado en
soluciones acuosas a pPH neutro y alcalino tales gue condicio=-
nes aerdbicas puede esperarse que resulten en una completa
inhibicidn de la formacidn de hemo (113). En el mismo traba-
jo se menciona que la menor velocidad de formacidn bajo con=
diciones anaerdbicas en ausencia de GSH, puede deberse a gue
el GSH es también un ligando, el cual puede acomplejar al
Fe+*, entonces la concentracion de Fe disminuye y en conse-
cuencia la velecidad de formacidn de hemo también; Sin embar-
go, Porra y col. afios mds tarde (142) dice que el efecto del

oxigeno sobre la formacidn de hemo por ferroquelatasa, ana-
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lizado mediante el método del piridin hemoecromdgeno puede
reflejar una total destruccidn del hemo recientemente for-

mado antes que una inhibicidn por O,. Para probar esta hi-

2
potesis analizaron espectrofotométricamente la simultdnea
desaparicion de porfirinas y encontraron que el 02 causa los
2 efectos o sea la inhibicidn de la actividad enzimdtiea y
la destruceidn del producto formado y proponen 3 posibles
causag inhibitorias: 1) inactivacidn de la enzima por oxida-
cidn de grupos tioles esenciales, 2) oxidacidn del Fe? @ a

+++
Fe

(120); 3) efecto indirecto a través de la produccidn
de percxidos, los cuales, de acuerdo a Mazanovska y col;(160)
puede oxidar una fraccion lipfdica esencial para la activi-
dad enzimética;

El efecto de los lipidos sobre actividad ferroguelatasa
también fué mencionado por Jones (145), quien al trabajar
con polvos cetoniceos de cloroplastos de espinaca, a veces

no encontraba actividad decia que podia deberse a la remo-

cion de algunos 1lipidos necesarios para la actividad maxima.

Mecanismo de accidn.

Acerca del mecanismo de reaccidn: Labbé y Hubbard (123)

postularon que la enzima podrfa activar a la Proto para fa-
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cilitar la entrada del metal, pero si esto fuera as{ podrfa
esperarse numerossags metaloporfirinas como producto; como
esto no ocurre es mds plausible que la Proto se un® a un
sitio de 1a enzima y el Fe' (o Co++; gque actua en forma se=~
mejante) se una a un 2° sitio. La alta especificidad exhibi-
da por la enzima indiea que el producto es un gquelato.antes
que un complejo unido al metal;

Eriksen (161), estudiando la sfntesis de Hb en reti-
culocites, ha postulado 2 formas de Proto em eritrnoi%os:
"Froto libre" y *Proto unida“; In "Proto uwnida"es formada
a partir de la "libre* y la la; geria el inmediato precur-
sor del hemo, tratdndose de un complejo de gldbina y Proto
y el Fe seria incorporado a ese complejo directamente;'En
cambio Minakami (125) sugiere la existencia de otro proceso,
el eual sigue a la incorporacidn de Pe, que es la transfe=-
rencia del grupo hemo; ya que la fraccidn 50=75% saturacidn
304(HH4;_)2 (obtenida durante el procedimiento de purificacidn
de la enzima) incorpora 5%Fe en hemo y causa formacién del
complejo hemo-protefna; pudiendo la apoproteina ser Erana—

ferida desde aqui a las enzimas hémicas cit b, catalasas y

otras hemoproteinas (salve cit.c) .



Nishida y Labbé (14) para determinar si la Proto pa-
gaba a compuestos intermediarios antes de quelar al Fe, hi-
cieron experiencias de preineub2cidn, en los que la enzima
con y sin porfirina fué incubada una hora antes de la adi~
cidn de 59?9, resultando con enzima y Proto una velocidad
acelerada de incorporacidn de hierro durante los primerocs
30 min, que siguieron a la adicidn del metal, después de lo
cual la velocidad era paralela a la del ensayo en gue se
habfa preincubado la enzima sola; La diferencia da un# idea
de la existencia de un intermediario y una indicacidn de la
cantidad que aparentemente se formd. Ambos sistemas presen-~
taron un lag , lo cual podria indiear gue el Fe no puede ser
guelado directamente como idn ferroso sino que antes debe
pasar a travds de uno ¢ mds procesos controlados enzimdtica—
mente. Esta podrfa ser uma secuencia 1dgica de evenios par&_.
prevenir la guelacidn no espec{fica de otros iones metdlicos
por el anillo porfirina. Ademas, preincubaciones en ausencia
de DPN, resultan en sdle 1/4 de tal acumlacién de interme=-
diario. Aunque los datos presentades no establecen el sitio
de inecorporacidn de hierre, sugieren gue puede ocurrir des-—
pués de la unidn de Proto.

Iabbe y Nielsen (162) citan que la enzima tiene un pico
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& 411 nm que se corresponde 60n el que presenta la base de
Schiff formada sintéticamente con PPy mds glicina, esto su-
geriria que dicho compuesto puede tener un rol funcional en

la ferroquelatasa; Ls adicidn de PPy a la enzima aumenta la
abaorbancia a 411 nm, pero no ituvo efecto hasta una concentra-
cidn 10”2 M, por encima de la cual la ferroquelatasa fué inhi-
bida; Informan también que varios compuestos reactivos alde-
hidos (isoniazida, semicarbazida, fenilhidrazina y borohidru-
ro) disminuyen pero no eliminan el pico a 411 nﬁ de la enzina,
lo cual sugeriria que si el PPy es un grupoe funcional, €1

estd protegido por el medio ambiente del sitio activo.

Por otra parte los animales mantenides con dietas defi-
cientes en piridoxina no presentan cambios en la actividad
ferroguelatasa ni en la concentracidén de Proto en el gfgado
pero los ratones en particular tuvieron aectividad ferrogue=-
latasa disminufda; Sobre la base de algunos hallazgos de
laboratorio, une podria eoncluir que la deficiencia en PPy
causa una alteracion en el transporte de Fe; sin embarge es=—
tos cambios podrian ser secundarios a l1a inhibicidn de su
incorporacidn en hemo.

Ya que todas las funciones del PPy involucran la guela=~



cidn de metales bivalentes por la coenzima y el hierro al
estado ferroso es util para la ferroguelatasa, el PPy tienen
las propiedades justas para operar en el gitie de unidn del

hierro,

- Localizacidn de las enzimas involueradas.

Considerando el proceso metabdlico total, puede verse gue
se requiere oxfgeno en dos puntos del mismo: por una parte en
la formacidn de succinil - CoA y por otra en la decarboxilacidnm
oxidativa de Copro'‘gen a Prote. Estos procesos por consiguiente
ocurren en la mitocondria, al igual que el pasaje a producto fi-
nal HEMO, mientras que los restantes son citoplasmdticos. Aungue
recientemente Saez de Cordova y col. (1&3) hen encontrado en ¢i-
tosol todas las enzimas necesarias para la gintesis de hemo ¢
desde SALA y para su umidn a un peguefio pool de apoprotefna ¢
sintetizado por polirribosomas lihreso

Se han realizada pumeresos estudios de loealizaciéh subce-
lular (162,86, 163~165) y submitocendrial (99, 114, 143, 166) de
las distintas enzimas involucradas en este camino metabdlico.
En la fig. 15 puede verse el esquema propuestc por Romslo y col,

(114'), basado en los hallazgos realizados hasta el momento.

114" Romslo Z, Busby P,Ulvik R yKolIer M; "Dev. Bicenerg. Biomembrane (Eleevier
North Holland ) Funct. Mol }lsrecis Biomembr, Transp. (1979) 441
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~ Interrelacidn con otros caminos metabdlicos.

Este camino principal egtd relacionado con otros latera-
les que llevan a la gintesis de compuestos muiy importantes
como puede verse en la fig;:ls. Los desvios hacia clorofilas
¥ hemoglobinas se conocen desde muchos afles atrds, en cambio
recientemente ha sido descubierte un segundo camino, gue.opera
en ciertas bacterias, levaduras y espinaca, a travds del cual
el Uro®gen III se convierte en sirchemo, el grupo prostético
de varias sulfito y nitrito reductasas. El girohemo a su-vez
parece derivar de la girchidroclorina, que es precursora del
dcido cobirfnico y a travds de 61, de la vitamina B 12 (167-
170);

Hasta agui se ha descripto el camino normal de la bios{n~
Yesis del hemo, pero en casos patoldgicos, conocidos con
el nombre de “porfiria”; que puede presentarse tanto en el
hombre como.en animales y que tienen diversos origenes ¥y exte-
riorizaciones, se producen disturbios metabdlicos que alteran
este camino y llevan a una exrecidn y/o acummlacidn de algu~-
nos precursores o intermediarios del mismo, o tambidn suele
adquirir en ellos especial importancia la sfntesis de los

compuestos de la serie isomérica I, que en casos normales se
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Fig 16 Interrelacidn del camino metabdlico del hemo con otras vias

i3
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considera un camino lateral y de menor importancia.

Los porfirindgenos come verdaderos intermediarios.

Si bien hemos citado dos procesos netamente oxidativos
en el camino biosinético del hemo, hay otros dos en los que
es indispensable la existencia de sustratos al estado reduci-—
do, tal es el caso de los porfirindgencs, tanto aguwellos sobre
los gque actda la decarboxilasa como as{ tambidn el Copro'gen,
el sustrato de la coprogenasa,

En un principio se creyd que las porfirinas eran los suse—
tratos de estas dos enzimas (90, 91, 171) pero numerosos hechos
experimentales descartaron esta hipdtesis, indicando que los
porfirindgencs son los verdadercs intermedizrios (7; 8, 11,

12, 69, 88, 90, 93, 97).

PORFIRIAS,

- Generalidades.

Como ya se meneiond anteriormente, las porfirias son en-
fermedades prowoeadas por alteraciones en el camino biosinté-

tico del hemo y que causan acumlacidn y/o excrecidn incremen—
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tada de porfirinas ¢ de sus precursores.

Afios atrds se creia que el aumento en la actividad ALA-S
constitufa la alteracidn primaria, en los distintos tipos de
porfiriaj sin embargo, si dste fuera el unico disturbioc a nivel
enzimético; no bastaria para justificar las distintas altera-
ciones observadas a nivel bioqnfhico. Actualmente se cree, por
el eontraric; que el aumento en la actividad ALA-S no es e&uaa
sinoc consecuencia de otras alteraciones e inclusive ya se han
determinado los defectos enzimdticos que caracterizan a cada

tipo de porfiria.

- Clagificacidn.

En cuanto a la clasificacidn de las perfiirias, hay gran
diversidad de opiniomes al respecto. Nacht en 1963 reeogié y
analizd criticamente las distintas propesiciones que habfa has~
ta el momante'(171); Pero desde entonces han seguido aparecien-
do numercsos trabajoes, pudiendo mencicnarse entre nmcho:s otros
los de Grinﬂtain (172), Romeo (173), Saraceno (174), ete.

En la tabla II se da una clasificacidn general, indican-
do & su derecha alguna de las caracterfesticas principales de las

distintas porfirias. Cabe aclarar aguf que la protoporfiria eri-
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tropoyética a veces se incluye en las porfirias hepéticas; ya
gue el higado también se ve afectado en estos casﬁs; Fn la Tig.
17 se wen los principales disturbios enzimdticos involuerados.
(18, 175)+

Dentro de las drogas inductoras de porfiria podemos citar:
Sedormid (alil-isopropil acetilnrea); barbituricos, AIA (a}il
1sapropilace¢amida); colidinag, griseofulvina, por nombrar les
mds empleados en trabajos experimentalea; Todas estas drogas
producen un tipo de porfiria semejante a la PAH, existiendo uma

gran bibliograffa al respecte (176-180).

- Porfiria por HCB.

a) Antecedentes.

Hasta 1956 no se econocia ninguna droga gque produjese
una porfiria semejante a la PCT humana, que se caracteriza
por una excrecidn elevada de porfirinas de 4 a 8~COOH, En
ese aflo aparecieron enfermos en el sudeste de Tu-rqu.{a;
con los mismos rasges clfnicos y guimicos de la PCT (181w
183) y luego se demostrd que se trataba de una porfiria ad-
gquirida a causa de la ingestidn de productos fabricados con

semillas de trigoe tratadas con hexaclorcbenceno (HCB).



Biosintesis del hemo y sitios de parciales bloqueos enzimaticos en porfirias

Figl7
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Las flechas 1lenas indican incremento o decremento en la actividad enzimdtica

en porfirias hepaticas.
Las flechas vacfas indican incremento o decremento en la actividad en porfirias

eritropoyéticas,
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Ockner y Schmid (182, 184) fueron los primerocs en adminis-
trar esta droga a ratas logrando producirles porfiria ex-
perimental, confirmande con ello los efectos tdxicos de

la misma; Ids tarde numercsos grupos la utilizaron come dro-
éa porfirinogénica, sobre distintos sistemas bioldsicos:
ratas (5; T4-76, 185); cultivos de eélulas hepdticas de
embridn de pollo (41, 18&); cobayos, conejos y ratones (187)

y pédjares (188).

Principales caracteristicas,

Esta droga produce en animales: sfndrome cutdneo (187),
elevada excrecidn de porfirinas de 4 a 8-COCH en orina,
principalmente de la serie III; con predominio de Uro (Z50%)
(187-189), acumulacidn de porfirinas en hfgado (184, 187,
189-191); siendo exclusivamente Uro III y Firia III (75,

189) en forma semejante a lo que ocurre en PCT humana, en la
que se observd acumulacidn hepdtica de porfirinas altamente
carboxiladas (192), pero difiere de dsta en que 1los anima-
les intoxicados por HCB presentan sintomas neuroldgicos (187,
190) ausentes en humanos con PCT,

También se ha comprobado un aumento de porfirinas en
riﬁén; causado por intoxicaeidn con HCB (75, 190); sdle un

leve ineremente fue observado en bazo (75) mientras que no
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hubo alteraciones a nivel de eritrocitos (75).

Alteraciones a nivel enzimdtico y en la concentracidn de

hemoproteinas microsomales.

Se han realizado estudios tendientes a wvisualizar el
efecto del HCB sobre las enzimas del camino metabdlico del
hemo, como as{ tambidn sobre la excrecidn de los interme-
diarics del mismo. Ademds teniendo en cuenta que en éste,
como en los demds casos de porfiria, se encuentran elevados
niveles de ALA~S y que el ¢ ~ALA es el precursor inicial de
la mitad hémica de los citocromos microsomales, varios au=-
tores han estudiado los niveles de estos Wltimos con el ob-
jeto de relacionarlos c¢on la actividad ALA-S; El citocromo
P—450; en particular, es la oxidasa terminal del sistema
oxigenasa de funcidn mixta hepdtica, la cual estd involu-
erada en la biotransformacidn de HCB y otros xenobidticos
(193) por esa causa es una de las hemoprotefnas microsoma-—
les mds estudiadas en relacidn a la porfiria por HCB,

| Wada y col. (194) estudiando, en higado de ratdn, el
efecto del HCB, junto al de otros compuestos inductores de
porfiria y de drogas que precipitan ataques agudos en por-

firia hepdtica humana, encontraron que el HCB incrementa
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aproximadamente 2.5 veces las actividades ALA-S y N-demeti-
lasa (enzima relacionada al sistema detoxificante de drogas);
el citocromo b5 adlo duplied su nivel, en tanto que el cito-
cromo P-450 llegd a triplicar el valor control. Los autores
proponen que sus resultados indicarfan que lqs compuegtos in-
ductores de porfiria pueden bloguear en algun punto, parcial-
mente 0 casi completamente, ei camino gque va desde la forma-
cidn de hemo hasta la utilizacidn del mismo en la sintesis de
citocromos microsomales y un mecanismo de induccidn de-ALA-S
por digminucidn del producto final, actuaria para proveer
mas hemo. Mientras que la acumulacidn de perfirinas, que ellos
tambidn encontraron em higado, resultaria de la diferencia
entre la magnitud de formacidn de ALA y la de utilizacidn de
Proto, aunque no descartan la pdsibilidad de que el medio
dxido~-reductor del higado pueda jugar un papel import;nte tan-
to en la excrecidn como en la acumulacidn de porfirinas, al
menos en ciertos tipos de porfiria.

Por su parte Rajamanickam y col; (195) estudiaron los
niveles de &LA-S; ALA~D y de los intermediarios de la bio-
sintesis de porfirinas (ALA, PBG, Ure y Copro); Elles también

encuentran un incremento de 2 veces en ALA.S pero piensan,
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basdndose en determinaciones de la velocidad de degradacion
de ALA-S, gque el aumento podrfa deberse & una disminucidn
en la velocidad de degradacion antes gque a un aumento en la
velocidad de sintesis. Los restantes pardmetros sersn anali-
zados en el tdpico siguiente.

¥4s recientemente San Martin de Viale y col; (196) en-
contraron, trabajando también con higado de ratas intoxica-
das con HCB, que esta droga activa las enzimas del camino
metabdlico del hemo, en el siguiente orden: PBG-asa > ALA-D >
> ALA-S, lo cual, segin los autores, explicaria el bajo con-
temido en precursores y la gran acumilacidn y excrecidn de
porfirinas en este tipo de porfiria. Tambidn trabajando con
animales castrades al intoxicarlos con HCB encontraron acti-
vacidn de ALA~D y PBG-asa, aunque menor gue la que hab{a pro-
vocado la droga a los animales normales (en ambos casos res~ -
pecto de la actividad de animales no tratados); por consi=-
guiente sacaron como conclusidn que las hormonas sexuales
desempefian un papel importante en la accidn del HCB, hecho
que ellos mismos confirmaron ya gque al administrar hormonas
a logs animales castrados y someterlos al tratamiento con HCB,

los niveles enzimdticos aumentaron considerablemente, Sobre
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128 bases de gque el HCB podrfa actuar a través de esteroi-
des libres, segun el esquema de Kappas y Granick (197), mi=-
dieron también 12 glucuroniltransferasa y encontraron in-
cremento de ls misma, ambos hechos serian compatibles supe=
niendo gue la sintesis de esteroides estd aumentada en mayor
grado que su transferencia a glucurdnido inactive; esta hipd-
tesis estd apoyada per los hallazgos de Wada y col. (198)
gquienes encontraron, en porfiria por HCB, un aumentc en la

sfntesis de colesterol, el precursor de los esteroides.

Desarrollo en funcidn del tiempo de intoxicacidn.

Se observa una coproporfirinuria, en las primerag se-
menas, que aumenta progresivamente con el tiempo de intoxi-
cacidn, con un concomitamte incremento de Ure (18?); También
hay una acumulacidn progresiva de Uro en higado, mientras
que Copro y Proto lo hacen en menor grado (187, 191, 195),
aunque Gajdos y Gajdos T8rok (199) informen en higado y ri=-
fidn mayor cantidad de Copro que de Uro. Elevados niveles de
ALA se encuentran en orina desde la 1er; semana de tratami-
ento mientras que PBG recién se incrementa & la tercer semana,
Similares resultados encontrd De Matteis (187) con un gran

incremento en la exerecidn final de P3G,
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En cusnto al efecto sobre ALA-S y proteinas microso-
males, Rajamanickan y col. (195) informaron lo siguiente:
primero habfa un aumento en 12 eantidad y velocidad de sin-
tesis del citocromo P-450 mientras la velocidad total de
sintegis del hemo permanece constante, luego ésta aumenta
pero sigue permsneciendo inalterada la actividad ALA-S;
hasta que finalmente cuvande la porfiria se pone de manifieg~-
to, a raiz de la prolongada administracion de HCB, se obser-
va un ineremento de 2 veces en la actividad ALA-S, que apa-
rentemente se deberfa a un decremento en la velocidad de
degradacidn de la enzima;.

Por su parte Taljaard y col. (191) en base a la obser-
vada progresiva acumulacidn de porfirinas de 8 y 7-COCH en
el higado de ratas intoxicadas por HCB, pensaron gque.podria
existir un defecto a nivel de PCL y realizaron las determina-
ciones de su actividad al tiempo en que presentaban el cuagro
tipico de aumento de porfirinas, sobre animales normales
¥ con sobrecarga de Fe, encontrando que el HCB golo no afec-
taba la actividad PCL "in vivo" de animales normales, en
tanto que a agquellos que tenian sobrecarga de Fe la dismi-

nufia hasta hacerla no detectable a los 55 dfas de tratamiento.
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e) Comparacion con PCT humana.

En cwanto & PCT humans (200, 201) es un sindrome que
ocurre con asociacidn a una gran variedad de diferentes de-
sdrdenes; el sindrome consiste en la asociacion de lesiones
de piel debidas a fotosensibilizacidn por porfirinas allf
acumiladas, con sobreproduccidn de porfirinas, las cuiles
ge excretan y acumilan excesivamente en el higado. Dado que
jddnticas lesiones de piel pueden ocurrir en otras porfirias
cutdneas, el sindrome se define por su sobreprodueciéﬁ de
porfirinas y estd caracterizada por: i) incrementada excre-
cidn y acumulacidn de porfirinas sustitufdas con acetatos;
ii) inerementada formacidn de Copro, gque se excrefa por he-
ces al igual que las isocoproporfirinas, iii) higado morfo-
logicamente anormal y iv) marcada inducecidn de citocromo

P-450 (200 - 202).

f) Existencia y caracterizacidn de porfirinas tetracarboxila-
dag en heces;
Elder (5) se abocd al estudio de lag porfirinas tetra=-
carboxiladas encontradas en heces de pacientes con PCT y de
ratas con porfiria con HCB, las cuales no estuvieron pre-—

sentes en orina de ratas porfiricas ni en heces de ratas
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Q.Q ‘: (4] 79 t; Gtul'a de _18.3 miS"'

En l1a £§
&« 19 se ven las Pogibleg tranaformaciones

que puede i i
sufrir ai dehldroisocopraperfirindgeno (DHT

Por lo -

que lo postula ecomo el precursor de las restantes
Porfirinas de esta serie ¥ afirme que aunque dsta no pare~
Ce ser la prineipal Tuta de exerecidn, en pacientes cop ECT
0 en ratas con HCB, puede volverse importante cuando la fun-

eidn biliar egtd dafiada, Propuse los caminos hipotdticos de

formacion y degradacidn del DHI'gen y estudid el sitio de
formacion de la serie isocoproe, 1legando a determinar que

ge sintetiza en higade (5), quizds por medio de un mecanis-

mo de decarboxilacidn-dehidrogenacidn de la cadena lateral

5 propionato del Penta'gen, en una reaccidn posiblemente ca-
talizada por la coproperfirinogenasa. La razén por la euwal,

en estos casos de porfiria, un sustrato normalmente produ-

cido y decarboxilado a Copro III en citosol podria ser ata-

cado por ung enzima intramitecondrial podr{a explicarse en

base a una ruptura de la compartimentalizacidn normal de la bio-
gfntesis del hemo, secundaria al dafio hepatocelular o alter-

nativamente, por la acentuacidn de un camino secundario en
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Fig.18 Estructura de porfirinas tetracarboxiladas,de heces de

pacientes con PCT y ratas con porfiria por HCB
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el metabolismo normal de los porfirindgenos, gque se incremen—

tarfa debido a la acumilacidn de Penta III intracelular.(203).

HEXACLOROBENCENO,

- Generalidades.

El mecanismo por el cual el HCB ejerce su aceidn pbrfiri-
nogenica se deaconoce;'Sin embargo, como ya se menciond anterior-
mente, se ha comprobado que, al igual que otres hidrocarburcs aro-
mitices polihalogenados (HAP), provoca en animales de experimen—
tacidn wn tipo de porfiria semejante a la PCT humana,. De todos
los HAP que poseen propiedades porfirinogénicas, el HCB es el
mis estudiade y Debets y Strick (204), entre otros, consideran
que el estudio del mecanismo de aceidn de esia droga puede servir
como modelo de la accidn hepatotdxica de otros HAP.

Los wltimos trabajos realizados sobre el particular pare-
cerfan indiear: 1°) que la biotransformacidn de los HAP es un pre-
rrequisito para el desarrollo de porfiria, 2°) que inducen las
enzimas microsom2les metabolizantes de drogas (194, 195, 189,
205-207), 3°) que son metabolizados muy lentamenta'(IBS, 208),
4°) gue se acumulan en 2nimales y humanos en tejido adiposo(209,

210).,
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~ Formacidn de metabolitos.

Parke y Willians (185) fueron los primeros en estudiar
el destino metabdlico del HCB en conejos; Ellos no encontraron
metabolitos en hecea ni en orina quizds por la pobre absorcidn
del HCB desde el tracto gastrointestinal, Esiudios mds recien=~
tes (207, 208; 211) indican que el HCB es metabolizado a compuesg-—
tos mds polares; Iatropoulos y col; (212) demostraron que la ma-
yor parte de una simple dosis oral de HCB es lentamente absorbi-
da por el sistema linfdtico desde el tracto gastrointestingl y
lo deposita en el tejido adiposo, salteando asi el pasaje a tra-—
vés del higado llevado por la vena porta y ésta podria ser la
explicacidn tanto de la baja conversidn metabdlica del HCB como
de la dificultad para detectar sug metabolitos en orina y heces
de animales que han recibide una unica dosis oral de la droga.
Koss y col. (208) han mostrado que durante la intoxicacidn “
crdénica con HCB, aproximadamente 60% del mismo se excreta inal-
terado y un 40% como metabolitos, siendo principalmente metabo-
litos fenolicos y azufrados; en menor preporecidn se encuentran
los bencenes menos clorados (fig. 20);
El pentaclorofenol (PCF) fué identificado como el princi=-

pal metabolito del HCB en la mayoria de las especies animales
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Fig. 20 Destino metabdlico del hexaclorobenceno (HCB) en la rata
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examinados hasta el momento y ademds el unico detectado en teji-
do animal. Sin embargo se ha encontrado que el PCF no induce por-
firia en ratas hembras (213, 214), per consiguiente se llegé a
pensar que el PCF no juega un papel importante en el disturbio
del metabolismo hepatico de porfirinas provocado por administra-
cidn prolongada de HCB; Paro por otra parte se ha encontrado gue
el PCF puro produce disturbios en el mecanismo de detoxificacidn
hepdtica y acelera el establecimiento de porfiria indueida por
HCB (215) o sea que si bien no es el metabolito causante de por-
firia, contribuye indirectamente al disturbioc de la sintesis he-
pdtica del hemo y a aumentar la acumlacidn de porfirinas, Otros
metabolitos fendlicos excretados fueron: tetraclorohidroquinona,
tetraclorocatecol y triclorofenol (202, 207; 208, 216);

Entre los metabolitos conteniendo azufre han sido identifi-
cados: pentaclorotiofenol, pentaclorotiocamisel, tetraclorotiofe-~ “
nol, tetracloroticanisol y tetracloroditicanisol, en heces de
ratas intoxicadas con HCB (202; 215, 216) (fig. 20);

Estos metabolitos pueden derivar parcialmente de la conju-
gacidn con GSH,com metionina o por unidn covalente de reactivos
intermediarios a grupos sulfhidrilos funcionales de enzimasg. Esta

Ultima posibilidad podria causar la disminucidn de la PCL, hepd-
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tica, la cual contiene grupos sulfhidrilos esenciales (10, 83)
¥y al ser inactivada por esta reaccidn con algin metabolito elec—
trofilico del HCB, se producirfa la observada acumulacidn de por-

firinas altamente carboxiladas (217, 218),
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OBJETO DEL PRESENTE TRABAJO.

Determinar si los disturbios metabdlicos ocasionados por el
HCB estdn limitados al higado o afectan otros drganos, prin-

cipalmente el tejido eritropoyético.

Localizar los puntos de acecidn de la droga a lo largo de la
cadena metabdlica del hemo, especificamente en las descar-
boxilaciones de los porfirindgencs y en la insercion de FPe

a la porfiringe determinando cudlde las enzimas gque lle%an

a cabo egtas transformaciones se afecta en mayor grado y
cusl responde antes al tratamiento;Establecer asi si la por=-
firindgeno carboxiliasa estd realmente afectada por la dro-
ga y en ese caso localizar la accidn de la misma a nivel de
los distintos pasos de descarhoxilacidn tanto en la serie

isomérica I como III.

Aportar datos tendientes a elucidar el mecanismo por el cual
el HCB afecta a estas dos enzimas del camino biosintético

del hemo. Determinar si la droga ejerce su accidn provocando
alteraciones en las proteinas enzimdticas o modificando sdlo

sus actividades.
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MATERIALES

SUSTRATOS Y TESTIGOS,

Uro IlII:

Firia III:

Se aisld de turacina como se describe en (189).
Se aisld de orina de ratas porfiricas por HCB por mé-

todos previamente descriptos (189).

Penta III y Hexa III: Fueron aisladas de orinas de ratas intoxi-

Copro III:

Proto IX:

Uro I:

cadas por HCB como se describe en (97).

Se aisld de orina de conejos intoxicados con plomo
(219) siguiendo un proeedimiento similar al descrip-
to para orina de ratas intoxicadas con HCB;

Fué gentilmente cedidz por el Dr, Grinstein o se
prepard de sangre a partir del mdtodo de Grinstein
(220).

Se aisld de orina de porfiria congénita (221).

Porfirindgenos: Fueron preparados con amalgama de sodio como

describen Mauzerall y Granick (10).

DROGAS Y MATERTALES AUXILIARES.

- Adsorbentes.

00303= Para cromatografia en columna, May and Baker o Merck.
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MgO:Grado III para cromatografia en celumma,se prepard de acuer—
do & la técnica de Nijcholas (222) a partir de droga
Merck Co.
Seph. G=25 y G-200: Se obtuvieron de Pharmacia.
Gel de Fosfato de Ca: Se prepard por el método de Keilin v
Hartree (223);

DEAE—celulosa: Se prepard segun la técnica descripta en (224).

- Solventes.

C1,CH: Se usé Merck, May & Baker, Sintorgan o Carlo Erba. En
todos los casos antes de usarlo se probo con Proto IX
(€ster) para comprobar ausencia de fosgenos.
En algunas oportunidades se utilizé.ClBCH purificando
en el laboratorio Ver Métodos.

Eter etilico: Eter anestdsico Rhodia (F.A.).

Kercsene: Fraceidn 190°-240° preparada por el método de Falk
y Benson a partir de kerosene comercial lavado varias

veces con agua, secado 48 hs. sobre Cl_ Ca granulado y

2
destilado en columma rectificadora. Se guarda en bote-
llas oscuras hasta el momento de su uso.

Dioxano: Riedel de Haén-A.G. Seelze Hamnover (Germany), Lowens

Uve.
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- Otras drogas.

Heparina: Fué gentilmente cedida por Laboratorios Inorp.

HCB grado técnico: Fué gentilmente cedida por Compafifa Quimica

S.A. Para los ensayos "in vitro" se utilizd Fisher.

GSH: Sigma Chemical Co.

PCF: Se usdé PCF de grado técnico (60%). Se reslizaron 3 recris—

talizaciones de benceno caliente y se obtuvo un precipi-

tado en forma de agujas blancas de P.F. = 188 - 189eC.

El resto de las drogas usadas fueron de pureza p.a.

~ Material auxiliar.

a)

b)

c)

Sondas para drogado de ratas: "Franklin Nelaton" 11 Fr (ma-
de in Englend) o "Bresco" 10 Fr u 11 Fr.

Agujas: Para extraccién de sangre de ratas: agujas de punta
roma, calibre - 12,

Aparatos: Para las mediciones espectrofotomdtricas se usd
un espectrofotémetro Beckman D.U., 6 D.B., con cubetas de
vidrio o de cuarzo, de 1 cm de paso de luz. Mientras que
para las mediciones fluorimétrices se utilizd un espectro-
fluorimetro Aminco Bowman (American Instrument Co.) equipa-

do con una ldmpara de Xenon 416-992,, un microfotdémetro foto-
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multiplicador y un tubo fotomultiplicador.

Se usarcon cubetas cuadradas de cuarzo fundido de 1. em x 4 cm.

ANIMALES,

Se usaron ratas cepa Wistar.

METODOS.

PORFIRINAS,

~ Separacidn cromatogrdfica de Uro III: a partir de turacina.

La mezcla seca de los ésteres se mojd con C1.CH y se di-

3
solvid en benceno; la solucidn final se cromatografid sobre co-
lumna COBGa-segdn se detalla en pdgina 99. La adsorcidn se lle-

vo a cabo con benceno y el desarrollo con una mezcla de benceno:

C1,CH (3:1 v/v);

La banda principal se recromatografid hasta banda inica
en el mismo sistema y luego sobre colummas de O Mg (222) o en
papel Whatman N° 3 por el método de Falk y Benson (225);

Por estos procedimientos fue posible separar entre un

5 - 10% de Firia.

La Uro se purificd adicionalmente por cristalizacidn de
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MeOH: ClBCH, cuyo punto de fusidn fue 259-261°C,

- Induccidn de porfiria en ratag: mediante administracidn de HCB.

Ratas hembras cepa Wistar de 200 - 250 grs. fueron mante-
nidas en jaulas metabdlicas, suministrdndoles dieta completa
standard "Forramez Laboratorio" (de Molinos Rio de la Plata)

o Purina dieta 3 (de Cabeca S.C.A.) y 2gua "ad libitum®.

El HCB fué suspendido en agua, previa maceracidn con Tween
20 (0;5% v/v) hasta una concentracidn final de 40 mg /ml.

Ia droga se administrd diariamente a los animales por
sonda géstfica en una dosis de 0;9—1 ng /gr. de peso del ani-
mal durante aproximadamente 45-50 dfas (hasta que empiezan a
excretar porfirinas por orina), luego se los mantuvo drogando-
los dfa por medio. El grado de intoxicacidn fué seguido por la
observacidn espectroscdpica de las bandas de absorcidn en el

visible de las orinase.

- Esterificacidn de porfirinas provenientes de incubados de higa-
dos de ratas;
Sobre la muestra de porfirinas libres en ClH 5%; previge
mente secadas en desecador, se agrezd 20 ml de una mezcla MeOH:
S0 H, (19: 1 v/v), se dejd 40 hs; en oscuridad a temperatura

42
anmbiente.
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- Pagadie a cloroformo.

Sobre la solucidn de porfirinas anterior, se agrego 1/2

vol, (10 ml) de C1 CH luego se agusto el pH a 4 »5 con una so-

3
lucidn de acetato de sodio saturade.

En una ampolla de decantacidn se coloecd aproximadamente
1/2 vol; de agua destilada y sobre ella se voled la solucién;
Se agitd suavemente, se decantd la fase clorofdrmica y data se
lavd una vez mds con agua destilada; Se extrajo la fase acuosa
con 0130H hasta fluorescencia negativa; se reunieron los extrac-
tos clorofdrmicos y se agitaron fuertemente en la ampolla, en
presencia de igual volumen de ClHa al 7%, para romper la emul-—
sions El extracto clorofdrmico final se filtrd a través de pa-
pel de filtro plegado y embebido en 013CH.

Para la determinacion del contenido en porfirinas se re-~
alizaron las lecturas espectrofotométricas correspondientes,

pasando luego el extracto a un balon con cuello esmerilado,

donde se procedid a concentrarle en bafle de agua al vacio.

- Purificacidn de porfirinas por cromatograffa en columnz.

a) Sobre GOBCa;

Se siguieron las técnicas descriptas en (98) y (171).

La mezcla de porfirinas esterificadas, previamente
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embebidas en 013CH, se disolvieron en benceno.

Ia adsorcidén se realizd en benceno, el desarrollo con

una mezcla de benceno: 013CH (4:1, v/v) y 1a desorecidn

con CIBGH, previa geparacicdn de las bandas.

Al recromatografiar dichas fracciones para su total
purificacidn se varid la proporecidn de 0130H en la mez-
cla de desarrollo; asf para purificar Copro fue conve-
niente usar benceno puro, mientras gque para Uro, Firia,
Hexa y Pente se utilizaron las relaciones (7,5:2,5);
(8:2); (8,5:1,5) y (9:1) respectivamente,

Sobre 0 Hg,

Se siguid el m€tode de Nicholas (222), pero armando las

columnas en forma semejante a las de CO_Ca, utilizando

3
O Mg grado III, previamente secado en estufa a 37°C

durante un dia.

El solvente de adsorcidn fud 01303 libre de MeOH (para

ello se lavd con agua, Se secd sobre C1,Ca, se filtro

¥y se us6 en el momento).

El desarrollo se realizd usando sucesivamente mezclas

de MeOH: C1.CH al 0,1 y 0,5% (v/v) o bien 0,5, 0,7 y

0,9% segin los solventes utilizados.
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Las bandas se eluyeron con MeOH: C1_CH al 2% (v/v).

3
Al recromatografiar lag distintas fraccioneg fue con-
veniente usmar como solvente de desarrollo MeOH: 013CH
045%, para Uro y Firia, 0,7% para Hexa y 1% para Penta

y Copro.

~ Aislamiento de porfirinas de distintos drganos.

a)

D)

Hfzado, bazo v rifidn.

Los Organos se cortaron en pequefios trozos (en el ca-
so del rifidn, éste se congeld previamente y se le sa-
cd la membrana que lo envuelve) y se homogeneizaron
en una relacicn 1:5 (p/v) con C1K 0,154 M. Imego se
agregd ClH concentrado en c;s.p. llevarlo al 5% (68).
Se dejd desproteinizar en hielo, durante una hora y
se filtro, procediendo luego a lavar el precipitado
con ClH 5%, hasta fluorescencia negativa;

Gidndula de Harder.

Fué trabajada segun la téenica de Tomio y Grinstein
(94) modificada por Viale y col. (75).
El tejido se rompid en un mortero con arena libre de

metales y se homogeneizd con MeOH: SO HZ’ 19:1,(v/v);

4
el sobrenadante de centrifugacidén a 900 xg. fud
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separado y el residuo de protefnas fué extraido repe-
tidamente, con la misma mezcla; hasta fluorescencia
negativa.

Lgs extractos se reunieron y guardaron en oscurldad

durante l4hs., szendo luego pvasados a C1_CH (225).

3
c) Hemolizado de sangre.

La sangre se centrifugd 15 min; a 900 xg, se descartd
el plasma y los gldbulos rojos se lavaron tres veces,
con golueidn fisiolégica; Los hemolizados se obtuvie-
ron agregandec & los gldbulos rojos un volumen de agua
fria y congelando y descongelando la preparacidn dos

veces en baflo de acetona y CO, sdlido. A un volumen de
hemolizado total se agregd 5 volumenes de AcOEt: AcOH

(3:1, v/v) y se extrajeron las porfirinas con C1H 5%

hasta fluorescencia negativa.

- Identificacidn de vorfirinas por cromatograffa en papel.

Hetodo de Falk y Bemson (225). Se realizd en papel What-
man N° 1 y constd de dos corridas; ambas en sentido ascendente,
usando como testigos Uro, Firia y Copro, y en casos particula-
res Proto y/d Uro I.

La primer corrida tuvo por objeto separar las impurezas,
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gque quedaron en la 1linea de siembra y se descartaron. El sol-
vente de desarrollo fué kerosene: Cl3CH etandlico (1:2, v/v)

y la cuba estuvo saturada en 013CH.
La segunda corrida se realizd en otra cuba, saturada con
dioxano, usando como solvente kerosene: dioxano (2,5:1, v/v)e

El revelado se realizd por observacidn de la fluorescen-

cia que exhiben las porfirinas bajo luz U.V. (227).

-~ Determinacidn cunantitativa de porfirinas.

a) Determinacidn de la concentracidn de porfirinas libres.

En los casos de porfirinas libres contenidas en ClH
5%; los extractos dcidos fueron evaluados espectrofotomé-
tricamente leyendo la absorbancis correspondiente al pico
mdximo de la banda de Soret y realizando la correccidn de
Allen para porfirinas, segin las férmulas de Rimington y
Sveinsson (228);

2 A médx - (A3BO + A‘Bo)

ACOI‘I‘ =
1,84

Imego se aplied la formula:

n moleg = A xdll x yol x F
corye

donde f es el coeficiente de extincion, debiendo en estos
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casos utilizar un coeficiente medio.

Para calcular el coeficiente medio, se realizd la cro-
matograffa de la muestra en cuestidn, en base a ella se sa=-
caron los porcentajes de cada porfirina respecto al total y
ge calculd un coeficiente "pesado" teniendo en cuenta los
coeficientes individuales de cada fraeccidn (68, 229)

b) Determinacidn de peorfirinas con distinto numero de ~COOH.

La determinacidn cuantitativa de las distintas porfi-
rinas presentes en los desproteinizados provenientes de los
ensayos de contenido o de los ensayos de incubacidn para la
PCL, se realizo mediante la estimacidn de sus ésteres meti=-
licos.

Para ello el extracto seco de las porfirinas libres

totales se esterified con mezcla MeOH: S0,H, (19:1, v/v)

dejéndolos de 24 a 48 hs. en oscuridad. lmego se paséd a

0130H y se llevo a sequedad, guardando el extracto seco en

oscuridad hasta su uso, Las porfirinas se retomaron en C1 CH,

3
se separaron por cromatografia en papel; las bandas corres-—

pondientes a las distintas fracciones se cortaron, eluyeron

separadamente con C1.CH, recogiendo los elufdos en tubos

3

graduados, hasta la elucidn completa de las mismas que se
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verificd a la luz U.V.

Imego se leyd la absorbancia, a la longitud de onda
correspondiente a la banda de Soret de cada fracecidn y mul-
tiplicdndola por los correspondientes volimenes y factores
en CIBCH; se calcularon los n moles parciales, se hizo la
suma de los mismos y cada fraccidn se expresd como % de la

cantidad total recuperada.

¢) Determinacion de cantidades muy veguefias de porfirinas.

En el caso de la determinacidn de contenido de porfi-
rinas en orgenos de ratas normales, los valores fueron tan
pequeiios que el método espectrofotométrico no brindaban la
gsengibilidad requerida, Es por ello que para estos casog se
emplearon métodos fluworimétricos, utilizando un espectro-
fluorimetro Aminco-Bowman, midiendo la fluorescencia a dis-
tintas longitudes de onda excitacidn, lo que permitié reali-
zar una correeccidn grafica por material inmterferente como

se detalla en (230, 231).

- Método fluorimétrico.

a) Patrones: Se prepararon soluciones de las porfirinas libres
en C1lH 3N, que se guardaron como patrones de reserva, en

heladera (hasta 3 meses) y se diluyeron en el momento del
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uso con C1H 5% a una concentracidn aproximada de lwpmol/i.
Medicidn de las unidades de fluorescencia a partir del es-
pectro de excitacidn de las porfirinas.

Ia fluorescencia de cada mestra se midid & 646 nm a
partir del eapectro de excitacidn,como se ve en la fig. 21
(izquierda); A11{ se ven también(curva de la derecha)los
espectros de emigidn de la Uro, Copro y Proto en ClH 5%,
los que presentan dos bandas, a 650 y 594, 646 y 592, 654
y 602, respectivamente.

Para determinar el espectro de excitacidn (curva de la
izquierda), se "barrid" la ) de excitacidn desde 340 a
440 nm y se registrd la fluorescencia medida a 646 nm en
el caso de los patrones y a la )\ del mdximo de emisidn
para las distintas muestras;

ILa distancia "a®" (fig. 22) representa .las unidades de
fluorescencia y es una medida de la concentracidn de porfi-
rinags. La lfnea "b" sirve para realizar la correccidn por
material interferente;

El espectro de emisidn (curva de la derecha) se deter=
mino excitando a la ) del maAximo y registrando la emisidn

producida al veriar el monocromador de emision desde 450 a
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Fig. 21 Espectro de excitacion (curva de la izquierda) y de

emision (curva de la derecha) de porfirinas en ClH 5%

o Pr oto porfirina (0,3&30 /UM )

—— Uroporfirina  (0,3534uM) \
i-a-s- Coproporfirina (03637 uM)




UNIDADES DE FLUORESCENCIA
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700 nm, Para las curvas de calibracidn se graficaron las
unidades de fluorescencia (distancia "a") en funcidn de la
concentracidn de porfirina (fig. 23). Debido a que Uro y
Copro fluorescen identicamente, dentro del error experimen—
tal; se pudo usar indistintamente cualquiera de ellas como

patron.

PORFIRINOGENO CARBOXI-LIASA.

- Preparacidn de amalsama de sodic.

Aproximadamente 30 gr. de Hg se calentaron a 30-40°C en
cdpsula de porcelana ¥y se introdujeron, en la masa fundida,
trozos de sodio recientemente cortados (1 gr.). Se dejd enfriar,
con le cual endurecid. La amalgama se guardd en frasco seco en

desecador (232).

~ Preparacidn de porfirindgenos.

Método de Fischer y Stern (233) y de Mauzerall y Granick
(10). Se redujeron las porfirinas libres con amalgama de sodio
recientemente pulverizada; 1o que se verified por la decolora-
eidn de la golucidn y pérdida de su fluorescencia a la luz U.V.

La solucidn se filtrd a través de placa filtrante, provista de
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40%,

papel de filtro, al vacio. Se ajustd a pH 7,2 con P04H3
bajo N, y se mantuvo en frio, a intervalos, mientras se pipe=-
teaba, Se usd inmediatamente.

Todas las operaciones se realizaron bajo luz roja.

-~ Preparacidn de los extractos enzimaticos.

En las experiencias con ratas se emplearon 2 a 3 animales
de cada grupo, haciendo "pool" de los tejidos estudiados.
a) Sangre:
En humanos 1a sangre fue extrafda en la forma habitual y
recogida en frio sobre heparina; mientras que las ratas
(tanto normales como intoxicadas con HCB) recibieron el sie-
guiente tratamiento: en primer lugar fueron anestesiadas con
éter en una cuba de vidrio con tapa esmerilada, luego se las
abrid abdominalmente y con una aguja de punta roma se cana=
1izé la aorta abdominal, en el lugar en gue esta arteria se
bifurcar en las dos iliacas (fig. 24), extrayendo entre 5=
10 ml de sangre, que fue recogida sobre heparina en solucidn
fisioldgica (042 mg /ml) en frio.
A partir de aqui, la sangre proveniente de ambas fuen-

tes, recibid el mismo tratamiento de hemdlisis deseripto en
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Fig. 23 Curva de calibracién para fluorimetria
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el método de aislamiento de porfirinas de hemolizado de san-
gre,

Luego se centrifugé el hemolizado total a 35,000 xg
durante 60 min. a 0-2°C y el sobrenadante se nsé como pre-
paracidn enzimdtica.

Higado, rifién v bazo.

Una vez sangradas las fatas, les fueron extrafidos el
higado, los rifiones y el bazo, enfriados y lavados inmedia-
tamente en solucidn fisioldgica sobre hielo, reunidos, pesa-
dos y homogeneizados en C1K 0,154 M (1:5, p/v). Los homoge-
natos se centrifugaron a 11.000 xg durante 20 min., El sobre-
nadante se usdé como preparacidn enzimdtica en el caso de los
drganos provenientes de animales normales.

En el caso de animales porffricos, el sobrenadante se
pasd a través de una columna de Sephadex G=25, equilibrada -
con buffer fosfato 0,134 M, pH 7,0, eluyéndola con el mismo
buffer. Los eluidos gus no presentaron fluorescencia, o que
presentaron muy poca, se rsunieron y fueron usados como pre-
paracidn enzimdtica (234).

Todas las operaciones se realizaron entre 0 = 4°C,
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¢) Glandula de Harder.

Las gldndulas de Harder congeladas fueron disgregadas
en un mortero con arena libre de metales (70) y homogeneiza-—
das en 10 vol. (p/v) de buffer fosfato de potagsio 0,134 M,
pH 7;0; Los homogenatos fueron centrifugados a 11.000 xg, a
0=2°C, por 20 min; y el sobrenadante se usd como preparacidn

" r,o, n
enzimatica,

- Incubaciones.

a) Materiales y aparatos.

Las incubaciones se llevaron a cabo en tubos de Thumberg,

en oscuridad y en bafio termostatizado, con agitacidn mecdnica,

. #

b) Sistemas de incubacidn.

o

La actividad porfirindgeno carboxiliasa (PCL) fue de-
terminada como describieron Tomio y col. (68);

La mezcla de incubacidn contuvo: en su volumen final
de 3 ml, buffer fosfato de potasio 0,067 M, pH 7;0, GSH 1mM,
EDTA 0;1 mi, porfirindgeno 2 uM y preparacidn enzimdtica

(8-10 mg prot.)

- dislamiento e identificacion de las porfirinas libres de los

sistemas de incubacidn.
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a) Para incubaciones con sangre como fuente enzimdtica.

Q

)

Se perd la reaccidn con el agregado de 5 vol. de una
mezcla de AcOEt:AcOH (3:1, v/v), dejande toda 1a noche en
heladera.

Inego se filtrd el desproteinizado, se lavd el preci=-
pitado 3 wveces con la misma mezcla,disgregando bien el pre=~
¢ipitado con varilla, hasta extracto incoloro, luego ée lo
cual se descarté; Los filtrados combinados fueron lavados
2=3 veces con aguz para eliminar el AcOH; los lavados  extra-
{dos con AcOEt y las porfirinas libres extrafdas completa-
mente de la golucidn de AcOE} con C1H 10%, Iuego se secaron
en desecador.

Para incubaciones con distintos organos de rata.

Despues de 1la incubacidn la reaccidn se detuvo con
ClH (c.s.p. 5%). Se dejd 1 h. en frio, bajo luz blanéa, se
filtre y lavd el precipitade hasta fluorescencia negativa.
Los extractos clorhidricos se secaron en desecadores, man-
teniéndolos en oscuridad hasta su determinacidn cuali y cuan-

titativa.
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- Determinacidn de actividad.

La actividad enzimdtica se determind evaluando las can—

tidades relativas de las porfirinas con diferente numero de

carboxilos presente luego de detener la reaccidn.

Para ello se esterificaron, separaron los ésteres metili-

cos por cromatografia en papel y evaluaron como se detalld en

*Determinacidn cuantitativa de porfirinas®,

-~ Resultados.

a) Expregidn de los resultados.

b)

Las unidades se expresaron como: 1) la suma de los
nmoles de porfirinas de 7-, 6=, 5~ y 4-COOH formadas en 30
min; lo gque representd la desecarboxilacidn del Uro'gen, es
decir la desaparicidn del sustrato; 2) los n moles de por-
firina de 4-CO0H formados en 30 min, es decir, aparieidn del
producto final Copro'gen. En.algunos caso0s los resultados se
expresaron también como la formacion de cada uno de los pro-
ductos de descarboxilacidn.

Correcciones.

En los casos en que no fue posible separar las porfi-

3 [ e o # .
rinas endogenas de las preparaciones enzimaticas provenientes
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de los animales porfiricos, se realizaron las correcciones
pertinentes, restando a las porfirinas provenientes de 1la
reaccidn enzimdticas, las enddgenas provenientes de la pre-
paracidn enzimdtica, Para ello, al valor de cada porfirina,
calculado de los porcentajes de las cromatografias de los
productos de descarboxilacidn, se le resto el valor corres=—
pondiente en la cromatograffa del ensayo realizado siﬁ Uro!
gen a tiempo ecero, pues ensayos previos habian demostrado
que la incubacidn no altera la cantidad ni calidad de.las
porfirinas enddgenas o sea que €stas no sufren transforma-
cidn durante la reaccidn.

¢) Tratamiento estadistico de los resultados.

Los resultados se expresaron como la media aritmética
= EsSe. y las medias se compararon por el test t de Student.

Para obtener el valor de P se usd un grado de libertad n  n-p

-~ Purificacidn.

Una vez obtenidos los homogenato de hfgado de rata como
se describid anteriormente, se sometieron a centrifugacidn dife-
rencial: centrifugando primero a 900 xg durante 10 min, y luego

a 11.000 xg durante 20 min. y realizando los lavados de los pe-
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llets correspondientes, por centrifugacidn, con C1K 0,154,

Iuego se realizd una precipitacidn con SO (NH4)2 en los

4
rangos 0=35%, 35-70% y 70-90%.

El precipitado se resuspendid en buffer fosfato de pota-
sio 5 mM pH 6;8 vy se pasd a través de una columna de Sephadex
G=25, equilibrada con el mismo buffer,

Se reunieron los tubos que contenfan protefna pero da-
ban sulfatos negativos con Cl2Ba y se trataron en batch con
gel de fosfato de calcio en una relacidn protefna: gel (1:2);
se agitd mecanicamente, en fr{o; durante 20 min; v se centri-
fugd 5 min. a 11.000 'xg;

La elucidn se realizd con buffer fosfato de potasio
0,067 M, los eluidos se juntaron y concentraron por precipita-
cidn con 804(HH4)2 75% de saturacidn.

El precipitado se resuspendid en buffer fosfato de pota- ‘
sio 5 mM pH 6,8,se pasd a través de una columna de Sephadex
G;25 v el pico proteico se sembrd sobre una columna de DEAR-
celulosa, eguilibrada con el mismo buffer; Se desarrolld con
gradiente continuo de C1K 0-0,5 M en buffer fosfato de potasio
5 mM, conteniendo GSH lO_3M; Los elufdos correspondientes al

pico se concentraron con SO¢(NH4)2 75%, se desalaron a través
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de G~25 o se sembraron sobre una columna de Sephadex G=200
o0 G=100 equilibrada con buffer fosfato de potasio 0,134 M y se

eluyd con el mismo buffer.

- Fotooxidacidn.

Las experiencias de fotooxidacidn se realizaron sobre alf-
cuotas de 0,9 ml de preparacidn enzimdtica a nivel de gel de
fosfato. Para ello se pipeted la enzima mds 0,6 ml de buffer
fosfato K/KQ 0,134 M pH 6,8 y la solucidn acuosa del colorante
(recientemente preparada) para lograr la concentracidn déseada.
Imego se iluminaron los tubos con una ldmpara de tungsteno de
100 vatios, colocada a una distancia de 20 cm, durante 6 min.,
con agitacidn, en frio (235-237).

Iuego de realizar los ensayos de actividad PCL, se separd
el exceso de colorante de los precipitados proteicos mediantg
filtracidn a través de dos capas de papel de filtro; Para age—
gurar la eliminacidn del colorante, despuds de los pasajes a
cloroformo, se volvio a filtrar a través de papel de filtro do-

ble.

- Electroforesis en gel de voliacrilamida.

Las electroforesis en gel de poliacrilamida 7%, se reali-
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zaron segun las técnicas de Ormstein (238) y Davis (239).

Las muestras (sproximadamente 40 ¥ ) se sembraron, con sa-
carosa, sobre cilindros de gel de 0,8 x 10 cm y se corrieron
durante 4 hs. con buffer Tris -~ C1H, 50 mM, aplicando una corri-
ente de 5 mA, por tubo; a pH 8,2.

| Finalizada la corrida, se extrudaron los geles
y se tifieron por inmersidn en Aﬁido—Schwartz 1% (p/v) en.écido
aceético 7%, durante 5 min. y se lavaron con acético al 7% pare

eliminar el exceso de colorante.

FERROQUELATASA.

- Preparacidn v purificzcidn de Proto.

La Proto fué preparada por el método de Grinstein (220)
para los ensayos generales y purificada por el método de Labbé
v Hubbard (119) o de Goudy y col (116) cuando se ponfa & punto

la determinacidén de la actividad ferroguelatasa,

- Preparacidn de la solucidn patrdn de Proto para el sistema de

incubacidn.

Se prepard una solucidn acuosa en Tween 80 al 2% (v/v),
de una concentracion 1 mM en Proto y se guardd a -20°C hasta

Su uso.
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- Curva de calibracidn pars las determinaciones de hemo.

La solucidn patrdn de hemina se obtuve disolviendo 1 mg
de hemina, previamente humedecida con OHK 1N, en 4 ml de agua
destilada conteniendo Tween 80 al 1%; esta solucidn se diluyd
a 25 ml con ClK 0;154 M y se mantuvo a 0-4°C hasta su uso.

Imego, aplicando el método descripto por Falk (226) sobre
una solucidn de hemina 20 mi, se determing el espectro dé refe-
rencia, obteniéndose los resultados que aparecen en 1a fig. 25,
en la cual se ven los picos o y B caracteristicos del espectro
diferencial del piridin-hemoeromdgenc, con el correspondiente
minimo entre ambos; de aqui que las longitudes de onda a las
cuales debieron realizarse las mediciones de la absorbancia de
la. forma oxidada contra la reducida fueron 556 y 538, que corres-
ponden al picoo y al minimo entre el o y el B , respectivamente.

Como se sabe, las absorbancias a estas lomgitudes de onda
guardan una relacidn lineal con la concentracidn de hemo en el
medio. Teniendo en cuenta esto Wltimo, se realizd la correspon-~
diente curva de calibracidn; para ello se usd una Solucidn de
hemina preparadacomo se degeribid al principio de este tdpico,
se aplicd el método del piridin-hemocromdzeno sobre una serie

de distintas diluciones de dicha solucidn: para cada concentra-—
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cidn se leyo la forma oxidada contra la reducida y en base a los
valores obtenidos se construyd la curva de A E vs n moles de
hemo, obteniendo un valor de 1/tg = 358 n moles (fig. 26) valor
que coincidid con el calculado para la constante K de la fdér-

mala (109): 3
107y

. Ap = K. AR

Hemo ( n moles) =
A emM

donde: v = vol (ml) de la solucidn alcalina de piridina.

Ae (mM) = on - Em:fn = 6556 - 8538

AE= diferenciz de absorbancias entre el maximo de la ban

da® y el minimo que aparece entre las bandas ¢ y g .

Extractos enzimdticos.

Los animales fueron muertos por decapitacidn y luego de
desangrarlos se les extrajo el higado, gue se colocd inmediata-
mente en solucidn fisioldgica, enfriada sobre hielo. -

En general se trabajécon los higados provenientes de 2 3
3 ratas, que se reunieron, homogeneizaron en ClK 0,154 M en una
relacidn 1:5 (p/v), se centrifugaron a 800 xg durante 10 min ¥y
el sobrenadante se recentrifugd a 11.000 xg durante 20 min. El
precipitado mitocondrial se guardd en congeladora, a -20°C, du-

rante 24hs. o hasta su uso, no conservandolos mds de una semana.
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Fig 25 Espectro diferencial del piridin-hemocromogeno
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- Métodos de solubilizacidn de mitocondrias.,

a) Conzelamiento v descongelamiento.

Una vez obtenido el "pellet" mitocondrial, se guardd a
~20°C, durante 24—48hs;, y en el momento de usarlo se disgre-
g6 con una varilla de vidrioc y se suspendid en el buffer de
incubacidn, en una relacidn tal que las mitocondrias prove-
nientes de lgr. de higado quedaron contenidas en 1,4 ml de
suspensiodn.

b) Soniczcidn.
El "pellet" mitocondrial se suspendid inmediatamente
en buffer Tris 50 mM, pH 8;2 y se sonied durante 2 min. con
pulsos de 15 seg. por vez, mediante un sonicador MSE a 60 va-
tios (143).

c¢) Tratamiento con detergente (119).

Las mitocondrias se suspendieron inmediatamente en las.
mismas condiciones que en los casog anteriores y se les adi-
ciondé Tween 20, hasta lograr en una concentracidn de 10 mgs/ml.
La mezela se colocd en un baflo de hielo por 30 min., con agi-
tacidn ocasional.

En la experiencia de estabilidad esta operacidn se rea-

1lizd sobre las mitocondrias gue habian sido congeladag, man-
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tenidas a =20°C durante 24 ¢ 48 hs, segin el caso y resuspen-
didas en buffer Tris inmediatamente antes del tratamiento con

detergente.

Sistema de incubacidn.

Salvo en casos especiales, aplicados en la puesta a punto
del método de determinacidn de actividad ferroquelatasa, se ufi-
1izd el siguiente sistema de incubacidn, en un volumen total de

342 ml: 100 n moles de Proto IX; 200 n moles de SO, Fe; Succinato

4
10 mM; 0,8 ml de preparacidn enzimdtica y buffer Tris-ClH 50 mM,
pH 8,2;
Las incubaciones se llevaron 2 cabo en tubos de ensayo,
en bafio termostatizado a 37°C, en oscuridad y sin agitacidn.
Salvo en el método de Labbé y Hubbard (119) en el que las
incubaciones se realizaron en erlenmeyers de 25 ml, montados en

un Agitador Metabdlico Dubnoff, bajo atmdsfera de N,y a 37°C y

oscuridad.

Determinacidn del producto formado.

La reaccidn fué parada retirando los tubos del bafio y colo-
cdndolos inmediatamente en hielo. Luego se voled su contenido

sobre 1,5 ml de una solucidn de piridina alcalina (piridina:
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OHNNa. 1Nj; 1:0;5 v/v)y se dejo nuevamente en hielo por 20 min y

ge agregé 1 ml de z2gua destilada. La mezcla fué dividida en par-
tes iguales entre dos cubetas y aproximadamente 2 mg de hidrosul-
fito de sodio sdlido se adicionaron a una cubeta y 0,05ml de

(CN)6FeK 3mM a 1z otra. Se leyeron las absorbancias a 556 y

3

538 nm y se calcularon los n moles de hemo formados, segin se

describid en la determinacidn de la curva de calibracidne.

- Expresidn de log resultadog.

Lg actividad enzimdtica se expresd como los n moles de hemo

formados por mg de protefna en 30 min.

~ Localizacidn submitoconirial de Ferroguelatasa.

Las mitocondrias se prepararon sacarosa 0,25 M conteniendo
dcido etilenglicol di(aminoetil) tetracético (EGTA) I1mM y Tris -
ClH 4 mM, pH 7;2. Se lavaron dos veces con sacarosa-Iris, sin
EGTA;

Para preparar las fracciones de membrana se utilizd una mo-
dificacidn de Jones y Jones (240) del método de Sottocasa y col

(241), como se detalla a continuacidn.

- Preparacidon de las fraceiones de membrana.

Las mitocondrias (200 mg proteinas) se dejaron hinchar a
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0°C durante 7 min. en 30 ml de buffer Tris-fosfato 10 mM, pH 7,5.
Se agregaron 10 ml de una solucidn conteniendo C1K 0,48 M, ATP
2mM y 804 Mg 2 mM, ajustando el pH a 7,4 con Tris. Después de

5 min., la suspensidn fue sonicada en alicuotas de 5 ml (10 seg,
1,5 amperios) para liberar la membrana externa de la interna, que
se encuentra contraida.

Finalmente alicuotas de 20 ml fueron colocadas sobre un gra-
diente discontinuo compuesto por sacarcsz 1,32 M (25 ml) y saca=~
rosa 0,76 M (12 m}_); Se centrifugd 3 1/2 hs. a 24,000 rpm en un
rotor SW 25 de una centrifuga preparativa Beckman~Spinco. La dis-
tribucidn de las fracciones resultantes de este procedimiento

gse muestra en la siguiente figura:d

‘,//,,Sl (fraceidn soluble) contiene matriz soluble.

‘///,,32 (sacarosa 0,76 M) contiene membrana externa.

Ml (interfase)

mm/

‘///,.53 (sacarosa 1,32 M)

‘///,-M2 (pellet) contiene membrana interma.

A4

en 12 cuzal se han indicado lag fracciones submitocondriales que
contendria cads cupa, en funcidn de las enzimas marcadoras: mala-

to deshidrogenasz, citocromo ¢ oxidasa y monoaminoxidasa,
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-~ Malato deshidrogenasa.,

Egta enzima, mercadora para matriz mitocondrial, se deter-
mind por el método de Ochoa (242).
La mezcla de reaccidn contenfa: buffer glicil-glicina 2,5

2M pH To43 NADH 5 x lO-SM; oxalacetato 2,5 x 10-3M PH 7,4

x10~
(solucidn frescz), enzima (0,2-1ml) y agua destilada (c.s.pe.
3;0 ml):

La reaccidn se hace en una cubeta de espectrofotdmetro
Beckman D.B. a temperatura ambiente (22-23°C).

La reacecidn se inicia por adicidn de enzima u oxalszcetato.
Se hacen blancos colocando todog los componentes menos NADH y
lag lecturas se realizan contra el blanco, leyendo la absor-
bancia a 340 nm, a intervalos de 15 seg. durante 1 a 2 min.

La cantidad de enzima usada en cada ensayo se ajusta para
que la velocidad de decrecimiento de la absorbancia por el pe—
riodo entre 30 y 45 seg. no exceda -0,025.

Una unidad enzimdtiea: es la cantidad de enzima que pro-
voca un deecrecimiento en la absorbancia de 0;01/hin; bajo las

condiciones de ensayo.



- 128 -

-~ Citoeromo c-oxidasa.

Esta enzima estd localizada en la membrana interna; se de-
termind por el método de Cooperstein y Lazarow (243).

Para determinar su actividad se midid la velocidad de
oxidacion enzimdtica del citocromo reducido.

En primer lugar fue necesario reducir el citocromo. Pars
ello 30 ml de una solucidn de citoeromo e (l,5x10_5M) en buffer
fosfato O;O3M, pH 7,4, fueron reducidos por adicidn de 100 ml
de solucidn fresca de hidrosulfito de sodio (1,2 M). La solucidn
se agitd 2 min. para eliminar el exceso de hidrosulfito.

Para determinar la actividad enzimdtica se pipetearon 3ml
de la solucidn de citocromo ¢ recientemente reducido en una cu-
beta del espectrofotdmetro y se agregaron 0,02 a 0,04 ml de pre~
paracidn enzimdfica. Los reactantes se mezclaron invirtiendo la
cubeta y se leyd la absorbancia del citocromo reducido a 550 nm
cada 30 seg, durante 3 min. Finalmente se agregaron unos poco gra-
nos de ferricianuro de potasio (para completar la oxidacidn del
citocromo c) y se leyd nuevamente la absorbancia;

Todas las operaciones se realizaron a temperatura ambiente
(25°C). Cdlculos: A cada lectura de absorbancia, asi obtenidas,

se les restd la correspondiente a la muestra de citocromo comple=
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tamente oxidado y el logaritmo de esa diferencia (A) se graficd
en funcidn del tiempo. La actividad enzimdtica es proporcional
a la tangente de dicha linea y se calcula como el decrecimiento
en el log. A/hin;

Una unidad enzimdtica: es la cantidad de enzima que catali-

za un decremento de 1,0 en el log A por minuto

Monoamino-oxidass..

Esta enzima estd losalizads en membrana externa; se deter—
mind por el método de Tabor y col. (244).

Para ello se incubaron: 10 pmoles de benzilamina con aproxi-
madamente 1 mg de protefna enzimatica en buffer fosfato 0;2 M
pH 7;2, en un volumen total de 3 ml.

La reaccidn se lleva a cabo en la cubeta del espectrofotd—
metro, a temperatura ambiente, siguiendo la formacidn de benzalde~
hido por lectura de la absorbancia a 250 nm.

Una unidad enzimdtica se define como la cantidad de enzima
que cataliza un incremento de 0;001 en la absorbagnecia por minuto,

leyendo a 250 nm,

~ Actividad Ferroguelatasa.

En este caso se determind por el método de Jones y Jones
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(240)gue aplica el método del piridin hemocromdgeno, pero en
++ ++
lugar de Fe  y Proto usan Co  y Meso, como sustratos.
Ls, formacidn de Co-Meso se midid leyendo las absorbancias
a 525 y 547 nm y usando un ¢ ol & 7,96, resultando el factor

(1/tg) de la curva de calibracidn 402nmoles.
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RESULTADOS .

CONTENIDO DE PORFIRINAS TOTALES EN DISTINTOS TEJIDOS DE RATAS

NORMALES E INTOXICADAS CON HCB.

Se egtudid el efecto del HCB sobre el contenido de porfi-
rinag totales en homogenatos de distintos tejidos de ambos lotes
de animales (normales y con severa porfiria por HCB-aproximada=-
mente 3 meges de tratamiento-) midiendo las mismes en el extrac-
to clorhidrico por métodos espectrofotométricos y fluorimdtricos
como se describe en METODOS. Para determinar los contenidos en
porfirinas de los homogenatos de los tejidos de animales norma-
les se recurrié a los métodos espectrofotofluorimétricos y en la
fig. 27 pueden verse las curvas tipicas obtenidas en dichos ca-
sos, para los espectros de emisidn,comparadas con las correspon-
dientes a los tejidos de animales porfiricos.

Los resultados obtenidos pueden verse en la tabla III, En
ella se observa gque el HCB provoca un gran incremento en el con-
tenido de porfirinas en homogenato total de higado (cercano a
4.000 veces), siendo éste el drgano mds afectado. También hubo
incremento en el contenido de porfirinas en rifién y bazo, siendo

los valores correspondientes a los animales porfiricos 300 y 120
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Fig 27 Espectros de excitacién correspondientes
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Las determinaciones se realizaron sobre los desproteinizados de los homogenatos

totales de los distintos teiidos, que fueron extraidos hasta fluorescencia nega-
tiva con CIH 5%. E1 extracto clorhidrico se midi6 a 646 nm a partir del espectro
de excitacién, determinando las unidades de fluorescencia y refiriéndolas a la
curva de calibracion de Copro. Las cantidades empleadas de cada preparacion se
especifican en la Tabla III,
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veces mayores gque los normales, respectivamente.

E1l HCB no afectd el contenido de porfirinas eritrocitario
en tanto que disminuyd en un 30% el alto contenido normalmente
presente en la gldndula de Harder.

Se estudid ademds el efecto del HCB sobre la naturaleza y
proporcidn de las porfirinas presentes en los distintos tejidos,
mediante cromatograffa de sus ésteres met{licos, segin se deta-
lla en METODOS. Los resultados estdn presentes en el lado dere=-
cho de la misma tabla. Allf vemos que Copro y Proto son porfiri-
nas que se encuentran en todos los tejidos normales y, en muy
péqueﬁa cantidad, salvo en gldndula de Harder, donde aparecen
en cantidades mucho mayores y ademds acompafiadas de porfirinas
con 8 a 5-C00H; en bazo pudieron determinarse también trazas de
porfirinas mds carboxiladas (8-, 7=, 6- y 5-COOH) mientras que
en rifidn hubo trazas sélo de Uro y Firia.

Por otra parte, en todos los tejidos en los que el HCB
provoca acumulacidn de porfirinas (higado, bazo y rifién), vemos
que las mismag estdn constitufdas por porfirinas altamente car-
boxiladas: Uro (8-COOH) y Firia (7-COOH), con notable predominio
de la primeraj; no habiendo detectado Copro ni Proto.

La relacién molar Uro:Firia para las porfirinas acumuladas
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fué 72:28 para el higado; 74:26 para el bazo y 86:14 para rifién.
En cuanto a los eritrocitos, que es el tejido que no ve
afectado su contenido porfirfnico a causa del HCB, vemos que el
tratamiento tampoco afectd el tipo de porfirinas normalmente pre-
sente en los mismos,ya que sélo trazas de Copro y Proto pudieron
detectarse en los eritrocitos normales como en los porfiricos.
Finalmente, en gldndula de Harder se encontraron todas las
porfirinas desde Uro a Proto y en proporciones semejantes en nor-
mal y porfirica, con sélo un incremento en Uro a expensas de un
ligero decremento en Copro en las preparaciones provenientes de

los animales intoxicados.

CONTENIDOS DE PORFIRINAS EN SOBRENADANTES DE 11.000 XZ.

También se realizaron estudios en sobrenadante de homogena-
to de 11.000 xg, (tabla IV), dado que esa es la preparacién en-
zimdtica utilizada en los incubados para la determinacidn de ac—
tividad PCL, por consiguiente era de interds conocer el conteni-
do y naturaleza de las porfirinas endégenas presentes en cada tu-
bo, en especial el de aquellos érganos que acumulan porfirinas,
para poder realizar las correcciones adecuadas en la determina-

cidn de dicha actividad.
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Los datos presentes en la tabla IV representan los valores
obtenidos en 2 o 3 experiencias sobre 2 animales de cada lote,
ya gque al comprobar que los datos provenientes de los animales
normales (salvo gldndula de Harder) eran despreciables, no se
volvieron a determinar, mientras que los valores correspondientes
a animales porfiricos y a gldndula de Harder normal, variaban
bastante de animal a animal, por consiguiente, se repitieron las
determinaciones en cada experiencia, para realizar las correc-—
ciones adecuadas.,

En la tabla IV comprobamos que hay también un incremento
en porfirinas en los sobrenadantes de los 6rgsznos que sufren acu~
mulacidén a causa del tratamiento con HCB. Comparando los datos
de conftenido en porfirinas totales de sobrenadante de homogenato
por gr. de tejido (tabla IV) respecto de homogenato total (tabla
ITI) se observa, que el primer valor es menor; guizds esta dife=
rencla se deba en parte a que algunas porfirinas queden unidas a
mitocondrias (principalmente en el caso del higado, en el que la
diferencia es mayor) y en parte a porfirinas que queden retenidas
impregnando el precipitado.

En cuanto a la cantidad relativa de porfirinas presentes,

con distinto nimero de carboxilos, nuevamente se comprueba gque
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en los tejidos normales sélo es posible determinar trazas en tan-
to que en los 6rgenos que acumulan porfirinas la naturaleza de
las mismas corresponde a Uro y Firia predominantemente.

Teniendo en cuenta los mg. promedio de protefnas que se
incuban en cada caso, vemos Qque con las preparaciones provenien=
tes de higado, bazo y rifién porfirico, incluirfamos en el medio
de incubacidn 53,3; 1,28 y 8,1 nmoles de porfirinas por tubo res-
pectivamente, valor que es del orden o superior a los nmoles de
Uro'gen incubados, lo que podria traer dificultedes metodoldgicas
para la determinacién de la actividad PCL, restendo muchisima
sensibilidad al método de estimacidn de las porfirinas presentes
al final de la incubacidn. Por esta razdén se intentd separar las
perfirinas enddgenas de estas preparaciones, mediante el uso de
columnas de Sephadex G=25.

Para higado y rifidn los resultados fueron ampliamente sa- -
tisfactorios y se presentan en la tabla V, En ella vemos que se
logra elimirar casi un 99 y 85% respectivamente, de las porfiri-
nas enddégenas, El nimero de primeros tubos de elucidén de la co-
lumna que contenian proteina sin fluorescencia fué mayor pars
higado que para rifién. Los tubos siguientes contenian algo de

fluorescencia acompafiando a una alta concentracidén de protefinas



" TABLA V Separacidn de las porfirinas endogenas de higado y rifion de ratas intoxicadas con HCB,
por pasaje a través de columna de Sephadex G-25

Sobrenadante de homogenato Contenide ide' parfininas | Fartitige Naturaleza de las porfirinas remanentes (%)
nmoles de porfirinas eliminadas
Preparacion enzimatica totales / mg. de prot. ( %) 8 COOH 7COOH 6COOH 5COOH &4 COOH
HCB L72 *027 74 £ 27 E ] - - o
HIGADO
HCB / G-25 0066 + 0011 * 98,6 64t 1 36+ 1 = - -
HCB 0459 + 0006 B3*2. 172 - - o
RINON
HCB / G-25 0070 + 0002 * 848 6313 3713 - - -

Los métodos de ensayo se indicaron en la tabla I11.HCB/G-25: sobrenadante de homogenato de
ratas porfiricas pasado a través de columnas de Sephadex G-25 (2,4 x 30 cm) previamente equi-
librada y desarrollada con buffer fosfatos de potasio 0,134 M pH 7, Los tejidos de dos ani-

males fueron reunidos en cada experimento.

* p < 0,001.

~ GET =
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Y en general se incluyeron con los anteriores, para ser usados
como fuente enzimdtica; de aqui que dicha preparacidén contenia
una pequeila cantidad remanente de porfirinas; (el valor corres-
pondiente aparece en la tabla V como HCB/G-25).

Esta cantidad es muy pequefia comparada con la de los por-
firindgenos usados como sustrato en la determinacién PCL.

Los estudios sobre la naturaleza de las porfirinas antes
y después de la filtracidén por gel mostraron que la Uroc es rete-
nida por el dextrano en mayor grade que la Firia, ya que, -como
se ve en la tabla V, el porcentaje de Firia fué mayor en los e-
lufdos de la columna.

Como en algunas oportunidades los bazos provenientes de
animales porfiricos tenisn bastante fluorescencia, se intenté
separar las porfirinas también por este método; para ello se emple=
aron dos procedimientos: a) homogeneizar los bazes en buffer
Tris-ClH O4,2M, pH 7; b) homogeneizar con C1K 0,154 M; en ambos
casos se sembraron 2 ml., de homogenato sobre sendas columnas de
Sephadex G-25, equilibradas con buffer fosfatos de potasio 0,134
M pH 7.

Con ninguno de los dos sistemas se obtuvo buena separacidn,

aungue fué algo mejor la correspondiente al homogenato en buffer
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Tris-ClH, por lo gue se pensdé que convenfa aumentar la fuerza
iénica; se prepard otra columna, se llevé la concentracidn de
ClK a 2M, se corridé la muestra y nuevamente did una mala separe-
cién, razén por la cual no se insistid en aplicar el método, fun-
damentalmente al comprobar que los nmoles de porfirinas que se
incluirian en el medio de incubacién eran despreciables frente
a les de Uro'gen y bastaba hacer las correcciones correspondien=
tes para poder determinar la actividad; lo que fué corroborado
por los datos obtenidos para rifién (tabla VI) donde vemos-que
aln con una cantidad mucho mayor de porfirinas enddgenas se lo-
graban resultados concordantes determindndola sobre los elufdos
del Sephadex G-25 o sobre el sobrenadante inicial, mediante las
correcciones apropiadas, obtenidas a partir de los blancos.

Los intentos de separar las porfirinas presentes en gldn-
dula de Harder, tanto normal como porfirica, también resultaron .
indtiles; pero por la naturaleza de las mismas (fundamentalmente
Proto) no se vié afectada la determinacién PCL, ya que dicha por-
firina se separa cromatogrdficamente, no incide en el cdlculo
numérico de los productos de decarboxilacidn y estd presente en

concentraciones semejantes en ambas preparaciones enzimidticas.
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EFECTO DEL TAMIZAJE MOLECULAR SOBRE LA DETERMINACION DE ACTIVI-

DAD PCL.

Para investigar si el pasaje & través de Sephadex G-25 afec—
taba la determinacidén de la actividad PCL, la misma fué medida
antes y despuds de dicho tratamiento. Los resultados (tabla VI)
mostrarcn que la filtracién por gel no altera ninguna de las ac-
tividades enzimdticas de los distintos pasos de decarboxilécidn,
tanto en el higado normal como en el rifién porfirico (que fueron
los sistemas probados) ya que tanto la actividad enzimdtica por
mg. de proteinas, como la actividad total fué la misma antes y
después del procedimiento.

De acuerdo a los resultados y consideraciones arriba men-
cionadag, las preparaciones enzimdticas usadas para la determina-
cién de PCLsen los diferentes tejidos estudiadossse indica en la
leyenda dg las tablas correspondientes (las preparaciones‘de hi-
gado y rifién porfiricos fueron las uUnicaes gque se pasaron a tra-

vés de Sephadex G-25).

ACTIVIDAD PCL EN DISTINTOS TEJIDOS DE RATAS NORMALES Y PORFIRICAS

POR HCB.
Dado que la acumulacién arriba mencionsda sugiere una pro=-

bable deficiencia en la PCL, se determind la actividad de la
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uisma en amoos grunng de sninalss, Tos vesulbaden shbsnides oo

resumen en la tabla VII.

Ademds 96 Yaalizanon 108 B1anads abwvasssndisntss que eon-

gistieron en la ineubacidén del sistema total menos el Uro'gen ,
obteniendo en todos los casos ensayados actividad nula; ademds
gsirvieron para verificar, en el caso de los tejidos que acumulan
porfirinas, que la composicidén (en porcentaje y naturalezé) de
las porfirinas de un blanco incubado coincidia con la de los
blancos a tiempo cero, lo cual nos estd indicando que dichas por-
firinas (Uro y Firia) estdn presentes como porfirinas y no como
porfirindgenos, ya que no son utilizadas por ls enzima. En la
tabla VII se encuentran los porcentajes de los sustratos remanen-
tes y producto formado y las actividades enzimdticas expresadas
como: a) decarboxilacidén de Uro'gen y que mide la velocidad de
eliminacién del primer grupo carboxilo desde Uro'gen (lef. etapa:
Uro —> Firia); b) formacidn de Copro'gen, que mide la eliminacidn
de los 3 grupos carboxilos desde el Firia®*gen biosintetizado
(2da. etapa: Firia—>-—>—> Copro) (71). All{ vemos que la intoxi-
cacibén por HCB produce una notable disminucidn de la actividad

de la PCL hepdtica, afectando ambas etapas de la decarboxilacién.

Aparentemente la la. etapa, que lleva de Uro a Firia, se ve afec-



TABLA VII Actividad PCL en distintos tejidos de ratas normales e intoxicadas con HCB

PORFIRINOGENOS (%)

ACTIVIDAD ENZIMATICA

nmoles de porfirinas

mg. de prot. x30 min.

TEJIDO TR e Desaparicidn AR | FORMACION AR
8-COOH |7-COOH |6-COOH | 5COOH |4-COOH | de Uro’gen (%) de Copro'gen | (%)
N 3842 2743 | 4*03 | 4203 | 27%2 056% 002 100 026+ 002 100
HIGADO HCB:a) 85 *1 10£1 | 5205 0 0 015001 * 27 0 0
bl| 75 % 1721 | 4205 | 205 | 205 0,14% 001 * 25 00150002 * | 6
N Lt %9 2945 | 515 | 4*15 | 1835 0,36+0,02 100 0] 0% 001 100
e HCB | 42 +8 31¢6 | 5215 | 515 | 17%6 039+003 108 012% 004 120
3 N 21 *1 231 | 4205 | 4*05 | 45%1 0262 001 100 015+ 001 100
i HCB | 49 %2 25 605 | 405 | 16%2 02 32001 + 89 0072* 0006 * | 48
GLANDULA N 385 | 27¢1 | 5%#1 | 51 | 25%4 1,422 025 100 2,39%025 100
DE HARDER HcB | 38#4 | 32%2 | 5%#1 | 41 | 21%4 4,31% 01 97 1,94% 025 81
N 4O £10 | 24%2 | 4¥15 | 4%15 | 28%g 048+003 100 022+ 001 100
ERITROCITOS g | 428 | 2323 | st05 | 5+05 | 25%6 049+003  |100 |  022¢002 100

= YU =
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tada en menor grado que la 2a., que lleva de Firia a producto
final Copro.

Como las experiencias se realizaron con ratas con severa
porfiria,en algunocs casos (Hfgado/HCB/a ) se encontré un 100%
de inhibicidén para la formacidén de producto final, lo cual in-
dicar{a una inhibicién total de esta etapa o de lo contrario po-
dfa ser que la cantidad de Copro formada fuese tan pequeﬁé que
no se detectaba. Para ver cual de las dos posibilidades era la
verdadera, se realizaron ensayos variando la cantidad de protef-
na empleada para la preparacidn enzimética de higado porfirico,
utilizando un valor semejante al empleado para el ensayo con
higado normal y el doble del mismo,

Los resultados se ven en la primer fila de la tabla VII ,
en donde comprobamos que cuando la cantidad empleada de las pre-
paraciones de log gnimales tratados es igual a la-de los-norma-__
les no hay formacidn de Copro, en cambio, cuando se duplica la
proteina empleada, se forma una pequefla cantidad de la misma
(2#) como asi también de los intermediarios de 5- y 6-COOH (6%
en total). En estos casos puede cuantificarse el decremento
de la actividad enzimdtica producida por la intoxicacién por
HCB que es de un 94% pera la 2da, etapa y de un 75% para la la,

como sSe observa en dicha tabla.
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En la 2a. fila de la tabla VII vemos 13 actividad PCL de
los sobrenadante de homogenato de bazos normales y de snimales
intoxicados y comprobamos quescontrariamente a 10 que era de es=
perar por la notable scumulacibn de porfirinas altamente carboxi=-
ladas, la actividad PCL no estd disminuida sino, por el contrario,
ligeramente aumentada , 1o cual se ve en ambas etapas de la des-
carboxilacidén del Uro'gen. |

Si bien la actividad de los bazos normales-fué menor que
la de los higados normales, el nivel de actividad fud bueno y
perfectamente dstectable.

En el rifidn, que era el 3er. tejido que acumulaba porfiri-
nas de 8- y 7-COOH por accidén del HCB, la actividad PCL estuvo
significativamente dismunuida,sobre todo la formacidén de Copro
para la cual p es < 0,001,siendo los porcentajes de inhibicidn
de 11 y 52% para la ler. y 2da. etapa respectivamente (tébla VII)
y pudiendo esto justificar la acumulacidn observada.

En cuanto a los dos dltimos tejidos, gldndula de Harder
y gldébulos rojos, que no presentaban un contenido porfirinico
distinto para las ratas intoxicadas frente a las normales, tampo-
co presentaron diferencias significativas al nivel p 0,05 en

cuanto a la actividad PCL (dos dltimas filas de la tabla VII).
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Cbservando los intermediarios de la reaccidn vemos que tan-
to con la enzima de ratas normales como porfiricaes el intermedia-
rio que mds se acumula es el Firia'gen; en tanto gque la propor=-
cién relativa de Hexa'gen respecto de Penta, fué igual en ratas
normales y mayor en porfiricas; indicando quizds que el paso de
Hexa a Penta se ve también afectado por el tratamiento con HCB,
La comparacién de los porcentajes de Copro en los dos sistemas
sugieren que el paso de Penta a Copro también estd afectado, yaz
que con la enzima proveniente de ratas intoxicadas con HCB se

llega a un porcentaje mucho menor de Copro.

- Actividad PCL hepdtica frente a los porfirindcenocs de la serie

isomérica I y III comparativamente.

Al comprobar que el higado era el drgano mds afectado
por la intoxicacién con HCB, se decidid estudiar el efecto de
esta droga sobre los distintos pasos de decarboxilacidén de los
porfirindgenos de la serie isomérica I, como asi también el efec-
to de la droga en funcidén del tiempo de intoxicacién, sobre va-
rias enzimas del camino metabbélico del hemo, a nivel hepdtice.
La medicidén de la actividad PCL sobre el Uro'gen I permitiria

determinar si la decarboxilacién de los porfirindgenos de la se-
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rie isomdrica I también se ve afectada por el tratamiento con
HCB y, en cago afirmativo, localizar el blogueo a lo largo del
proceso total. Estos resultados ayudarian a explicar el cuadro
quimico observado en porfiria cutanea tarda (PCT) humana, pues
como se puntualizd en la Introduccidén y se corrobora en varios
tépicos del presente trabajo, la porfiria experimental por HCB
es un buen modelo para su estudio,.

En la tabla VIII se ve que el tratamiento con HCB provoca un
decremento de la actividad PCL respecto de la normal de aproxi-
madamente un 80% y 94% para la ler. y 2da. etapa respectivamente,
tanto al usar Uro I como al usar Uro III como sustrato.

A nivel de actividades enzimdticas también se comprueba
que la velocidad de decarboxilacidn, en las condiciones de ensa-
yo, es mucho menor para el Uro'gen I que para el Uro'gen III.

Observando el % de porfirindgenos que guedén formados al
final de la incubacién se ve: i) que en la serie isomérica I,
tanto con la enzima normal como con la porfirica, queda una gran
cantidad de sustrato remanente, aproximadamente del mismo orden
de la Uro III remanente, usando enzima de ratas porfiricas; ii)
que en la serie III hay acumulacidn de Firia, y que dicha acu-

mulacién respecto de Hexa es aproximadamente igual para la enzima
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normal que para la porfirica; en tanto que para la serie iso-
mérica I, esta acumulacidn relativa respecto de Hexa, es algo
menor para la enzima normal y no existe para la porfirica; iii)
en cuanto a Penta' y Hexa'gen, siempre aparecen en pequeiio por-
centaje y la diferencia mds significativa es gque con la serie
isomérica III y enzima normal los dos aparecen en igual porcen-
taje, mientras que con la porfirica hay mayor cantidad de Hexa'
gen y respecto de la serie I, con ambas preparaciones enzimdti-
cas, hay una gran acumulacidén de Penta'®gen, siendo mds notoria
a nivel normal; iv) por dltimo, en cuanto a formacidén de produc-
to final, se corrobora lo dicho a nivel de actividad enzimdtica
0 sea que con la preparacidén proveniente de animales intoxica-
dos se produce una cantidad mucho menor de Copro, en ambas se=
ries isoméricas.

De lo expresado anteriormente podemos concluir que la de- -
carboxilacidén de los dos isdmeros en ratas normales difiere no
sélo en cuanto a la velocidad de reaccidén sino también en cuanto
al modo de acumulacidén de los intermediarios de reaccidn, que
como dijimos es distinto con los distintos isdémeros, y el efecto
del HCB a nivel de actividades enzimdticas series aproximadamen-

te el mismo en ambas series isoméricas, mientras que a nivel
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de intermediarios parecerfa que el HCB provoca un blogueo a ni-
vel de Hexa —<p Penta, en ambas series isoméricas, provocando
asi mayores acumulaciones del intermediario de 6-COOH frente al
de 5=-CO0H, no modificando las caracteristicas acumulaciones de

Firia para la serie III y Penta para la serie I.

EFECTO DEL HCB SOBRE LA DESCARBOXILACION DE LOS DISTINTOS POR-

FIRINOGENOS DE LA SERIE III, ANADIDOS A SATURACION EN EL MEDIO.

A los fines de ver si habfa diferencia en la respuesta
de la actividad PCL para los 4 pasos de la decarboxilacién to-
tal del Urofgen III, se realizaron ensayos usando los distintos
porfirindgenos involucrados en cada paso, y se variaron las cane
tidades empleadas para poder comparzar aguellos valores que se
considerd estaban a saturacidén. Los resultados se ven en la fig.
28 y en la tablas IX

En la fig. 28 vemos que entre 12-16 nmoles de porfirind
geno se logra la saturacidn para Uro, Hexa y Penta'gen, mientras
que con Firia'gen quizds se sature antes (8-10 nmoles). Los da-
tos correspondientes a animales porfiricos son mds imprecisos,
dado la baja actividad que presentan y la gran fluctuacidén de los

resultados cuando se emplean altas concentraciones de porfiri-
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Fig 28 Efecto de distintas concentraciones,en el medio de incubacion,
de los sustratos involucrados en el pasaje de Uro’gen a Copro’gen,

sobre la PCL hepatica de ratas

140 |

12,0

10,0

8,0

6,0

4,0

20

nmoles de porfirinas x 30 minutos

1 2 3 b4 5 6

nmoles de sustrato/ml.

Los detalles experimentales referentes al sistema y modo de incubacidn
estdn en la Tabla VII.La actividad se expresa como nmoles consumidos del
porfirindgeno usado como sustrato.lLas cuatro curvas superiores (fiquras
1Tenas)corresponden a los animales normales y las 4 inferiores (figuras
vacfas) a los animales porfiricos.
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négeno; a pesar de ello los grdficos avarentemente indicarfan
que los nmoles necesarios de Firia'gen para saturar a la enzi-
ma son menores que los nmoles necesarios de los restantes por-
firinégenos. Por otra parte, tanto con ratas normales como con
porfiricas se observa una menor velocidad de decarboxilacidn del
Firia'gen, respecto de Uro, Penta y Hexa'gen, siendo quizds la
velocidad de decarboxilacidén de este dltimo la mayor de todas.
En la tabla IX vemos los valores de actividad PCL para los
porfirinégenos con distinto ndmero de -COOH, correspondientes
a la serie IIT y los porcentajes de inhibicidén para cada paso
de la decarboxilacidén de Uro'gen hasta Copro'gen de la enzima
porfirica, calculados tomando como referencia los valores corres-
pondientes a la enzima normal. Vemos que, en todos los pasos, la
inhibicidén es de 83-86% para la primer decarboxilacién que su-
fre el porfirindgeno correspondiente y 89-90% para la aparicidén
del producto final (Copro) en todos los casos.

En cuanto al % de intermediarios al final de la incuba-
cidn, nuevemente esta tabla, pone de manifiesto que en la serie
isomérica III, cuando se usa Uro'gen comc sustrato hay acumula-
cién de Firia, en ftanto que los porcentajes de Hexa y Penta son

Pequelios e iguales; esto Ultimo tambidén se visualiza cuando el
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sustrato es Firia'gen., Con la preparacidén porfirica, se produ-
ce un desbalance entre Hexa y Penta, que favorece a la primera,
tanto al usar Uro'gen o Firia'gen como sustratos. Por otra par-
te, cuando se usaron cantidades saturantes de Hexa'gen o Penta'
gen como sustrato, el % de inhibicidén de la aectividad PCL de
la enzima porfirica frente a la normal, producido por HCB, del
rasaje de Hexa a Penta, fué ligeramente mayor que el de Penta
a Copro; esto justificaria ls mayor acumulscidn relativa de Hexa
frente a Penta, en los casos porfiricos.

Cuando el sustrato fué Uro'gen, se ve que el % relativo
de Copro y por ende su velocidad de formacidn, tanto para la
enzima normal como para la porfirica, fud muy bajo. Esto podria
estar indicando una inhibicidén por sustrato, a las sltas concen-
traciones usadas, necesarias para alcanzar ls saturacidén de la
ler. etapa, Esto fué confirmado por los datos presentes en la
siguiente figures, que fué construida en base a los valores de
los % relativos de Copro'gen formados al utilizar distintas con-
centraciones de Uro'gen, Aqui observamos que la Coprec formada

decrece a medida que aumenta la concentracidn del sustrato.
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EFECTO DEL HCB SOBRE EL CAMINO METABOLICO DEL HEMO.

El efecto del HCB sobre las distintas enzimas del camino
metabdélico del hemo a nivel hepdtico se realizd en conjuntc con
otros integrantes del equipo de la Dra. San Martin de Viale y
si bien aqui veremos los resultados obtenidos a nivel de PCL y
ferroquelatasa, que son parte de este trabajo de tesis, mencio-
naremos los resultados obtenidos por los restantes compsfiercs
de grupo, para tener una idea global de la situacidn, a nivel
enzimdtico.

Se estudib el efecto del HCB en funcidn del tiempo de in-
toxicacidén encontrando, como puede verse en la fig. 29 que la

PCL decrece su actividad progresivamente en funcidén de las se-



Fig 29

( % )

ACTIVIDAD RELATIVA

- 157 =
Efecto del HCB en funcidn del tiempo de intoxicacidn sobre las
actividades hepaticas PCL y Ferroquelatasa
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Los detalles experimentales.para medicién de PCL se dieron en 1a Tabla VII en
cuanto a la medicidn ferrocuelatasa se realizd en el sicuiente sistema de incu-
bacién: 100 nmoles de Proto, 200 nmoles de SO,Fe, 200 nmoles de succinato, 0,8 ml
de suspensién mitocondrial (10 mg) en un voluMen final de 3,2 ml, con buffer Tris-
CIH 500 mM, pH 8,2, E1 hemo formado fué determinado por el método del piridin-

hemocromégeno empleando Fet* y Proto como sustratos. En todos los casos las barras
representan los valores medios y las semirrectas el E.S.

0

=
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manas de intoxicacién, tanto para la la. como psra la 2a. etapa.
Es de destacar que ya a la primer semsna de tretamiento se obser-
va un decremento de la actividad, siendo la 2a. etapa la que se
ve mds afectada en todo momento alcanzando el valor mdximo de
disminucidén a las 8 semanas de tratamiento,

La fig. 29 a' es la imagen especular de la 29 a y se.rea-
1iz6 para poder vizualizar mejor hasta qué nivel puede llegar
el decremento de actividad en el higado de un animel intoxicado,
pues en caso de tomar al normal como 100%, el decremento sslo
podria llegar a ser igual a 100%, en cambio tomando al valor de
las ratas intoxicadas ccmo 100% y ver respecto de ese, cual es
el valor porcentual de las ratas control, las posibilidades no
tienen limite y as{ comprobamos que en casos graves de porfiria,
el valor PCL de un higado normal puede llegar a ser un 250% del
valor proveniente de una rata intoxicada. Aqui también inclui-
mos lo que sucede a nivel de aparicidn de producto final, o sea
formacidén de Copro, y nuevamente comprobamos que el efecto es
mucho mayor, del orden del 3.500 %, ya que a ese nivel el pro-
blema de no saturacidén es mayor.

En la misma figura (fig. 29) se graficen los resultados

Para actividad ferroquelatasa en funcidn del tiempo de tratami-
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ento con HCB. Asf se comprueba que, a diferencia de la PCL, la
ferroguelatasa aumenta su actividad por la droga y que dicho
incremento es progresivo con el tiempo a lo largo del perifodo
estudiado (11 semanas) encontrdndose un valor del 200% al final
del mismo, momento en que los animales presentaban un cuadro de
severa porfiria. Comparando los resultados agui mencionados con
los de las restantes enzimas estudiadas del camino metabdlico
del hemo: ALA-G; ALA-D y PBG-asa se comprobd gque frente a ellas
la PCL es la que ve afectada primero su actividad en funcién del
tiempo de intoxicecidn y ademds que es la uUnicaz que sufre un de=-
cremento con el tratamiento puesto gue, al igual gque ferroquela-
tasa, ALA-S, ALA-D y PBG-asa aumentan su actividad.

En la fig. 30 pueden verse la recopilacién de datos obte=
nidos para las actividades PCL hepdticas normales y de animales
intoxicadog, a nivel de sobrenadante de homogenato. All{ también
se corrobora gque los valores normales de actividades de la ler.
v 2da; etapa respectivamente, son del orden del 200 y 800%, en
promedio, respecto de la de un animel porfirico.

En la misma figura se ve que si bien los valores de activie
dad PCL caen dentro de un rango estrecho para los animales nor-

males, para los porfiricos no ocurre lo mismo, indicando que
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Fig 30 Actividad PCL de sobrenadante de homogenato de higado de ratas

normales y porfiricas por hexaclorobenceno (HCB)
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Los detalles de medicién PCL fueron presentados en la tabla VII.
Los circulos y tridngulos representan valores individuales y las
lineas discontinuas Tos valores medios y las 17neas punteadas
el E.S.

N: valores correspondientes a ratas normales. HCB valores corres-

pondientes a ratas con un severo cuadro de porfiria (tiempo de
tratamiento: 11 o mds semanas),
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existe distinta sensibilidad en la respuesta enzimdtica de los
animales individuales a la droga puesto que estos datos fueron

obtenidos de ratas muy porfiricas, que tenisn 11 o mds semanas

de tratamiento.

INVESTIGACIONES SOBRE LA EXISTENCIA DE UN POSIBLE INHIBIDOR DE

LA PCL EN HIGADO DE RATAS PORFIRICAS POR HCB.

Deseando investigar si el decremento de la PCL hepdtica
era debido a la accidén de un inhibidor enzimdtico presente‘en
los higados de las ratas porfiricess por HCB y en caso de serlo,
si se trataba del HCB mismo o un metabolito tal como el PCF u
otros compuestos relacionados, se planearon una serie de eXperi-

mentos.

- Ensayos cruzados y de calentamiento.

En primer lugar se llevaron a cabo estudios de calenta-
miento y ensayos cruzados. Para ello se probd el efecto de una
preparacidén enzimdtica proveniente del higado de un animal por-
firico, desproteinizado por calentamiento durante 5 min. a 100°C,
sobre la actividad PCL de un higado normal y los resultados ob-
tenidos se compararon tanto con la actividad del mismo higado

normal, como con la actividad del higado normal en presencia gde
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un desproteinizado proveniente del higado normal. Ademds se rea=-
lizaron los controles correspondientes midiendo la actividad en-
zimdtica de los desproteinizados por calentamiento (&N y &P)
para asegurar que la desnaturalizaecidn habf{a sido efectiva. Losg
resultados obtenidos con el desproteinizado total o un sobrena-
dante del mismo se ven en la tabla X. All{ vemos que decrementos
del 23 y 52% fueron obtenidos para el primer y segundo paso de
la decarboxilacidén respectivamente, cuando preparaciones calen-
tadas totales provenientes de higados porfiricos fueron adicio-
nadas como tales 2 una normal, Aproximadamente el mismo efecto
fué observado cuando el sobrenadante de centrifugacidn por 5 min.
a 900 xg después de desproteinizar (o sea la fraccidn soluble),
fué utilizado como preparacidn calentada. Puede verse también
que los controles ©N y €P no exhibieron actividad PCL, es.decir
que la desnaturalizacidn por calentamiento fud efectiva provo-
cando un 100% de inhibicién. Los decrementos mencionados(efecto
"in vitro" del HCB)son menores gue los calculados cusndo la ac~-
tividad de animales porfiricos se compara directamente con la
del normal(efecto "in vivo"),pues como vemos en la segunda fila

tales decrementos son del 40 y 96 %, para el primer y segundo

paso, respectivamente.



TABLA X Efecto de preparaciones de higado desproteinizadas por calentamiento sobre la actividad PCL
de higado de ratas normales

ACTIVIDADES ENZIMATICAS
PREPARACION DE o ,
PREPARACION Desaparicion de Uro’gen Formacion de Copro”gen
HIGADO DESPROTEINIZADA
nmoles de nmoles de
BV POR CALENTAMIENTO porfirinas/ Inhibicion porfirinas/ Inhibicion
mg. de prot. ( % ) mgqg. de prot. ( % )
x 30 min. X 30 min.
NORMAL e 0,62 0,27
PORFIRICO — 0,25 40 0,01 96
S N, 0,59 5 0,24 11
NORMAL SOBRENADANTE
& B 0,52 16 015 L
S N 0,61 2 0,25 7
TOTAL
P 0,48 23 0,13 52
© N 0 100 0 100
BLANCOS
B P 0 100 0 100

ET medio de incubacidn para PCL fué detallado en Ta Tabla VII N vy P: sobrenadante de 11,000 xq por 20 min,, de

homogenato de hicados de ratas normales y porfiricas, respectivamente N y eP:sobrenadante de homogenato de hi-
gado normal{N} y porfirico(P) filtrado a través de Sephadex G-25, calentado a 100°C por 5 min.eNg y P 1a mis-

ma preparacion centrifugada a 900 xg por 5 min,(descartando el precipitado),Los valores son el promedio de los
resultados obtenidos en dos experimentos, en los que se usaron dos ratas de cada lote
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Los resultados, obtenidos hasta aquf, indicarfen la pre-
sencia, en el hfgado de animales intoxicados con HCB, de una
sustancia termoestable capaz de disminuir la actividad PCL he=
pdtica de animales normales, pero no en el mismo grado en gue
lo hacé el HCB cuando se administra "in vivo", por lo tanto
otras causas deben modificarla, por ejemplo uns alteracién en
la estructura proteica o en el mecanismo de sintesis de la pro-
tefna enzimdtica, Aunque tampoco pedfa descartarse la posibili-
dad de que el tratamiento térmico hubiese restado efectividad
a la sustancia en cuestién. Por ello se realizaron también los
correspaondientes ensayos cruzados incubandoc juntas la prepara-
cidn proveniente de animales normales con la de animales intoxi-
cados, ambas pasadas previamente a través de Sephadex G=25.

Una vez obtenidos los resultados individuales se compara=-
ron con los cruzados de la siguiente manera: Se sumaron la mi-
tad de los nmoles cbtenidos con 2 ml de la preparacidén normal
mds la mitad de los nmoles obtenidos con la preparacién porfi-
rica y el valor resultante se divididé por la semisuma de los
mg. de proteinas empleados en cada determinacidn; esto es lo que
se 1llamé "valor tedrico". Mientras que el valor experimental se

logrd incubsndo 1 ml de cada preparacidn y realizando los cdl=
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culos en la forma habitual.

En caso de que la preparacién porfirica tuviese un inhibidor
de la actividad de la normal,cabria esperar que el valor experi-
mental fuese menor que el tedrico,2 no ser que el probable decre-
mento provocado por la preparacidn porfirica sobre la normal se
viese compensado por un concomitante incremento de la actividad
de la preparacidén porfirica, al ser separada en parte del inhibi-
dor.

Como vemos en la tabla XI los resultados tedricos no'difi—
rieron mayormente de los experimentales o sea que la preparacidn
de la enzima porfirica no afecte significativamente la actividad
normal pudiendo no obstante tener vigencia la \ltima hipdtesis
planteada.

Se podria pensar también que el pasaje a través de Sepha-
dex G-25, que se aplicéd a ambas preparaciones afectd la activi-
dad de las mismas, por ejemplo separando un inhibidor de la por-
firica o un activador de la normal, impidiendo por esta causa
encontrar los resultados esperados. Pero cabe recordar agui que
este tratamiento no afecta la actividad de una preparacidén nor-
mal, como lo demuestran los resultados presentes en la tabla VI

Y en cuanto a la preparacién porfirica, evidentemente no se vié



TABLA XI Efecto del agregado de una preparacidn enzimatica proveniente del higado de ratas porfiricas

sobre la actividad PCL hepatica de ratas normales.

P REPARACION

ACTIVIDADES ENZIMATICAS

ENZIMATICA Desaparicidn de Uro’gen Formacion de Copro’gen
e RS ey alor
NORMAL PORFIRICO 30 o re;l:z:;m meles 0 },E:_jt'x rilsf;vo
2 — 58 059 38 039
_ 2 1,7 022 014 0018
1 1 5,2 060 136 22 025 109
VALOR TEORICO 38 044 20 0,23

N y P: sobrenadante de 11,000 xg por 20 min., de homogenato de higado de ratas normales y porfiricas respectivamente.
Los detalles experimentales de medicién de PCL se dan en la Tabla VII, Los valores son el promedio de los resultados
obtenidos en dos experiencias, en las cuales se usaron 2 ratas de cada lote,

» pasado a través de Sephadex G—25

- 99T -
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separada de ningin inhibidor por el pasaje a través de Sephadex
G-25, ya que de haber sido asi tendria gque haberse encontrado
un notable incremento en su actividad y como ge ve en la 2a,
fila de la +tabla XI (P/2 ml) la inhibicidén final es de casi el
100% (valor relativo de la preparacién porfirica respecto de la
normal 0,05).

Estos resultados se cumplen en todos los pasos de la de-
carboxilacidn del Uro'gen a Copre'gen, ya que los valores rela=-

tivos para los tres pasos intermedios no difieren mayormente

de 100.

- Efecto "in wvitro" del HCB y varios compuestos relacionados.

En segundo lugar se quiso investigar si el inhibidor en
cuestidn era el HCB o 2lgun metabolito suyo. Para ello se reali-
zaron los correspondientes ensayos "in vitro", con HCB, PCF y
otros compuestos relacionados; ftendientes ademds a ver si exis-
ti{a una relacién entre la estructura de las sustancias probadas
y su efecto inhibitorio. Los resultados se ven en la tabla XII.
Las drogas fueron ensayadas a una concentracidn 10-3M, en la
mezcla de incubacidn y en varios casos también a ID-EM, para
tratar de encontrar mayores diferencias entre las respuestas

de los isdmeros de un mismo compuesto. Las drogas fueron ordena-
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cont. TABLA XII

DROGAS 8COOH 7-COOH &COOH 5COOH  4-COOH Sjsjfs,”;:” ol rg;iff e e
24-diclorofenol 103 41 32 5 5 17 0,53 15 015 Li
25-diclorofenol 109 43 30 5 5 17 0,51 18 015 44

104 62 28 3 2 5 0,34 45 005 81
26-diclorofenol 109 42 32 5 l 17 052 16 015 4Lt
109 52 31 b 4 9 0,43 31 0081 70
p-monoclorofenol 103 40 34 5 5 16 0,54 13 014 48
o-monoclorofenol 109 47 33 A 3 13 048 23 0,12 56
m-monoclorofenol 109 47 33 A A 12 048 23 011 59
245-triclorofenol 109 51 v 6 l 12 046 26 011 59
102 54 34 L 2 6 041 34 0,054 80
245-triclorofenol 10°| 59 24 5 3 9 037 40 0081 70
102 74 22 2 | i 023 63 0009 97
2346-tetraclorofenol  10°| 67 22 A 2 5 0,30 52 0,046 83
102 91 b 2 1 2 008 87 0,018 93
24 ~dinitrofenol 107 62 27 L 2 5 0,34 45 0,042 84
pentaclorofenol 103 69 23 3 2 3 0,28 55 0,027 90
102 o ’ 2 1 2 0,08 87 0,018 93

|99T -

Las drogas fueron incorporadas en 0,04-0,4 m]1 de benceno, que fué evaporado antes de Ja adicion de los componentes de la mezcla

de incubacidn detallados en Ta Tabla VII, Los valores son el promedio de los resultados obtenidos en 2 a 3 experimentos, en 1os
cuales se utilizaron 2 ratas.
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das en orden creciente de efectividad para decrecer la activi-
dad PCL. Asf las 6 primeras a 10-3M, no tuvieron efecto o sélo
afectaron ligeramente dicha actividad mientrass que a partir del
fenol, el efecto fué cada vez mds acentuado. Los resultados ob-

tenidos a 10™°M fueron en todos los casos mayores que a 10™3

M!
pero en el caso de distintos isdmeros de un mismo compuesto,
las diferencias en las respuestas se mantuvieron.

Otra observacidén importante que podemos hacer en esta ta-
bla es que aquellas drogas que muestran un notsble o gran efec-
to inhibitorio sobre la PCL, modifican la relacidén del porfiri-
ndgeno de 6-COOH al de 5-COOH, que es 1l:1 para el caso control
Y pasa a 2:1 en estos ensayos, a2l igual gque 1o que sucede cuando
se realiza el ensayo de actividad con una enzima proveniente de
animales intoxicados. En estos ensayos también se observa un
gran decremento en el porcentaje del porfirindgeno de 4-COOH,

En la fig. 31 podemos analizar la relacién entre la estruc-
tura de los compuestos ensayados y su efecto inhibitorio, ya que
las barras representan las actividades relativas porciento del
control para los compuestos cuya estructura se encuentra a la

derecha de las mismas. All{f vemos que i) E1 HCB no tuvo efecto

sobre la actividad PCL mientras que el PCF, fud la mds efectiva



Fig 3! Relacidn estructura efecto inhibitorio de varios compuestos
arométicos sobre la actividad PCL de ratas normales
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de las drogas ensayadas; ii) Las drogas que exhibieron efecto
inhibitorio fueron fenoles, mientras que las no fendlicas no
afectaron la actividad PCL, excepto el p=-nitrofenol, pero po-
dria deberse al efecto de la posicidn opuesta de los sustitu-
yentes; iii) Los grupos Cl parecen incrementar el efecto inhi-
bitorio del fenol no existiendo una correlacidén estricta entre
el numero de cloros y el poder inhibitorio, aungque los compues-—
tos con mayor nidmero de cloros, tales como el PCF y tetracloro-
fenol fueron los inhibidores mds poderosos.

Tampoco se encontrdé una relacidn entre la acidez y el po-
der inhibitorio de estas drogas, ya que por ejemplo el dinitro-
fenol y el dcido benzoico tienen un pKaE: 4,0 y sus efectos son
muy diferentes. Sin embargo con los clorofenoles parsce existir
una relacidn inversa entre PK, ¥ el poder inhibitorio, ya que
cuando el nimero de cloros sobre el anillo bencdriico se incre-
menta, el pK, decrece y el efecto inhibitorio aumenta.O sea
que, el grupo fendlico tisne poder inhibitorio, que es incre-
mentado por la presencia de grupos electrofflicos gque hacen al
OH mds disociable y cargado negativamente al pH de la incubacidén

enzimdtica.
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- E1 PCF como probable inhibidor.

Dado que el PCF, un compuesto que estd entre los prime-
ros metabolitos en el camino de la degradacidén del HCB, fué el
mds potente inhibidor de la enzima, resultd interesante encone
trar la dosis limite por debajo de la cual el PCF no fuera efec~-
tivo y poder analizar asi su posible implicancia en el desarro-
llo de la porfiria por HCB. Los résultados se ven en 1la fig.32,
en la cual la linea superior representa la actividad para la
primer etapa y la inferior la actividad para 1la 2da., los .va-
lores sobre la ordenada son 1los correspondientes a la enzima

: - ) -2
normal sin adicidén. Como puede verse a concentraciones de 10

3

y 107 M el PCF posee un fuerte poder inhibitorio de la activi-

dad PCL, siendo mds leve aunque avn significativa la disminu-

cidn que provoca a 10~4 M, mientras que & 107

M no presentd
efecto inhibitorio, o sea que si el PCF fuese dipectamenfé res-
ponsable del decremento de PCL en porfiria por HCB, la concen-
tracién de PCF originada por metabolizacidén del HCB y presente

5

en el higado deberfa ser mayor que 10~ M,

LOCALIZACION SUBCELULAR.

Dado que los resultados expuestos hasta el momento indi-

caban que, ademds de la existencia en el higado de animales in-
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Fig 32 Efecto de diferentes concentraciones de PCF sobre la PCL de

higado de ratas normales
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toxicados con HCB de un inhibidor de la PCL, debia existir otro
factor que disminuyera su actividad, se decidid purificar la
enzima, para luego realizar estudios comparativos de algunas
propiedades de la enzima proveniente de animales intoxicadosg
respecto de las de normales.

En primer lugar se procedid a determinar la localizacidn
subcelular de la PCL en higados nbrmales y de animales porfiri-
cos, ya que si bien se conocia su ubicacidén en los normales,
podrfa existir alguna diferencia significativa_en_los porfiri-
cos. Los resultados estdn presentes en la tabla XIII en la cual
se comprueba que, para ambos sistemas, la aectividad PCL hepd-
tica estd concentrada principalmente en la fraccién citoplasmé-
tica, no existiendo mayores diferencias entre las actividades
de los sobrenadantes a 11.000 xg y 105.000 xg; lo cual estd de
acuerdo con el hecho de que los microsomas poseen muy poca ac—
tividad como asf{ también las mitocondrias tampoco presentaron
una apreciable actividad y tanto en unas como en otras las uni-
dades totales solo representaron, en promedio, un 5% de la ac-
tividad total de los respectivos sobrenadantes, por lo que se
pensé que la actividad detectada probablemente se debia a con-

taminacidén con dichos sobrenadantes (tabla XIII).



TABLA XIII Localizacidn subcelular de la PCL hepatica de rata

VOL. | ACT. ENZIMATICA
FRACCION oty nmoles de porf.
mg. de prot.x 30min.

N 0,75 0,401
HOMOGENATO

HCB 0,75 0252

N 1,0 0548
SOBRENADANTE 900 x g - '

HCB 1,0 0254

N 1.0 0632
SOBRENADANTE 11.000 x

° HCB 10 0257

N 1,0 0655
SOBRENADANTE 105000 x g

HCB 10 0272

N 15 0122 (4)
MITOCONDRIAS

HCB 15 0,085 (g

N 1 0200 (2)
MICROSOMAS <

HCB 15 0138 (8)

La actividad PCL se determind segin se detalla en la Tabla VII. Las siguientes prepara-
ciones (tanto normales como porfiricas) fueron pasadas a través de columnas de Sephadex
6G-25, previamente equilibradas con el buffer de incubacién: homogenato, sobrenadante de
900 xg, 11.000 xg y 105.000 xg, mitocondrias y microsomas. Los eluidos respectivos se
reunieron separadamente y fueron utilizados como preparacién enzimatica,utilizando de ca-
da uno de ellos los ml, indicados en la tabla.La actividad enzimdtica representa la ler.
etapa de la decarboxilacidn del Uro'gen (7-+6-+5-+4-CO0H).Los nimeros entre paréntesis
que figuran para mitocondrias y microsomas indican que % representa su actividad total
respecto de la correspondiente al sobrenadante de las centrifucaciones respectivas

(11.000 xg y 105.000 xa).
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PURIFICACION HASTA GEL DE FOSFATO.

- Fraccionamiento salino.

Luego se empled el método de purificecidn mediante frac-
cionamiento salino, para ello se probaron distintos rangos de
saturacidén con SO4(NH4)2, encontrdndose que el Sptimo estaba
entre 35 y 70% de saturacidén para. los sobrenadantes provenien-
tes de ambos lotes de animales si bien en el precipitado 0-35%
se pierde mds enzima porfirica que normal, pero se conservd el
rango para hacer los dos sistemas mds comparables. Los reéulﬁa-

dos estan en la tabla XIV.

- Adsorcidn sobre gel de fosfato en batch.

En la misma tabla (tabla XIV) pueden visualizarse los
resultados del siguiente paso de purificacidn, que consistid
en un tratamiento con gel de fosfato. Para ello seldisolfieron
los precipitados en buffer fosfato de potasio 0,005 M y se tra-
taron con gel de fosfato en batch (relacidén proteina: gel, 1:2,
p/p) habiéndolos desalado previemente por pasaje a travds de
columnas de Sephadex G-25, equilibradas con el mismo buffer. La
desorcidén se realizd con pequefias alfcuotas. Sabiendo los mg.

de proteinas que contenfa la preparacidén, ya que habfan sido



TABLA XIV Fraccionamiento salino y absorcidn sobre gel de fosfato de calcio

" PROTEINAS ACTIVIDAD ACTIVIDAD Rto.
oAens LB ST corLEs TOTAL ESPECIFICA (%)
PURIFICACION ratas (mg) (unidades) unidades )

mg. prot.x30min.

N 945 596 063 100
SOBRENADANTE 11000xg

HCB 1150 340 030 100
PRECIPITADO SG{NH,), N 50 14 0,28 23
0-35% de saturacién HCB 321 60 019 175 'L

~J
~3
PRECIPITADO SO{NH,), N 265 24,8 094 42 |
35-70% de saturacidn HCB 289 16 040 34
PRECIPITADO SO(NH,), N "2 17 015 29
70-80% de saturacidn HCB 67 10 015 3.0

N 77 197 256 33
GEL DE FOSFATO

HCB 30 34 113 10

Los eluides de gel de fosfato, PEAE-celulosa y Sephadex G-100 fueron utilizados en el dia o prec1p1tados como

SO \NHQ)Z, guardados a -20°C y desalados por Sephadex G-25 antes de su uso,

Las restantes preparaciones tambjén

fuéron pasadas a través de Sephadex G-25. Los detalles de las determinaciones estdn presentes en la Tabla VII.
La unidad enzimdatica: es la cantidad de enzima ocue cataliza l1a conversién de 1 nmol de Uro'gen/mg de protx 30min.
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determinados por medio de las lecturas de absorbancia a 260 y 280
nm para calcular los mg., de gel a utilizar, en general se usé
una relacidén mg. protefina: ml totales de elucidn igual a 20,
dicho volumen se distribufa en 5 alficuotas de volumen decrecien-
te para los sucesivos pasos de elucién de buffer fosfato 0,067 M,
mediante tratamiento en batch y posterior centrifugascidén. E1
pool de todos los extractos obtenidos se utilizd como fuente
enzimdtica o en algunas oportunidades se concentré por precipi-
tacidén con 804(NH4)2 al 75% de saturacidén y se guardé a =209C
hasta su uso (generalmente por 24hs.).

De los resultados obtenidos vemos que el tratamiento es
efectivo con ambas preperacicnes enzimdticas (normal y porfiri-
ca) ya que si comparamos las actividades especificas de las en-
zimas en esta etapa de la purificacidén respecto de las agtivi—
dades que presehtaron los sobrenadantes correspondientes, vemos
que se purifican 4,1 y 3,8 veces respectivamente, mientras que
si las comparamos con las actividades de las preparaciones del
paso inmediatamente anterior (precipitadoes 804(NH4)2 35-70% set.)
se purifican 2,7 y 2,8 veces respectivamente. Desde el punto
de vista del rendimiento el procedimiento es mucho mds satisfac-

torio pera la preparacidén normal, ya gque nuevamente compardn-
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dolo con el pago inmediato anterior la preparacidén normal retiene
un 79% de actividad, en tanto que la porfirica sélo un 30%.

Jia fig. 33 representa los valores obtenidos para la deter=-
minacidén de la actividad PCL proveniente de higados normales
(datos de la izquierda) e higados porfiricos (datos de la dere-
cha) a nivel de gel de fosfato. Los signos superiores cor;espon—
den a la decarboxilacién del Uro'gen y los inferiores a la for-
macidén de Copro'gen. Las lineas de puntos representan los velo-
res promedic para cada actividad enzimdtica en cuestidn.

Como vemos a pesar de haber aplicado wvarios pasos de pu=
rificacidén hasta este momento, se siguen manteniendo las dife-
rencias de actividad entre las preparaciones normales y las pore-
firicas, inclusive con el mismo porcentaje de inhibicidn para
la ler. etapa (comparando con la actividad en sobrenadanye de
homogenato) que con ambas preparaciones es aproximadamente un
50% y con sélo una ligera diferencia en la 2da. etapa (88% para
sobrenadante contra T4% para gel de fosfato) que dada las fluc-
tuaciones de los datos correspondientes a los animales porfiri-

cos, no seria significativa.
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Fig 33 Actividad PCL de higado de ratas normales e intoxicadas con HCB
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Los signos representan valores individuales y las lineas pun-
teadas los valores medios N: valores correspondientes a ratas
normales, HCB: corresponden a ratas con severa porfiria. Los
detalles experimentales estdn en la tabla VII. La preparacion
enzimdtica utilizada fue el "pool" de los eluidos del gel de
fosfato (volumen total aprox. 10 ml).
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CONDICIONES DE INCUBACION.

- Condiciones generales.

Llegado este punto de la purificacidn se decidid ajus=
tar las dondiciones de incubacidbn, especialmente para ver si
exist{an requerimientos distintos para ambos sistemas (normal
y porfirico). Cabe agqui recordar que el medio de incubacién
empleado hasta el momento contenfa EDTA 0,1 mM, GSH 1 mM y la
reaccidén se llevaba a cabo en medio anaerdbico (ensayo control).
Aqui se probd el efecto de la exclusidén de EDTA, la excluéién
de GSH, la inclusidn de GSH a una concentracidn 4 veces mayor
que la empleada en el ensayo control y la inclusidén de oxigeno
en el medio (aerobiosis). Los resultados presentes en la tabla
XV nos muestran que la ausencia de EDTA no modifice la activi-
dad de niﬁguna de las dos preparaciones enzimdticas mientras
que la aerobicsis las disminuye & ambas.

En cuanto al GSH provocé respuestas diversas: asi la ex-
clusidn de GSH del medio provocd disminucidn de la actividad
de la enzima normal y aumento de la proveniente de animales por-
firicos. También en el caso de incluir en el medio una concen-

tracidén 4 veces mayor que la del control la respuesta es seme=-
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TABLA XV Influencia de los distintos componentes de la mezcla de incubacidn

en la determinacidon de la actividad PCL

ACTIVIDAD ENZIMATICA

DESAPARICION , APARICION DE
ENSAYO DE URO'GEN COPRO’GEN

nmoles de porfirinas AR nmoles de porfirinas AR
mg. de prot. x 30 min. (%) mg. de prot. x 30 min. (%)

N 2440 100 0,68 100
CONTROL
HCB 1,00 100 013 100
N 2,45 102 0,70 103
Sin EDTA
HCB 100 100 013 100
N 2,00 83 0,50 74
Sin GSH
HCB 181 131 021 162
N 220 92 0,70 103
GSH 4mM
HCB 123 123 017 131
N 1,30 54 048 71
AEROBIQSIS
HCB 0,71 71 010 17

E1 ensayo control se realizé segdn las condiciones "standard" en un medio que contenia_
buffer fosfato de potasio 0,067M pH 7, GSH TmM, EDTA 0,1mM, Uro'gen III 2,2 yM, en un
volumen total de 4 ml.la incubacidn se realizé anaerdbicamente en oscuridad, con agita-
cion mecanica a 37°C. Los productos de reaccidn se determinaron seqiin se detalla en la

Tabla VII. En los restantes ensayos, se trabajo en idéntica forma, salvo las modifica-
ciones expresadas en cada caso,
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Jante, es decir la normal disminuye y la "porfirica" aumenta,
come si a la dosis control existieran un mdximo y un minimo

para la actividad normal y porfirica respectivemente.

- Efecto del GSH.

Para verificar esta probabilidad se programé una expe-
riencia a distintas concentraciones de GSH; los resultados pue-
den verse en la fig. 34, en la que comprobamos que en realidad
ambas enzimas presentan un minimo, aunque no demasiado signifi-
cativo, por lo que se decidid seguir trabajando a 1 mM, para

mejor comparacidén con los resultados previos.

- Efecto del pH.

También se estudid el pH éptimo, a este nivel de puri-
ficacidn, encontrando, como se ve en la fig. 35 que su valor es
aproximadamente 6,8, tanto para la enzime normal como parakla
porfirica conm un ligero corrimiento del pico para la la. etapa

de la enzima normal hacia valores mds altos.

- Efecto de la temperatura de incubacidn,

La fig. 36 presenta los resultados de los nmoles for-

mados en funcidn de la temperatura de incubacidn. A11{ se ve
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que la actividad, tanto de la enzima normal como la proveniente
de animales porfiricos, aumenta casi linealmente con la tempera-
tura de incubacidn, en el rango de 28 a 50°C; de 50 a 60°C decae
la pendiente y luego de 60 a T4°C se hace negativa al decaer
abruptamente la actividad. Estos hechos se presentan tanto en la
la. etapa (desaparicidén de Uro) pepresentada por las dos curvas
superiores, como para el paso final de la 2a. etapa (aparieidn

de Copro) representada por las dos curvas inferiores.

PROPIEDADES.

Una vez fijadas las condiciones de incubacidn, se proce-

didé a estudiar algunas propiedades en forma comparativa.

- Efectc de saleg, agentes guelantes y otro protector de grupos

sulfhidrilos.

En la tabla XVI estén presentes los resultados obteni-
dos al probar "in vitro" el efecto que producian sobre la acti-
vidad PCL: i) distintes concentraciones de ClNa, ii) dos agen-
tes quelantes: el dietilditiocarbamato de sodio (DTC) y el piro=-
fosfato de sodio (PPNa), iii) el reemplazo del GSH por otro

agente protector de grupos sulfhidrilos: el ditiotreitol (DIT)



- 186 -

TABLA XVI Respuesta de la PCL hepatica de ratas ante distintos agregados

al medio de incubacidn

ACTIVIDAD ENZIMATICA

DESAPARICION APARICION DE
v COPRO’GE
AGREGADO (mM) DE URO'GEN O"GEN

nmoles porfirinas AR nmoles porfirinas AR
mg prot x 30 min (%) mg prot x 30 min (%)

N 2,14 100 055 100

CONTROL —
HCB 0,99 100 012 100
N 2,30 107 0,51 93

Cl Na 100
HCB 101 102 0,11 92
N 2,25 105 046 8L

ClNa 200
HCB 101 102 0,10 83
N 2,07 97 053 96

DTT

1 HCB 085 86 010 83
N 152 71 0,33 60

DTC 1
HCB 0,71 72 0,08 67
N 2,05 96 0,51 93

PPN 1
: HCB 0,85 86 010 83

Las actividades enzimdticas se determinaron segln se detalla en la Tabla VII.
Las drogas fueron disueltas en agua, antes de agregarlas al medio de incubacidn.

Los resultados son el promedio de dos experiencias, en las aue se trabajaron 2
animales de cada lote. ‘
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Como puede verse alli: i) la sal sddica 100 mM no afecta
mayormente la reaccidn en tento que a2 200 mM si bien no afects
la ler. etapa, produce un decremento de 17 y14% respectivamente
para la enzima normal y porfiricadslavelocidad de formacidn de
Copro, con ambas preparaciones enzimdtices; ii) el protector
de grupos sulfhidrilos afecta ligeramente las dos etapas en
ambos cagos; 1ii) uno de los agentes quelantes el PPNa disminu-
ye tambidn ligeramente ambas etapas en tanto que el DIC, a la
misma concentracidén que el PPNa, presentd mayor efecto y ademds,
en presencia de la enzima normal, afectd algo mds a la 2a. eta-
Pa que a la laj no siendo significativa la diferencia encontra=-
da en la respuesta de la preparacidén porfirica frente a 1la nor-

mal en lcs tres casos anteriores.

- Deteccidn de grupos fotooxidables en el centro setivo.

Se estudid también el efecto de la fotooxidacidn sobre
la actividad PCL a los fines de investigar si histidina, tiro-
sina o triptofano, jugaban un papel importante en la catdlisis
enzimdtica de esta reaccidén y si habia diferencias estructurs-
les entre las enzimas provenientes de animales normales Y por-

firicos por HCB. Para ello se ensayé "in vitro" el efecto de la
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luz (100 vatios) sobre la preparacidn enzimdtica en presencia
de alguno de los siguientes colorantes, azul de metileno o Ro=-
sa de Bengala y luego se midid la actividad enzimdtica agregan-
do los restantes componentes del medio de incubacidén. Los con=
troles fueron preparados de igual manera, pero mantenidos cons-
tantemente en oscuridad. Los resultados pueden verse en la fig,
37. La fig. 37 (a) representa los valores obtenidos en la.ex-
pPeriencia con Azul de Metileno y la 37 (b) los correspondientes
a Rosa de Bengala., En cads una de ellas las 8 primeras barras
pertenecen a los ensayos realizados con enzima normal y las 8
segundas & la preparacidn porf{irica. Dentro de ellas, como se
ve en abscisas, estdn representadas las distintas concentracio-
nes de colorante probadas, Q para las dos primeras, 0,003 para
las dos segundas, 0,005 para las dos terceres y 0,01 las dltimas,
Yy dentro de cada par citado la barra de la izquisrda repfesen— )
ta el control, es decir la experiencia realizadas totalmente en
oscuridad, mientras que la de la derecha represents aguellos
ensayos en 1los que se ilumindé la enzima en presencia del colo=-
rante y luego se realizé la incubacidn.

Comparando los ensayos en presencia de Azul de Metileno

puede verse que la respuesta de la preparacidén normal es seme-
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i0 ividad PCL
Fig 37 Efecto de la fotooxidacion sobre la activida
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jante a la porfirica, ya que en ambos casos no se encontrd di=
ferencia significativa en la actividad PCL exhibida por los en-
gsayos realizados en oscuridad frente a los luminosos, a ninguna
de las dosis probades pero, también en ambos cssos, se ve un
ligero decremento de la actividad, tanto de los ensayos con luz
o en oscuridad, a medida que aumenta la dosis del colorante,
como si el colorante en si tuviese efecto inhibitorio.

En cuanto a los ensayos con Rosa de Bengala tampoco arro=-
jaron diferencias significativas en cuanto al comportamiento
de ambas enzimas en luz u oscuridad. En este caso no se obser-
vé tampoco efecto dependiente de la dosis del colorante emplea-
do, ya que la actividad permanecid aproximadamente constante a
todas las dosis empleadas, a diferencia de lo que ocurrid con

azul de metilgno.

- Estabilidad tdrmica.

Finalmente se realizaron ensayos de precalentamiento
de la enzima, a 60°C por 3 min. y los resultados estdn grafica-
dos en la fig., 38. Las cuatro primeras barras corresponden a la
preparacién normal y representan el valor de actividad corres-

pondiente a la ler. etapa (U—F) y a los 3 pasos de la 2a. eta-
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Fig 38 Efecto del precalentamiento a 602C por 5 min
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Los nimeros entre paréntesis representan el decremento % producido por el precalen-
tamiento, sobre la actividad de cada paso de la decarboxilacién del Uro'gen, con
enzima normal (izquierda) o porfirica (derecha). Las barras representan la actividad
PCL, promedio de 2 experiencias, medidas segln se indicé en la fig. 33.
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=i

actividad remanente.
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pra (F—>H, H—>P, P—>C), consecutivamente. Igual significado
tienen lag cuatro barras siguientes, que corresponden a la pre-
paracidén proveniente de un hfgado porf{rico. En cada barra la
superficie total representa la actividad correspondiente a 1la
preparacidn sin precalentar, mientras que la fraceién superior
representa el decremento producido por el precalentamiento de
la enzima y la fraccidn inferior la actividad remanente., El
nimero que aparece en la fraceidn superior cuantifica el % de
inhibicidn y muestra claramente éue el efecto es mucho mayor
para la enzima normal que para 1a porfirica y que en ambos ca=-

sog todos los pasos se ven afectados.

~ Egfabilidad al almacenamiento.

En la tabla XVII se puede comparar la estabilidad al
almacenamiento que exhibieron las preparaciones normales y
"porfiricas" en distintas etapas de su purificacidn.

Los sobrenadantes y precipitados fueron guardados como
tales, en tanto que los elufdos del gel de fosfato fueron pre=
cipitados en el rango 0-=75% de saturacién con 804(NH4)2, se
decantd el sobrenadante y se gunardé el precipitado hasta su

uso.
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TABLA XVII Estabilidad al almacenamiento
TIEMPO DE ACTIVIDAD
PREPARACION
ALMACENAMIENTO ENZIMATICA
ENZIMATICA nmoles Uro’gen AR

( semanas )

mg. prot.x30min. (%)

SOBRENADANTE 11000xg N — 0,57 100
1 0,50 88

6 0,41 72

HCB — 0,38 100

1 0,30 79

6 0,25 66

PRECIPITADO SONH,), N = 116 100
35-70% de saturacion 1 116 100
6 115 99

24 120 103

HCB — 0,60 100

1 0,60 100

6 059 98

24 0,61 102

GEL DE FOSFATO N - 317 100
1 258 81

6 2,50 79

HCB - 148 100

1 115 78

6 109 74

El sistema de incubacién se detalla en la Tabla VII. Todas las preparaciones enzimiticas

fueron conservadas a -20°C, hasta su uso.
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Todas las fracciones fueron mantenidas a -20°C, Las frac-
ciones provenientes de animales intoxicados presentaron un compor-
tamiento semejante a la de los animales porfiricos.

Los sobrenadantes perdieron entre un 12 y 21% de actividad
en la primer semana y otro tanto en las cuatro siguientes, o sea
que l1la actividad sigue decreciendo aungue mds lentamente.

Los precipitados fueron sumamente estables, ya que a los
6 meses aun exhibieron un 100% de la actividad inicial.

MHentras que los precipitados correspondientes a los elui-
dos del gel de fosfato pierden aproximadamente un 20% de acti-
vidad en 12 primer gemana y luego parecen estabilizarse en ese
valor, ya que solo hubo una disminucidn despreciable en las cua-

tro semanas siguientes.

PASOS FINALES DE TA PURIFICACION,

- DEAE=-celulosa.

Para continuar con la purificacidn se pasd el extracto
enzimdtico obtenido,desvués del tratamiento con gel de fosfato,
a través de una columna de DEAE celulosa (30 em de alto x 2,2cm

de didmetro, previzmente esquilibrada con buffer fosfato de po-
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tagio 5 x 10_3 H; conteniendo GSH 1 x 10"'3 M, como ge describe
en Métodos. Se sembrd la totalidad del extracto obtenido a par-
tir de un higado, o la cantidad equivalente a ello cusndo se
habfa partido de mds de un animal. Ia velocidad de flujo &l ini-
ciar la elucidn era de =z 1,5 ml/min. y se recogieron alfcuotas
de = 4 ml por tubo. Los perfiles de elucidn estdn graficados
en la fig. 39, en 1la cuzl la linea llena representa los datos
corregpondientes a la actividad enzimitica, cuyos valores nume-
ricos aparecen en la ordenadz de la derecha, En dicha figura la
1inea punteada representa el perfil de elucidn para proteinas,
que fué graficado en base 2 los valores de absorbzneia a 280nm,
representados sobre l2 ordenada de la margen izquierda., La 1inea
clara transversal representa el gradiente de C1K, que fué conti-
nuo entre 0-0,5 M, La parte (a) corresponde a la preparacidn
normal y (b) a l1a porfirica.

Comparando ambos graficos, se ve que: i) a nivel de pro-
tefnas pueden distinguirse 4 picos principales (i, B, C y D);
si bien tanto la resclucidn como la proporcidn entre los mismos
varia de uno a otro grdfico, diferencias gseme jantes fueron obser-
vadas entrs distintas preparaciones de enzima normal o porfirica,

. L4
entre sf{. Zn general el pico A es el gue fluctud mds, en cuanto
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2 su altura, el B fud el mds constante, mientras que C y D fluc-
tuaron tanto en su resolucidn como 2 picos netos, como en su al-
tura relativa; ii) a nivel de actividad enzimdtica, la misma a-
parece asocizada al pico D y desdoblada como 2 picos al medir el
paszje de Uro —> Firia o un pico uUnico, para el pas=je a Copro.
La mayor diferencia, de la preparacidn porfirica frente a
12 normal, gseria 12 diferente proporcidn de los vicos comprome -
tidos en la curva de actividad para la ler. etapa, ya que con
la preparacion porfirica aumenta la proporcidn del vico que elu=-

ye a mayor fuerza idnica,

-~ Sevhadex G~200,

Inego se probo usar una column: de Sephadex G-200 como
siguiente paso de purificacidn. Para ello se armaron columnas
de 244 x 50 em, como se describe en Nétodos, se equilibraron
con buffer fosfato de potasio 0,134 M, pH 6,8, Iuego se midid
el Vo mediante el uso de Blue dextrano y se calibraron con ca-
t2lasa (240;000), seroalbumina (65;000), fosfatasa glealina
(80.,000) y citocromo c (12;400), para determinar simltaneamen-—
te el PM de la PCL., Los trabajos se iniciaron con una veloecidad

de flujo de aprox. 50 ml/hora, durante el proceso de equilibra-—



cidn con buffer; al sembrar las distintas muestras bajd el flu-
jo aproximiadamente a la mitad y al sembrar las preparaciones en-—
zimdticas se comprobd que el pico proteico tardarfa mds de 24hs
en galir, y atendiendo a la inestabilidad de la enzima en este
estado de purificacidn se decidid cambiar de sistema, no sin an-
tes repetir la experiencia con laz prevaracidn proveniente de hi-
gados porfiricos encontrando las mismas dificultades, por lo que
si bien se completd la elucidn no se realizaron las incubaciones
correspondientes.

Los perfiles de elucidn para las protefnas estdn represen-
tados en la fig. 40, en la cual la 1fnea llena corresponde a
la preparacidn normal v la punteada a la porfirica. Si bien los
graficos son seme jantes, presentan diferencias tanto en la pro=
porcidn de los picos como en los volumenes de elucidn de los

mismos,

- Sephadex G~100,

Finalmente se decidid hacer uso del Sephadex G-100; 1la
columna se calibrd con citocromo ¢ (12.400), seroalbyminz(65.000)
y veroxidasa (40,000). La curva de calibricidn se muestra en la

fige 41. Para realizar ls cromatografiz de las preparaciones de
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Cromatografia en Sephadex G-200.Perfil de elucién de proteinas
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PCL los precipitados de los tubos elufdos de 12 columns de DEAE
celulosa gue comvonen el pico al cual se considera que estd aso-
ciada la actividad, que contenian aprox. 10 mg, de protefna, se
disolvieron en buffer fosfato de potasio 0,134 M, pH 6,8, Inme-
digtamente se gembraron en la columna de Sepﬁadex G=100 calibra-
da previamente. Se obtuvieron los perfiles que aparecen grafica~
dos en lineas de puntos en la fig. 42 (2) y 42 (b) que correspon-
den & la enzimz2 normal y porfirica respectivaments, La determins-—
cidn de las actividades enzimdticas correspondientes dieron por
resultado 105 graficos que aparecen en 1inea llena en las cita-
das figuras,

Aguf, si bien aparece en ambos c2so0s un solo dico de acti-
vidad, al realizar la corrida electroforética sobre gel de poli-
acrilamida se encontraron tres bandas proteicas, tanto para la
enzim2 normal como para la porfirica. Comparando Tos grdficos
obtenidos, se ve: i) a nivel de protefnas se obtuvieron 3 picos
orincipales (I-III); (I) y (II) resueltos sdlo parcialmente;

ii) a nivel de actividad se obtuvo sélo un pico asociads al II
de proteinas; en el caso de la preparzcidn normil su miximo coin-
cidfa con el del pico II, en tanto que con la porfirica hubo un

corrimiento hacia la derecha del mismo, 0 sea que la actividad
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enzimdtica salfa con mayor Ve que el pico II.

In este caso no hubo diferencias en el comportamiento de
la actividad correspondiente s la ler. y 2da. etapa (como se
habia presentado en el caso de la columna de DEAE), ya que como
pusde verse en la figura, ambas curvas presentan un sdlo pico
cuyos mdximos son ceincidentes.

Teniendo en cuenta el V_ del miximo de la curva de activi-
dad enzimdtica y restdndole el V_  de la columa corresvondiente,
se determind, mediante la curva de calibracidn, el PN de la enzi-
mg, normal y de la porfirica, siendo 41.000 y 46,000 respectiva=

mente. La diferenciz entre log PM podrfa indicar unz estructura

distinta para dichas proteinas enzimaticas.

-~ Cuadro final.

El cuadro de purificacidn final, obtenido hasta el mo-
mento aparece en la tabla XU,

En ella se ve que con los distintos métodos empleados
se logra purificar 12 enzim® proveniente de ratas normales aproxi-
madamente en el mismo grz2do gus la de animales porfiricos; 115
v 114 veces respectivimente vara las dltimas preparaciones. E

anto que en los pasos intermedios siempre los resultados fue-

ron también paralelos, vresentdndose sélo ligeras diferencias.



TABLA XVII_ Tabla de purificacion

PREFARACION PROTEINAS ACTIVIDAD ACTIVIDAD
TOTALES TOTAL g
ENZIMATICA _ (nmoles de Uro’gen )
(mg) (unidades) mg. de prot. x 30min

N 1931 663 033
HOMOGENATO

HCB 1960 388 020

N 855 530 062
SOBRENADANTE * 11.000 x g )

HCB 1047 314 030
PRECIPITADO SOZJ(NHL‘)2 N 265 329 1,24
35-70% de saturacidén HCB 289 162 056

N 71 240 3,36
GEL DE FOSFATO

HCB 56 113 203

N 14 75 537
DEAE celulosa

HCB 13 41 324

N 09 35 3888
SEPHADEX G-100

HCB 08 18 2250

Las condiciones de ensayo se detallan en Tabla VII, La actividad se expresa como nmoles de Uro'gen consumidos

(o sea 7-+6-+5-+4-CO0H, formados) en.30 min, En los eluidos del gel de fosfato, se reunieron sélo los primeros
tubos(volumen total aprox.10 m1) ocue presentaron mayor actividad v contenido proteico.lLos resultados son el pro-
medio de 3 a 4 experiencias, en las ocue se trabajaron 2 o 3 animales de cada lote,

“ OB =
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FERROQUELATASA.

PUESTA A PUNTO DEL METODO DE DETERMINACION.

Para la determinacidén de la actividaed ferroquelatasa se
intent$ utilizar el método de Labbd y col. (119) o el de Goudy
y col. (116)s Para ello se realizaron una serie de experiencias
simultaneamente con los dos métodos, intentsndo encontrar las
condiciones 6ptimas de incubacién para el sistema enzimdtico
proveniente de sobrenadante de homogenato de higado de ratas
normales ¥y pérfiricas por HCB.

En el método de Labbd y col. (119) se usé como susirato
Proto preparada por el método de Grinstein y purificada como
se indicd en Métodos. La actividad ferrogquelatasa se ensayd
espectrofotométricamente, luego de la incubacidén a 38°C, por
2 hs., bajo Né, en un medio que contenfa 0,4 ml de preparacién

enzimdtica (6-8 mg/ml), 0,02 umoles Proto, 0,02 mmoles SO,TFe,

4
100 pmoles Tris, 40 pmoles dcido ascérbico, en un volumen fi-
nal de 1 ml. Finalizada la incubacidén se agregdé 9 vol., de ClH
1,5 N, se descartdé el precipitado proteico por centrifugacidn

y se leyé la absorbancia a 407 nm, caracteristica de la Proto,

que decrece al transcurrir la reaccidn. Una muestra sin enzima
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se incluyd en cada ensayo.

El método de Goudy y col., (116) utiliza una solucidn pa-
trén de Proto preparada por disolucién de la Proto en ClH 5 N,
se deja 18 hss a 4°C, se elimina el exceso de ClH a 80°C y va=-

cfo, se ajusta a pH 1 con NH_ conc. y se diluye con agua des=-

3
tilada para llevar a un volumen tal gue 25 ml. contengan 30 mg
de Proto, se guarda en heladera hasta su uso.

La actividad ferroquelatasa se midid en un medio conte-
niendo 0,48 ml de buffer Tris 0,5 M, pH 8, 0,05 ml de ascorba-
to 044 M, 0412 ml de Proto 0,1 mM, 0,2 ml de homogenato o sus-
pensidén mitocondrial y agua destilada en c¢.s.p. 1,8 ml. La
reaccidn transcurrid en un tubo de Thumberg y el aire se extra-
jo por la adicidn de un pequeiio trozo de co, sélido, Los tubos
se preincubaron a 37°C por 5 min. y la reaccidn se inicié con

el agregado de 0,2 ml de SO,Fe 5 mi, desde la rama lateral del

4
tubo de Thumberg. Las muestras fueron retiradas inmediatamente
despuds de la adicién del Fe++y a intervalos de 10 min., durante
un perfodo de 30 min. Cada muestra fué adicionada a 4 ml de
dcido sulfosalicflico 5% en ClH 5 N y el precipitado separado

por centrifugacidén. La concentracidén de Proto en el sobrenadan-

te se determindé leyendo la absorbancia del mismo, debida a la
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Proto remanente, a 407 nm, Cuando el sobrenadante resultdé 1li-
geramente turbio, se hizo una correccidén sustrayendo la absor=-
bancia a 450 nm, longitud de onda a la gue la absorbancia de
las porfirinas es virtualmente cero., Antes de la sustraccién,
la lectura a 450 nm se multiplied por 1,25, un factor que se
determina comparando la absorbancia de homogenatos de tejido
dilufdos, que no tienen adicionada Proto, a 407 y 450 nm,

Los blancos, usando homogenato de tejido hervidos, se
realizaron para medir la velocidad no enzimdtica de gquelacidn
de hierro. Egta velocidad en general fué muy pequefla y se res-
t6 a los valores obtenidos para la quelacidén enzimdtica., Se
calcularon las velocidades iniciales para todos los experimen=-
tos, a partir de los correspondientes grdficos de velocidad y
se expresaron como pmoles de Proto utilizados por minubo.

En el método de Goudy en varias oportunidades se presen-
taron problemas de turbidez que fueron insalvables por medio
de filtracidén y/o centrifugacidén, no logrando ademds reprodu-
cibilidad en los resultados; mientras que en el método de Labbé,
se presentaron serios inconvenientes en la determinacidn de
los blancos, llegando en varias oportunidades a ser sus valores

superiores a los de las determinaciones correspondientes. Por
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estos motivos se decidid descartar ambos métodos e intentar a=-
daptar el tradicional método del piridin-hemocromdégenc a este
sistema,

En las primeras experiencias se empled dicho método con
las modificaciones de Porra y Jones (109) que no presentaron
mayores dificultades metodolégicas y por el contrario permitie-
ron obftener resultados reproducibles. Por otra parte, dado gque
sobre les mismas ratas se deseaba determinar también la acti-
vidad PCL, se realizd una experiencia comparativa entre el mé-
todo de obtencibén de las mitocondrias empleado por Jones y Jo=-
nes (143) y el utilizado en este laboratorio para la obtencién
del sobrenadante correspondiente, que se aplica como fuente
enzimdtica de la PCL hepdtica.

Segin el método de Jones y Jones para obtencidén de mito=-
condrias, los higados se homogeinizaron en 8 volumenes de me=-
dio conteniendo una concentracién final de sacarosa 0,25 1M,
buffer Tris-C1H 4 mM, pH 7,2 y EDFA 1 mM. Después se centrifu-
gé a 800 xg por 10 min y el sobrenadante se volvid a centrifu-
gar a 17,000 xg por 4 min, El pellet mitocondrial se lavé 2 ve-
ces con el mismo buffer.Finalmente las mitocondrias fueron

gonicadas, en alfcuotas de 5 ml, durante 3 min, recibiendo pul-
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sos de 15 seg. por vez.

Mientras que el método de obtencidén de la preparacidn en=-
zimdtica para PCL,cabe agqui recordar que consiste en:homogenei-
zar los higados en 5 vol., de CIK 0,154 M, centrifugar a 900 xg
durante 10 min. y recentrifugar el sobrenadante a 11.000 xg du-
rante 20 min, El precipitado mitocondrial se congela durante
24 hs. (0 hasta su uso) y se descongela y resuspende en el bu-
ffer de incubacidén en el momento de su uso. Los resultados fue-
ron gimilares, por consigulente en losucesivo se utilizé esta
segunda técnica,

Teniendo en cuenta esta modificacidn del método,se desed
constatar las condiciones dptimas de incubacién, como asi tambi-

én probar distintos métodos de solubilizacidén de mitocondrias.

SOLUBILIZACION DE MITOCONDRIAS. Su estabilidad al almacenamiento.

En la tabla XVIII aparecen las actividades enzimdticas co=
rrespondienté a distintas preparaciones mitocondriales, que sé
obtuvieron segin se describe en Métodos. Segin puede verse, los
distintos métodos probados no arrojaron resultados muy satisfac-
torios,ya que tanto la sonicacidn como el tratamiento con deter-

gente disminufan considerablemente la actividad ferroquelatasa



TABLA XVIII Actividad Ferroquelatasa de mitocondrias solubilizadas por distintos métodos y su estabilidad

al almacenamiento

TRATAMIENTO DE LA Tiempo de NORMAL HCB
SUSPENSION MITOCONDRIAL memo(e)  mmoles heme AR o ()
MITOCONDRIAS CRUDAS _ BERE 100 290 100
SONICADAS _ 040 36 155 53
TWEEN _ 078 70 170 59
24 048 43 151 52
48 055 50 131 45
CONGELADAS Y 2 081 73 2,39 .
DESCONGELADAS 24 112 101 290 100
48 1,09 98 279 96

La mezcla de incubacidén contenia, en un volumen total de 3,2 ml 100 nmoles de Proto IX, 200 nmoles de S0,Fe, succinato 10 mM,
0,8 ml de preparacion enzimdtica y buffer Tris-CIH 50 mM pH 8,2, Las incubaciones se llevaron a cabo a 37°C, en oscuridad,sin
agitacion, durante 30 min. Las actividades relativas se calcularon con respecto a "mitocondrias crudas", Los resultados son

el promedio de 2 experiencias en las que se reunieron las mitocondrias hepdticas provenientes de 2 o 3 ratas, Las mitocondrias
crudas se obtuvieron por centrifugacion diferencial a 900 xg y 11,000 xg. Las sonicadas por sonicacion de la suspensién mito-
condrial durante 2 min, Las tratadas con Tween se suspendieron en Tween 20, (10 mg/ml1) colocdndolas en bafio de hielo por 30 min.
con agitacion ocasional . En las conaeladas y descongeladas, el tiempo de congelamiento fué 24 o 48 hs y se resuspendieron

en el momento de usarlas,

= BOg =
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tanto de las preparaciones enzimdticas normales como la de ani-
males intoxicados con HCB, En cuanto al congelamiento y descon=—
gelamiento la mantiene pero no la mejora. Sin embargoc en la ma-
yor parte de este trabajo se empled este dltimo método, ya que
se comprobdé que inclusive a las 72 hg., la actividad permanecia
aproximadamente constante. Esto era conveniente pues permitifa
desfasar la determinacidn de esta enzima respecto de las PCL,
en 1los casos en que era necesario realizar el estudio compara-

tivo de ambas.

CONDICIONES DE ENSAYO.

- Condiciones generales,

En estos ensayos se utilizaron las mitocondrias obteni-
das como se describe en el tdépico anterior, gque se guardaron
congeladag a =20°C durante 24 6 48 hs. y que fueron descongela-.
das y resuspendidas en buffer Tris 50mM, pH 8,2, en el momen-
to de usarlas.

En las fig. 43 (a) y (b) se presentan los resultados obte-
nidos para la actividad de la enzima normal (circulos) y pars
la de animeles porfiricos (tridngulos), expresada como nmoles

hemo/mg de proteina x 30 min., en funcidén de la concentracidn
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Fig 43 Efecto de distintas concentraciones de los componentes del
sistema de incubacion sobre la actividad Ferroquelatasa
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Las condiciones de ensayo, salvo para el componente aue se analiza en cada fiqura,
fueron similares a las mencionadas en la Tabla XVIII. Las curvas presentes en (a)

y (c) representan valores individuales, en tanto que (b) y (d) son el promedio de
dos experiencias .

e valores normales A valores porfiricos.
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de cada uno de los sustratos que intervienen en la reaccién

por ellas cetalizada, es decir Proto y Fe++. De ellas se comprue-
ba que ambas enzimas llegan a actividad constante con aproxima-
damente lOO nmoles de Proto y a una concentracidén 60-90 ulM

d A
e SO4Fe

En cuanto a los mg de proteinas s emplear se decidid que
fueran entre 8 y 10 mg., para tener una buena sensibilidad y no
mds de 10 pues, en algunos casos de preparaciones porfiricas,
por encima de esa cantidad la recta comenzaba a curverse (fig.
43 (c)).

En la fig. 43 (d) se ve el efecto de distintas concentra-
ciones de Succinato (agente reductor empleadc en la incubacidn
para prevenir la oxidacidén del ién ferroso), en el medio de in-
cubacidn y aparentemente concentraciones superiores a 10 mll pro-
ducirfan una disminucién de la actividad dé la preparacién por-
fi{rica, mientras que 2 menores concentraciones mantiene el mis=-

mo valor, por lo que se decidid utilizar una concentracién 5 mM.

- Actividad en funcidn del tiempo de incubacidn.

Se estudid el curso de reaccidén pera la ferroguelatasa

hepdtica obtenida de ratas normales e intoxicadas con HCB., =1
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congtruir las curvas de actividad en funcidn del tiempo de in-
cubacibn didé por resultado la fig. 44 (2) en la cual aparece un
lag de 15 y 5 min,, para normal y porfirica respectivamente, lo
que podrfia estar indicando la formacién de un posible interme-
diario, por ello se decidid preincubar la enzima en presencia
de uno de sus sustratos (1la Proto).

Los resultados apasrecen en la fig. 44 (b), en la cual se
comprueba que la preincubaciébn favorecé la formascidén de hemo,
variando la respuesta en funcidén del tiempo de preincubacién,
en el lapso de 0 a 20 min, siendo distinta para el preparado nor=-
mal que para el porfirico . Asf{ para el normal inicialmente el
crecimiento es mds lento que para el porfirico y entre los 10
y los 15 min de preincubacidn la activacidn crece bruscamente,
mientras qgue para el porfirico la actividad ye es mdxima a los
5 min. de preincubacidn, pérmaneciendo luego constante,En ambos
casos, a partir de los 15 min la actividad permanecid constante,

En base a estos resultados se decidid repetir la curva de
actividad en funcidn del tiempo de incubacidn, pero preincubando
por 15 min a 37°C y como puede verse en la fig. 44 (c) las rec-
tas no presentaron el lag observado anteriormente., De aqui en

mds se incorpord la preincubacidén con Proto por 15 min, & las



Fig. 44 Actividad Ferroquelatasa en funcidn del tiempo de incubacion y/o preincubacidn
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Las condiciones de incubacién son las de la TABLA XVIII, La fig.(a) representa
experiencia realizada sin preincubacion, la curva superior (correspondiente a

ratas porfiricas) es el promedio de dos experiencias, en tanto que las dos in-
feriores corresponden a experiencias individuales, con ratas normales.

Las curvas (b) y (c) son el promedio de dos experiencias.

e y o Normal A Porfirica.

"7[2-
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condiciones generales de ensayo. En esta figura (44 c¢) también
se observa que los datos normales caen sobre una rectz, duran-
te todo el tiempo ensayado; en tanto que los correspondientes
a los porfiricos se curvan entre los 20-60 min: la causa podria
ser la alta actividad especifice de estas preparaciones,lo cual
provocaria un gran decremento de la concentracidén de sustrato,

que a los tiempos indicados dejaria de ser saturante.

- pH dptimo.

Finalmente se determindé el pH dptimo para ambos siste-
mag enzimdticos. En la fig. 45 se comprueba que en ambos casoes
su velor aproximado es 8,2, decayendo la asctividad hacia ambos
lados, pero con una pendiente negativa més pronunciada hacia la
zona alcalina, Ademds la preparacién porfirica pierde mds acti-
vidad que la normal a pH alcalinos. As{ a pH 8,6 la preparacidn
normal exhibe aproximadamente la misma actividad que a pH 7,6,
mientras que la porfirica estd muy por debzjo de su valor corres-

pondiente.

EFECTO TN VIVO DEL HCB SOBRE LA ACTIVIDAD FERROQUELATASA.

En base 2 los resultados de log estudios anteriormente

mencionados las incubaciones se realizaron,segin se detalld en



Fig 45 Curva de pH
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Todo el rango de pH fue cubierto con buffer Tris-CIH 5mM.Los resultados
son el promedio de dos experiencias, e Normal; A Porfirica.

Fig 46 Efecto in vivo del HCB sobre la actividad Ferroquelatasa
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Métodog,en un medio que contenfa 100 nmoles de Proto, 200 nmoles
de Fe++, succinato 5 mM, aprox. 8 mg. de proteina, a pH 8,2, con
un periodo de preincubacidn de 15 min.

Bajo estas condiciones la actividad ferroquelatasa prome-

dio normal d4ié 0,92 y porfirica 2,01 nmoles hemo ycomo puede
mg prot x 30 min

verse en la fig. 46. En ella también se observa que los valores
normales tienen un rango ae fluctuacidn extrecho alrededor del
valor promedio, encontrando algunas desviaciones hacia valores
menores., En cuanto a la actividad determinada parz animales por-
firicos, presentd una fluctuacidén mucho mds grande; incluso al-
gunos animales que presentaban severos sintomas de porfiria mos-
traron actividad cercana a la normsl, en tanto que otros, en
condiciones semejantes,llegaron a tener una actividad el tri-

ple respecto de 1la normal,

MESO COMO SUSTRATO DE LA FERROQUELATASA.

Se estudid la actividad de la enzima de ambas fuentes en
forma comparativa utilizando un sustrato no fisioldgico, seme-
jante a la Proto donde los vinilos estdn reemplazados por etilos,
es decir que sigue siendo una porfirina dicarboxilica como la

Proto, por una parte con el objeto de ver si se mantenifa la di-
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ferencia de actividad entre ambas y en csso afirmativo, para
ver si se podrfa usar este sustrato para a2umentar la sensibili-
dad del método., Como se ve en la fig., 47 la Meso sirve de sus=-
trato para la enzima proveniente de ambas fuentes y con igual
afinidad relativa que el sustrato fisioldgico (Proto) ya que
rara ambos sistemas el incremento fue de aproximadamente 5 ve=-
ces y la relacidn de actividad entre enzime normsl y la de ra=-
tas intoxicadas se mantiene.

No obstante la ventaja que presentaba el uso de Meso como
sustrato debido a su mayor sensibilidad,en la mayoria de los
cases se siguid trabajando con Proto, debido a que es el sustra=-
to fisioldgico; pero en algunos casos en que la sctividad era
baja (como en los ensayos para distribucidn submitocondrial) se

usé este sustrato para corroborar los datos obtenidos con Proto.

ESTABILIDAD TERMICA.

Para ver si habia diferencias entre la estabilidad térmice
de las enzimas "N" y "HCB", se midid la actividad de ambas des-
pués de precalentarlas a distintas temperaturas, durante 10 min.
Los resultados obtenidos estdn presentes en la fig. 48. Los con-

troles, que son las respectivas preparaciones enzimdticas que
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Fig 47 Actividad Ferroquelatasa frente a Mesoporfirina
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P: sustrato Proto; M: sustrato Meso.Condiciones de incubacion en TABLA XVIII.

Fig 48 Estabilidad al calentamiento de la Ferroquelatasa de ratas
normales e intoxicadas con HCB
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Las condiciones de incubacién se detallaron en la TABLA XVIII,
La actividad se midi6 después de precalentar la enzima,durante 10 min a las tempera-

turas indicadas en el grdfico. e NORMAL ; A PORFIRICO.
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no han sufrido precalentemiento, estdn representados sobre las
ordenadas.

Se puede ver que los precalentamientos a 37 y 47°C aumen-
tan la actividad tanto para la preparacién "N" como para "HCB",
mientras que el precalentamiento a 57°C la disminuye bruscamen=-
te, llegéndcge a anular a 60°C y temperaturas superiores, en
ambos casos. No se observan diferencias significativas entre el
comportamiento de la enzima normal y la porfirica en la parte
agcendente de las curvas correspondientes, mientrass que en la
descendente, la pendiente negativa es mayor para la porfirica
gue para la normal, indicando unz mayor inestabilidad de la la.
frente al calentamiento,

El precalentamiento a 100°C por un periodo de tiempo me=-

nor (5 min), también provoecd inactivacidén total de estas enzi-

mas.

DETERMINACION DEL Km.

A los fines de ver si habfa diferencias en la afinidad

de la ferrogquelatasa proveniente de ratas intoxicadas respecto
s
de las normales con respecto a uno de sus sustratos (el Fe )

se determindé el Km parz el mismo. Los gréficos de Lineweaver-
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Burk pueden verse en la fig. 40 Los Km obtenidos fueron:

1425 = lO“SM para la enzima normal y 0,67 x 10-5M para la de
animales porfiricos. Ios resultados indican que si bien ambos
son del mismo orden, la enzima de los animales porfiricos pare-

ceria presentar una mayor afinidad que la de normales.

EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DEL PRODUCTO SOBRE LA AC-

TIVIDAD,

Como se puntualizdé anteriormente, €l hemo es el producto
final y regulatorio de este camino metabdlico; para ver si ejer-
cia alguna accidén diferencial sobre la ferroquelatasa de ratas
normales e intoxicadas por HCB, se mididé le actividad de las
mismag frente a distintas concentraciones de hemo ., Como se
puede comprobar en la fig. 50, no se obtuvieron variaciones
en las respectivas actividades, a las concentraciones probadas )

que abarcaron el rango 0 = 1 x 1072 M,

INVESTIGACIONES ACERCA DEL MECANISMO DE ACCION DEL HCB.

- Efecto del HCB, PCF y porfirinss.

Dado el alto valor de actividad ferroquelatasa que pre=

gentan las ratas porfiricas, respecto a2 las normales, se gquiso
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Fig 49 Determinacidn de Km respecto de Fe™
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Las condiciones de ensayo se detallan en la Tabla XVIII,

e Normal A Porfirica



investigar si ello se debia 2 un efecto directo del HCB sobre
la enzima, o al efecto de un metabolito del HCB tal como el
PCF o quizds también al efecto de las porfirinas que se acumu-
lan en 2l higado de las ratas porfiricas, como consecuencia de
la intoxicacidn con HCB,

Para ello se prepararon soluciones de HCB o ECF de con-
centraciones adacuadas para lograr la concentracidn deseada
en el medio de incubacidn, se pipetearon en el tubo y se dejd
evaporar el solvente, despuds de lo cual se continud con la
determinacidn de 1= actividad en la forma habitual. Para el ca-
30 de porfirinas, se extrajeron las porfirinas totzales de mito-
condrias de hfgado de ratas porfiricas por HCB, en forma seme-
jante a2 13 descriptz en Métodos parz homogemato de higado; el
extracte seco gue contenfa principalmente Uro y Firia (rela-
cidn 3:1), se disolvid en el menor volumen de buffer de incu-
bacidn, se cuantificd y se incluyd en el medio de ensayo en una
cantidad equivalente a las porfirinas enddgenas presentes en
un ensayo porfirico (aprox,. 108 mgr o 135 nmoles).

Los resultados presentes en la tabla XIX indican gque nin-

quno de estos compuestos causa aumento significativo de la ac-
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TABLA XIX Efecto ‘in vitrd del HCB,PCF y porfirinas sobre la actividad

ferroquelatasa
NORMAL HCB
AGR EGADO (M) |
ACT. ESP AR, ACT ESP AR,
nmoles hemo (%) nmoles hemo (%)
mg. prot.x30min. * “mg prot x30min. °
NADA — 0.63 100 153 100
£l
AN O 107 0.74 117 1 68 110
HCB 5
e\ el 10 0,63 100 1,50 98
Cl
oH 10-2 0,60 95 1,50 98
cl cl .
PCF @ 1g-% 0,35 56 0,96 63
Cl Cl
J 10 0,00 0 0,08 5
PORFIRINAS L2102 0,46 73 1,25 82

4

Las condiciones de ensayo se detallaron en la Tabla XVIII, salvo que aqui

se incluyé una preincubacidon de 15 min, en presencia de Proto.

Las drogas fueron disueltas en benceno, pipeteadas en el tubo de ensayo.

y se dejo evaporar el solvente antes de realizar la incubacidn,
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vividad ferroquelatasa, a las dosis probadas; por el contrario
los dos dltimos,?CF ¥y porfirinag,la inhiben considerablemente,

en tanto que HCB no afecta prdcticamente la actividad.

- Efecto del tamizaje molecular.

Otra manera de corroborar el efecto de las porfirinas
enddgenas presentes en las mitocondrias de ratas porfiricas
sobre la actividad ferroquelatasa, era separar dichas porfiri-
nas y medir la actividad antes y después de la separacidn. Para
ello se racu:rié al uso de la cromatograffa a travéds de Sephadex
G-25 y se decidid incluir los ensayos correspondientes a ratas
normales, que serian utilizados como control. En algunas expe-
riencias las suspensiones mitocondriales fueron previamente so-
nicadas. Los resultados estdn presentes en la fig.51 . Alli se
ve gue la sonicacidn disminuyé ligeramente la asctividad de ambas
preparaciones, en tanto que el tamizaje molecular provozdun gran
decremento en la actividad, 60% y 80% para la normal y porfiri-
ca, respectivamente. E1 decremento observado fluctué mucho de
preparacién a preparacidén, estando estrechamente relacionado
con la resolucidén de la columna y en algunos cssos llegé a ser
del orden del 100 %.

Para verificar si dicho decremento se debia al pasaje a
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Fig 51 Efecto de la filtracion por Sephadex G-25
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C : Controles.
S : Sonicados.
Sg ¢ Sonicados filtrados a través de Sephadex G-25,

D : Preparacion mitocondrial diluida al medio y mantenida en heladera durante

el tiempo de corrida de 1a columna de Sephadex G-25.

Las condiciones de ensayo se dieron en la TABLA XIV,

Las mitocondrias recibieron el tratamiento indicado en cada caso.
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travéds de la columna de Sephadex G-25 0 2 un problema de dilu -
cién y manipuleo, se realizdé un ensayo,a partir de la misma sus-
pensidén mitocondrial que se pasaria a travds del gel, pero que
se diluyé a la mitad y se mantuvo en heladera durante el tiempo
de corrida de la columna, Los resultados obtenidos estédn repre-
sentados por la 4a y 8a barra de la fig. 51. Al hacer la compara-
sonicados
cién cuantitative con los correspondientes controles), se compro-
bé que los decrementos encontrados variaban de 3-17% para las
normales y de 16-26% para las porfiricas, pero siempre eran ine
feriores a los provocados por el pasaje por Sephadex G-25, Esto
indicar{a que la disminucidn de la actividad encontrada al rea-
lizar la filtracidn por gel, se debe a un efecto directo del tra-

tamiento sobre la preparacidén enzimdtica.

- Ensayos cruzados y de calentamiento.

L

La disminucidén de la actividad ferroquelatasa observada
luego de la filtracidén a través de Sephadex G-25 sugeriria la
presencia de algin efector de bajo peso molecular,presente en
ambas preparaciones enzimgticas., Para dilucidar la existencia
o no de dicho activador se realizaron los ensayos cruzados y de

calentamiento.

En la tabla XX pueden verse los resultados correspondientes



TABLA XX Efecto de preparaciones desproteinizadas por calentamiento sobre la actividad Ferroquelatasa normal

nmoles hemo

ACTIVIDAD RELATIVA (% )

PREPARACION ENZIMATICA Sfmbolo
mg- prot. x 30min N N+N&  N+sobr N-&
NORMAL N 0,92 100
CONTROL
PORFIRICO P 2,38 259
NORMAL © N+N & 0,68 74 100
SOBRENADANTE NORMAL € | N+sobr.N & 0,48 52 100
NORMAL +
PORFIRICO & N+P & 0,80 87 118
SOBRENADANTE PORFIR. 6 | N+sobr P & 0,58 63 121
NORMAL © N & 0 0
BLANCOS
PORFIRICO © P& 0 0

Condiciones de ensayo fueron semejantes a las descriptas en la Tabla XIX, Los desproteinizados fueron
realizados calentando a 100°C, durante 5 min, la cantidad de proteina enzimdtica correspondiente a un

ensayo, normal o porfirico segln los casos, En Ne-y Pe- se utilizé la totalidad de 1a muestra desprotei-
nizada, mientras aue en "sobren, Ne" y "sobren. Pe" se utiliz6 T1a cantidad de sobrenadante correspon-

diente a su centrifugacién a 900 xg por 15 min,

—888-
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2 los ensayos de calentamiento. En las dos primeras filas apare-
cen los controles realizados con las preparaciones normales y
porfiricas bajo condiciones standard. En las dos siguientes fi-
las aparece otro tipo de control que consiste en la determinacidn
de 1la actividad normal en presencia de una preparacion mitocon=-
drial de higado normal, desproteinizada por calentamiento a 100°C
durante 5 min., ya sea total (N + Ne) o el sobrenadante de su
centrifugacidn a 900 xg por 15 min (N + sobren. Ne). Ambos ensa-
¥0s presentarcn menor actividad que su control (H).

A continuacidn estdn los valores correspondientes a la ac=-
tividad proveniente de un h{gado normal en presencia de cantidad
equivalente de mitocondrias provenientes de un higado "porffrico",
desproteinizadas por cz2lentamiento; aqu{ también aparecen los da-
toa correspondientes 2l desproteinizado total comc a su sobrena-
dante., Si estos datos se comparan con el control normal, se
comprusbha que presentan actividades relativas del 87 y 63% res-
pectivamente, o sea que hubo disminucidn de actividad de la en-
zima normal; pero si se comparan con los correspondientes contro-

les (N + We) o (N + sobren, Ne ), las actividades relativas son

118 y 121% respectivamente, es decir: 1z actividad aumenta pero

en menor grado gque el inecremento provoeczado "in vivo" por el HCB
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(para este caso la actividad relativa fue del 259%). En la mis-
ma tabla se ineluyen las determinaciones de actividad par2 los
desproteinizados correspondientes gue fueron nulas.

La tabla XEI presenta los resultados correspondientes a
los ensayos cruzados, que se realizaron a los fines de ver el
afecto de afladir una preparacidn porfirica sin calentar sobre
la actividad normal. Como puede verse allf, en el ensayo cruza-
do se utilizd la mitad de ml de prevaracidn enzimdtica aue la
empleada en los controles, a los fines de incluir en el mismo
una cantidad de proteinas aproximadamente igual 2 la de los en-
sayos independientes.

El valor tedrico se calculd sumsndo la mitad de los nmoles
formados en cada ensayo control y divididndola por los mg de pro-
teinas incubadas en el ensayo cruzzdo. Como pusde verse, el va=-

lor experimental no difirid del tedrico.

- Cofactores.

En base a la pérdida de actividad observada al pasar las
suspensiones mitocondriales 2 través de Sephadex G-25 y los re-
sultados negativos que 8se obtuvieron con los ensayos cruzados
y de calentamiento, se decidid probar tentativamente 12 existen-

ciz de un cofactor o activador de bajo peso molecular,
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Para ello se vrobd el efecto del Cu ', pues Wagner y col
(245) nabfan observado uwn fendmeno semejante y2 que al dializar
sus preparaciones enzimaticas, éstas perdfan actividad pero la
recuperaban con el agregado de Olgcu. Los resultados obtenidos,
al agregar 100 nmoles de Cu al ensayo realizado con la prepara-
cidn porfirica pasada por Sephadex G-25,estin presentes en la
tabla ¥XII, e indican que el Cu' ' en este caso fué inefectivo
rara restaurar la actividad perdida, muy por el contrario la dis-
minuia aun mds.

Se empled entonces fosfato de piridoxal (PPy), teniendo
en cuenta sus caracteristicas y también un tr2bajo presentado
por Labbé y Nielsen (162) en el "ler. Congreso Internacional de
Porfirinasy Freiburg (1975),en el cual mencionaron la existencia
de una base de Schiff en sus preparaciones de ferroquelatasa, lo
cual les suzirid al PPy como una posible "“coenzima funcional en
12 ferroguelatasa", pero no pudieron separarla, como asi tampoco
ningun otro posible cofactor. En este caso, aparentemente con la
colum? de Sephadex G-25 se separaria (fig. 51), en tanto que al
agregar PPy en el medio de incubacidn se restaura la actividad
(tabla XXII) aunque en muchos casos el % de recuperacidn no lle=-

76 al 100%, dependiendo los valores de la preparacidn usada. Por
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ello se incluyeron nuevos ensayos a2 distinftas concentraciones de
PPy, pero dada la fluctuacidn de los resultados, no se pudo esta-
blecer la concentracidn JSptima para restaurar la actividad, ya
que por encima de cierto valor el PPy causz disminucidn de la
misms. Finalmente se decidid pasar la preparacidn enzimatica a
través de una columma equilibrada con buffer mds PPy y como se

ve en la misma tabla no se encontrd la disminucidn observada an-
teriormente. Comparando el comportamiento de la enzima normal
frente a la porfiriea, aparentemente lz normal sufrirfia unz mayor
pérdida de la actividad al pasarla a través de Sephadex G-25 y

el PPy seria menos efectivo para restaurar su actividad que para
restaurar la actividad de uvna preparacidn porfirica, tratada en
idéntica forma; como si en la preparacion normal estuviese actuan-—

do algin otro factor.

- Localizacidn submitocondrial de 1z Ferroguelatesa en hizado

de rata.

Las fracciones de membrana fueron pr-paradas usando una
modificacidn del método de Sottocasa y col. (241), propvuesta por
Jones y Jones (240), que se basa fundamentalmente en hinchar,
contraer y sonicar las mitocondrias, con lo que se logra contra—

2r la membrana interna, que se separa de la externa en los pasos
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subsiguientes, sezin se describid en Métodos.

Se usaron como enzimas marcadoras: la malato dehidrogena-
sa (ID) para matriz mitocondrial (fraccidn soluble); citocromo c-
oxidzsa (CcQ) para membrana interna (fraccidn pesada); moncamino-
oxidasa (MAO) para membrana externa (fraceidn liviana).

Los resultados se ven en la tabla XIIII,

En ella se ve que la IMD estuvo efectivamente presente en
la fraccidn soluble y la MAC en la membrana externa. La Cc0,; en
cambio, aparecid en casi fodas las fracciones, 'y si bien en la
preparacidn normal estuvo predominantemente concentrada en la
fraccidn pesada, en la porfirica aparecid en nayor proporcidn
en la fraccidn liviana. Este hecho podria deberse a unz altera-
cidn 2 nivel de membrana, en las mitocondrias de los animsles
porfiricos, ya sea en la localizacidn de las enzimas o en la
fuerza de unidn a la membrana; o quizds a un artefacto en la de-
terminacidn, lo cuzl explicaria la recuperacidn superior al 100%.

En términos generales, la recuperacidn de las actividades
enzimiticas fué poco satisfactoria, a pesar de gue Jones y Jones
(240) consideran gue usando C1K, la contraccidn de la membrana
interna es rezlmente efectiva y luego se logra una buena libera-—

cidn de las enzimas por sonicacidn.:



TABLA XXII

Distribucidn submitocondrial de la Ferroquelatasa

Malato Dehidrogenasa

Citocromo c-Oxidasa

Monoamino Oxidasa

Ferroquelatasa

FRACCION Act. Act. Act. Act. Aei. Act. Act. Act.
especifica total especifica total especifica total especffica total
Mitocondria total 110 167 06x10™> 040 nd. 262 468
:f Fraccion soluble 387 9,8 L1x10“3 6x10'3 n.d. 1,14 5,0
= Fraccién liviana 0,8x10-3 5410 182 093 57
© Interfase 0,ix10~> 07x10°  nd. 0 0
Fraccibn pesada 188x107 005 nd. 847 121
Mitocondria total 061 116 11%10-3 018 nd. 328 529
< Fraccidn soluble 359 98 78x107° 002  nd 126 40
® Fraccibn fvians 419x1073 036 136 069 57
% Interfase 0,4)(10"3 [J,(:B)('I['J-3 n.d. 0 0
% Fraceion pesada 333x107S 010 nd. 554 164

Las fracciones mitocondriales fueron preparadas por hinchado y contracci6én de las mitocondrias en CIK seguido por
sonicacion. La separacion de las mismas se logr6 por centrifugacién en gradiente de sacarosa. Actividades especi-

ficas: M.D. A A/ 0,01

Hel) log A-

mg.prot.x min.

mg.prot.x min.

3 MAO AA / 0,001

ma.prot.x min.

: Ferroauelatasa: nmoles Co-Meso

mg.prot.x 30 min.

- 982 ~
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En cuanto & la Ferroquelatasa, si bien también estuvo pre-

sentc en todas las fracciones, con ambas preparzciones enzimdti-

(=1

=

cas (normal y porfirica) aparecid fundamentzlmente unida a la
membrana interna, por lo gque se podria pemsar que en la porfiri-
ca no hay un problema de localizacidn de las enzimas sino gue la
Ce=0 estariz mds ligeramente unida a la membransa interna y se

libera con los distintos tratamientos que sufre la preparacidn.
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CL EN ERITROCITOS HUMANOS,

Teniendo en cuenta la gran analogfa que existe entre 12
porfiria agui estudiada, provocada en ratas por administracidn
de HCB, y la PCT humana, resultd interesante estudiar la activi-
dad PCL en eritrocitos y biopsias de higado humano. Respecto al
sistema de higado se realizaron ensayos previos, para poner a
runto el método para cantidades tan pequefias de hfgado, como las
obtenibles de una biopsia, usando hfgado de ratas porfiricas por
HCB, como material de ensayo. Estas determinaciones, asi como
su aplicacidn a las biopsias de pacientes, estdn bajo estudio y
no se describieron aqui.

En cvanto 2l sistema de eritrocitos, en primer lugar se
quiso determinar 12 concentracidn de sustrato saturante. Para
ello se realizd la curva de actividad en funcidn de la concentra~
cidn de sustrato (Uro'gen III), que como se ve en 1z fig.52 con
aprox. 10 nmoles de Uro'gen se llega a la saturacidn para la ler.
etapa (U—> F), en tanto que para la 2a., (— C) hay un mdximo
entre 4 y 7,0 nmoles y luego decrece suavemente, & mayores con=-
centraciones de sustrato. En base a esto se decidid trabajar
con 8 a 10 nmoles de Uro'gen, considerando que la ler, etapa es-

tarf{a saturada y 12 2a. sdlo levemente disminufda.
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La fig.53 muestra la actividad PCL de eritrocitos de 18
rersonas normales y 7 vacientss con PCT. Los dos pasos de 1a
decarboxilacidn del Urotgen III fueron revresentados agui: ler,
etapz (simbolos superiores) y 2da. etapa (simbolos inferiores).

Puede verse que en los 7 casosg con PCT, ambas actividades,
vara la ler. y 2da. etapa, c2en dentro del rango normal, consi-
derando gue los promedios obtenidos fueron 0,151 y 0,038 para
personas normales y 04150 y 0,033 par2 pacientes con PCT, para
la ler. y 2da. etapa respectivamente. Del andlisis estadistico
de esfos datos puede verse que las probabilidades de diferencia
a los controles correspondientes no fueron estadisticamente sig-

nificativas al nivel p 0,05,
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Fig 52 Actividad PCL de eritrocitos humanos en funcion de la
concentracion de Uro’gen IlI
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La mezcla de reaccidn contenia buffer fosfato de potasio 0,067M pH 7,0,
EDTA mM, GSH 1 mM, 0,3 m1 (20 mg de prot) de sobrenadante de hemoliza-
do y los nmoles de Uro'gen III indicados en la fig., en un volumen
total de 3 ml1, Las determinaciones de los productos de reaccidn se rea-
lizaron segin se detalla en la Tabla VII,

Fig 53 Actividad PCL en eritrocitos de controles normales y pacientes con PCT

020 -
NORMALJ’. la. etapa

._.k.: E lo 2a, etapa

........

nmoles de porfirinas
mg. de prot. x 30 min

010l i s la. etapa
PCT o2a. etapa
g S o ¥ p<04

NORMAL PCT

Se emplearon iguales métodos cue los detallados en la fig. 52 usando
entre 8-10 nmoles de Uro'gen III como sustrato.Circulos y cuadrados
representan valores individuales: ---valor medio; - BBl
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DISCUSION.

De los datos de contenido y actividad PCL en distintos te-
jidos de ratas normales e intoxicadas con HCB, 1la conelusion evi-
dente es gque dicha actividad, en higado y rifidn, estd verdadera-
mente disminuida vor el tratamiento con esta droga. Esto es asi
va que las preparaciones enzimdticas provenientes de ratas por-
firicas fueron separadis de las porfirinas enddgenas (en los ca-
gos gue contenian mayor acumulacidn) por filtracidn a través de
Sephadex G-25, por consiguiente fueron eliminadas las dificulta-~
des gque pueden causar las porfirinas enddsenas tales como inhi-
bicidn de la actividad enzimdtica, decremento de la sensibilidad
del enszyo enzimdtico o autooxidacidn del sustrato por las por-
firinas oxidadas (10).A diferencia del método empleado por Talj-

aard y col(191) quienes sdlo descartanla autooxidacidn por el
agragado de G3H en el medio,

Por otra parte, los datos para la actividad PCL aqui pre-
sentados, dan en gener2l tanto la velocidad de desaparicidn de
sustrato (Uro'gen——=TFiria'gen) como 12 de aparicidn de producto
(——=Copro'gen) y no solamente esta ultima, como informen otros
autores(10483;246 )con 1o que se corre el riesgo de no obtener

nctividad PCL, como seriz el caso presentado en la fila (higzado/
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HCB/a) de 1z tabla VII, cuando en realidad existe y en un grado
apraciable. Nuestro procedimiento elimina esta posibilidad. Si
lo comparzmos con el método de Elder y col.(247),si bien seagin
ellos al ugar Pentalgen como sustrato se pueden medir bajas ve-
locidades de decarboxilacidn, pues la concentracidn de la corres—
pondiente porfirina presente en el homozenato es también baja
vara interferir con el ensayo, como bien puntuzlizan ellos
también, el método sdlo es vdlido si ésta es 1z unica enzima,
en higado de rata, que cataliza tanto 1la conversidn de Penta a
Copro, como lz descarboxilacidn de los restantes sustratos (U,
Fy H).

De los datos obtenidos se puede afirmar que en el higado
de las ratas porfiricas hay un gran decremento en la decarboxila-
cidn del Uro'gen a Copro'gen, siendo mds marcade en la 2a. etapa
que en 1la la., andlogamente a lo observado "in visro" con otros
agentes que activan o inhiben la 2a, etapi, siempre en mayor gSra-
do que a la la., como se ha comprobado en otras experiencias de
aste mismo trabijo y andlozamente a lo informado por San lMartin
e Viale y co0l.(89) y 4ragonés y cols (70).

El decremento en la actividad PCL hepdtica concuerda con

los resultados de Elder y col(247)veroc difiere de los de Taljaard
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y col(246),quienes no encontraron modificacidn de la actividad
PCL en ratas tratadas con HCB, si bien ellos mismos suponen que
es 4 cuus2 del corto tiempo de administracidn de la drog:.

De los estudios de los pasos de decarboxilacidn jue compo-
nen la 2a, etapa comparados con 1la la,, que se realizaron a ga-
turacidn de sustrato usando Firia'gen, Hexa'gen y Penta'gen
(tabla IX y fig. 28) se wve claramente que en higado la —_—_
de cada uno de log 3-COCH estd afectada por el tritamiento con
HCB y en grado semejante.

Lz disminucidn en la actividad PCL hepdtica producida por
HCB "in vivo" explicaria los datos de acumulacidn de Uro y Firia
y ausencia de Copro o guizds 12 presenciz de sdlo trazas de la
misma, que no pueden separarse por las téenicas emplezdas. Este
efecto se ve aun mds favorecido por el significativo inecremento
de las actividades de las enzimas involucradas en pasos aﬁterio—_
res a 1a sintesis de Uro: ALA-3, ALA-D y PBG-asz, que como ge
menciond fué demostrado por otros investigadores de nuestro la-
boratorio, que aumentaba en funcidn del tiempo de intoxicacidn,
¥ que fuera informado para ratas con severa porfiria por San
Martin de Viale y c0l.(196)..

La acwmlacidn de porfirinas de 8= y 7-CO0H encontrada en
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nigado de ratas porfiricas, coincide con los resultados cualita-
tivos de San Martin de Viale y cole (189) y con los de Taljaard
vy col. (191),aungue difieren desde un punto de vista cuantitativo
va gue los resultados agui presentados indiecin un mayor % de Fi-
ria y un menor % de Uro, asi como una mayor acumlacidn de por-
firinas en higado muy superior (Z 10 veces mayor)a la observada
vor el segundo Zrupo.

Rajmanickan y col. (195) observaron gue el HCB produce un
inecremento inicial de Uro y Copro en higado (no hacen mencidn
de los intermediarios) con notable incremento de la proporcidn
de Uro y concomitante decresmento del % de Copro, a lo largo del
tiempo de tratamiento (0-1 mes). Aqui no se encontrd Copro incre-—
mentada, inclusive no fué posible detectar esta porfirina, en
anto que los resultados a nivel de Uro serian concordantes. La
diferenciz a nivel de Copro podria deberse a2 una actividad PCL
muy disminufda por estar trabajando con ratas con 11 o mds sema-
nag de tratamiento, mientras que los resultados de Rajmanickan a
lo sumo 2barcan 4 gsemanas de tratamiento.

Los estudics de rifidn indican que hay una acumulacidn de
porfirinas altamente carboxiladas, en respuesta al tratamiento

con HCB, 21 igual que lo informado por Gajdos y G2jdos-D8rdk(190).
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Fgte efecto, al igual que en el caso del higado, puede atribuir-
se a una inhibicidn en la PCL del rifién, principalmente en la
2a., etapa,

De los estudiocs realizados por San Martin de Viale y col.(189)
ge sabe gue la administracidn prolonzada de HCB produce un inere-
mento en la excrecidn de Copro por orina, en cantidad semejante
a Piria (20%), lo gqus nos indicarfa que l2 misma se biosintetiza
en cantidades apreciables en algun tejido distinto del hepdtico,
donde 12 biosintesis de Copro es casi nula; éste podria ser el
tejide eritropoydtico; es por ello que se estudid la actividad
PCL en bazo(que se sabe cumple funciones eritropoydticas en la
rata) y en eritrocitos.

Cabe gefialar agqui gue la actividad PCL de bazo de ratas
normales no se habia determinado con anterioridad; en el presente
trabajo se encontrd que este drgano presenta una significdtiva
actividad comparada con la de higado. Los unicos antecedentes
relacionados con PCL en bazo son los trabajos de Romeo y Levin(83)
realizados en bazo de ratones tratados con fenilhidrazina. En
cuznto a la actividad PCL de bazo de ratas porfiricas, aguf se
encontrd que existe sdlo un ligero incremento respecto de 12 nor-

ma]; por consiguiente al no existir decremento en la actividad
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PCL, la acumulacidn de Uro y Firia, observada en este caso, po-
drfa deberse z un incremento de la PBG-zsa, hipdtesis apoyada

por los datos experimentales de San lMartin de Viale y col. (196).
Bsto Ultimo llevaria a una mayor sintesis de Uro'gen el cuil no
alcanzaria a decarboxilarse, ya que la velocidad de decarboxila-
cidn permanecce en el valor normal. De todos modos tendris que
aparecer al menos algo de Copro y es probable que asi suceda,
pero en tan pequefia cantidad que no es detectzble por el método
emplezdo. La acumulacidn de Firia, que acompafia a la de Uro, en
bazo de ratas porfiricas, podria explicarse teniendo en cuenta

aue, de las dos etapas de la decarboxilacidn la la., que lleva

2
w

Uro a Firia, es una etapa rdpida mientras que el primer paso
de la 2a., etapa, que lleva de Firia a Hexa, es el paso mds lento
de los 4 involucrados en la decarboxilacidn total del Uro'szen,
de aqui que una buena parte del Uro'gen biosintetizado por el
sistema PBG-asa aumentada, pasa a Firia'gen, que se acumula.

De los estudios realizados, con eritrocitos, se observa
gue en los animales vorfiricos no hay acumulacidn de porfirinas
y que la actividad PCL de los mismos es igual en ratas normales
y vorfiricas, de lo que se concluye gue el HC3B no tiens efecto

30bre este tejido.
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En gldndula de Harder, un tejido gque normalmente presenta
una gran acumulacidn de porfirinas, de agui el interés de su es-
tudio, el ECB produjo un decremento en el contenido de porfirinas,
aue podria explicarse por una inhibicidn en la ALA-D, detectada
por San Martin de Viale y col.(196).E1 leve decremento en la ac-
tividad PCL, producido por el HCB en este tejido, estd de acuerdo

ambién con el leve incremento provocado por la misma sobre el
contenido de Uro.

De lo discutido observamos que si bien 1z porfiria produci-
da por HCB afecta al higado y rifidn, las principales alteraciones
ocurren a nivel hevdtico, ya que es en el higzdo donde se produce
la mayor acumulacidn de porfirinas y el mayor decremento en la
actividad PCL. Mientras que en tejido eritropoyético: en sangre
no hay alterzciones ni en el contenido en porfirinas ni en acti-
vidad PCL y en bazo (que es considgrado drgano eritropoyédtico en
la rata) hay sélo un leve efecto tanto en la acumulacidn de por-
firinas como sobre la actividad PCL. Dado la gran analogia, que
tanto a nivel quimico cemo patoldzico presenta 1z porfiria indu-—
cida en ratas por HCB respecto de la PCT humana, podria esperarse
que vnz de las grandes alteraciones metabdlicas producidas en

estos pacientes sea la disminucidn de la PCL hepdtica, sin varia-
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cidn de la mismaz en zistema eritropoyético, lo cual estaria de
acuerdo con afirmiciones previas de que esta enfermedad estd
cardeterizada por un disturbio a nivel hepdtico. Actualmente
se sabe gue la actividad PCL estd disminufda en hilzado de pa-
cientes con PCT (138, 248-249), mientras que a nivel de sangre
hay contradicciones, como se discute mds adelante,.

Los datos obtenidos para la decarboxilacidn del Uro'gen
I y Uro'gen III, indican que con preparaciones Provenientes de
ratas normales la wvelocidad de decarboxilacidn del IIT es = Te5
veces mayor que la del I; datos que estdn de acusrdo con los
lauzerall y Granick (10) quisnes propusieron que en eritrocitos
de conejo la decarboxilacidn del Uro'szen I ocurre a la mitad
de velocidad que 2l Uro'gen III; Hoare y Heath (13) también en-
contraron gue ambos porfirinogenos eran susirato de la PCL rEero
no calcularon sus velocidades relativas (en Rhodcpseudomonas
spheroides), en tanto que Tomio y col. (68) informan que sus
resultados, en eritrocitos de rollo, confirman los datos de
Mauzerall y Granick (10),

Chen y Miller (82) también lo demostraron en hojas de ta-—
vaco y mds recizntemente Smith y Francis (73) en higado de rata,
240 diferencia en las

sunque estos dltimos informan haber encontra
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velocidades para el ler. paso de la decarboxilacidn (U—»F) no
asi en la produccidn de producto finzl, y2 que no encuentran di-
ferencias en la velocidad de formacion de Copro, con ambas se=-
ries isoméricas. Los resultados presentados agui indican que

los primeros productos de la descarboxilacidn, es decir el Fi-
ria‘gen, se acumul:in mds en 1a serie III que en 12 I, mientras
que Penta'gen y Hexa'gen permanecen bajos y constantes. A este
regpecto iguales rasultados obtuvieron Francis y Smith (73).

Por otra parte Cornford (59) tribajande con eritrocitos
humanos encontrd una ligera wventaja respecto de la serie I ya
que informa que 12 relacidn entre las velocidades para las ge-
ries III y I seria 7:8. En cambio Romeo y Levin (83) informan
que ambas velocidades serian iguales. En cuznto a la preseéncia
de intermediarios (F; H y P) en 1z serie isomérica I, los resul-
tados presentados agui estdn de acuerdo a los de Aragonés-y col.
(70) y difieren de los de San Martin de Viale y col. (72) y de
los de Romeo y Levin (83) ya que ambos grupos informan no haber
podido detectar dichos intermediarios. En el caso de Romeo y
Levin, puede deberse al método empleido, ya que en la fase acuo-
sa que ellos separan, y de la cuil extraen posteriormente lo

que consideran sdlo Uro,; vodrizn estar contenidos los interme-
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diarios,que al encontrarse sn muy pequelia proporcidn, no alteran
1la absorcidn de la Uro y por ende no son detectados, al ignorar
su presencia. E1l hecho de que ellos no hayan obtenido intermedia-
rios con l2 misma enzima de higado, posiblemente se deba z la
bija actividad decarboxilante de su preparacidn por el Uro'gen I
frente al ITII comparzdo con 1z de eritroecitos o la agui informada,
ya que la relacidn isdmero III: isdmero I fue 11,2 y 7,5 para

su sistema y los datos aguf presentados, respectivamente. O sea
gque en el ler. caso los intermediarios podrian estar presentes

y debido a su pequefia cantidid no ser detectados.

Anglizando ahora el efecto del HCB sobre la descarboxila-—
cidn del Uro'gen de ambas series isoméricas, a nivel de % de por-
firinas al final de la incubacidn de la PCL, veriamos en primer
lugar gque con la enzima normal, el rpaso mds lento en la serie I
es U—>F, mientras que en la serie III es F—H, a juzgar'por la
acumulacidn de Uro y Firia respectivamente. Zstos resultados
cencuerdan con los de Doss (250) quien localiza la menor veloci-
dad de cada camino, después de la Uro en la sewie I y después
de la Firia en la III, En segundo lugar, con la enzim2 provenien=—
te de animales porfiricos, se ve que en la serie I se increment:
el blogueo entre U y F como asi tembién log % de H y P respecto

ls los normales. En tanto que en la serie III ge afcctarizn los



4 pasos de la descarboxilacidn del Uro'gen correspondiente.
Respecto de las velocidades relativas para los distintos

pasos de la decarboxilacidn del Uro'gen III hasta Coprotgen III,

en un primer momento se pensd que estarfian afectados en distinto

grado por el tratamiento con HCB, debido al notable incremento

encontrado de Hexa frente a Pent2., Sin embargo cabfa la posibili-

dad de que se debiera a un efecto de menor llegada de sustrato

v por consiguiente de no saturicidn de la enzima. Por ello se

realizd la determinacidn de actividad en Tuncidn de sustrato

vy luego se compararon los resultados que estaban a aparente sa=—

turacidn. Asf{ se descartd 1z posibilidad mencionada, ya que los

% de inhibicidn paras cada uno de los 4 pasos de decarboxilacidn

del Uro'gen,2l asegurar su saturacidn con el agregado de porfiri-

s r

nogeno exdgenos, fue aproximadamente el mismo (ver fig. 28 ta-

Por lo tanto la acecidn del HCB sobre la descarboxilacidn
de la serie III, respecto de la misma en animales normales (HCBN)
afectaris todos los pasos en grado semejante, como se indiea en
el siguiente esquema:

LA A SN |

Uro'gen III (HCBN): U—=F—>H—>P—=>C

Para la serie isomérica I el andlisis de los resultados a



nivel de los % de las actividades relztivas, indicarian que el
HCB actua sesmin el siguiente esquema:
Uro'gen I (HCR): sYoptont oot

B1 andlisis de estos resultados permitid también comparar
las velocidades de decarboxilacidn de los porfirindgenos inter-
mediarios con la enzima normal (o en casos normales). Asi se vid
que Firia'gen es el que se descarboxila a menor wvelocidad, en
tanto que para los restantes se cumple: Hexa > Penta > Uro.

Una relascidn parece también encontrarse en cuanto a la cantidad
de sustrato necesaria para saturar a la enzima, ya que Firia se
saturar{a con aprox. 10 nmoles, Hexz con 12, Penta con 14 y Uro
con 16; como si para los sustratos de log distintos pasos de la
2a, etapa de la descarboxilacidn del Uro'gen III (F, HE y P) se
cumpliera que a menor N° de carboxilos se necesita mayor concen-—
tracidn de sustrato para saturar a la enzima., EZn tanto que para
la ler. etapa la concentricidn necesaria es aun mayor.

Estos datos estan de acuerdo con los Smith y Francis (73)
para guienes Firia se decarboxila mds lentamente, en tanto que
el ordsn para los otros porfirindzencs estarfa algo alterado,
ya que sezun sus datos, las velocidades respectivas serisn:

P < H < Py a2ungue ellos mismos puntualizan que estos resultados



deben ser interpretados con extremo cuidado. A pesar de las di-
ficultades para la medicidn exacta del Km aparente de todos los
vorfirindgenos, ellos informan el Km para Penta (8,1 a 0435 p )
y wn rango alrededor de 0,5 = 1,5 nll estimado para los restantes
porfirindgenos. Ellos sugieren que la afinidad de la PCL por los
sustratos decrece con cada decarboxilacidn, lo cual estd de acuer-—
do con los resultados aquf vresentes, para los pdroductos parcial-
mente descarboxilados del Uro'gen II, o sea F, H y P porfirind-
genos de la serie II. No asi con los resultados correspondientes
al Uro'gen III mismo, y2, que como se puntualizd anteriormente,
€ste seria el que se necesita en mayor concentracidn para saturar
a la enzimaj aunque estos resultados tambien deben interpretarse
con cautela,

El andlisis de las distintas enzimas en funcidn del tiempo
de intoxiecacidn permitid sugerir que la PCL es la enzima gque se
afecta en ler, lugar, ademds de ser la uUnica para la que decrece
la actividad con el tratamiento con HCB. Efectivamente agui se
demostrd que la PCL decrece su actividad a 1a primer semana del
tratamiento, llegz2ndo 21 mdximo decremento para la 2a, etapa a
8a. semana, mientras que para la la, aun ge obtuvo un nayor de-

cremento a la l1lla. semana.
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Elder y col. (247), por su parte, habifan encontrzdo, tra-
bajando con ratais intoxicadas con una dieta con HCB al O,3ﬁ(P/§),
que si bien a la 4a, semana ya se habia establecido la porfiria
(excrecidn zumentada de porfirina urinariss y acumulacidn de U
v F en higado), la PCL sdlo se encontraba alterada muy levemente
(10% del control). 4 partir de ese momento su actividad disminu-
yé progresivamente hasta llegar a ser un 18% del control, 2 las
11 sem2nas de tratamiento.

En el presente trabijo se encontrd, ya a la ler. semana
un decremento de aprox. 10%, en tanto gque a la 3er. semana habiz
llegado 2l 36%. Esta diferencia podria explicarse por 1z diferen—
te forma de intoxicacidn de los animales, y2 gue agui se realizd
vor sonda gastrica, en t2nto que Elder y col. administran el HCB
en la comida,.

Los resultados difieren mds de los de Té.ljaard y col.(191) _
y2 que al determinar actividad PCL, al tiempo en que las ratas
intoxicadas con HCB presentaban un cualdro tipico de acumulacidn
de porfirinas, no encontraron efecto sobre 12 mismi por el HCB,
s2lvo en zquellos animales que ademds habian recibido sobrecarga
de Fe. Estos Ultimos tenfan una disminucidn de la actividad PCL,
que llegzba a hacerls no detectable 2 los 55 dfas del tritamien-—
to. La falta de disminucidn observada por ellos suponen que se

debe a una administracidn poco prolong2da de la drogaj aungue
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en base a los resuliados aqui expuestos ésta no debe ser 1la causa,
ya que auwngue se considere despreciable el decremento observado

a la ler. semana, el de la 3a.sem. ya no lo es y menos aun el de

la 8a. semena (comparable con sus 55 dfas) donde se llega a un
85% de disminucidn.

Elder y col (247) descartaron la necesidad de sobrecarga
de Fe, para el establecimiento de porfiria por HCB, midiendo el
contcnido de Fe no hémico durante todo el perfodo de administra-
cidn de HCB, lo cuzl les did valores suavemente mayores en ratas
porfiricas, pero como las mismas tienen también un hfgado mayor,
la diferencia no fus significativa o sea que no se desarrolld
siderosis 2 caus2 del tratamiento con HCB y sin embargo se encon-—
trd decremento en la PCL,

Lag investigaciones realizadas sobre la existencia de un
pogible inhibidor de 1z PCL en higado de ratas porfiricis por
IICB indicaron l2 presencia de una sustancia termoestables (o par-
cialmente termoestabls) capaz de inhibir la actividzd PCL de hi-
zados normales. Como la disminucidn encontrada en los ensayos
de calentamiento no llegd a ser del mismo grado que la provoca-
da por el HCB "in vivo" se realizaron los ensayos cruzados, para
lescartar 12 posibilidad de que el tritamiento térmico hubiese

afectado la actividid del inhitidor. De los resultados obtenidos
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no se pudo descartar ni confirmar esta hipdtesis, ya que 13 pre-
paracidn porfirica no afectd la actividad de 1a normal, Ello pu-
do deberse, en principio, 2 una de los siguientes motivos :

i) gque la afinidad del inhibidor hacia la enzima porfirica fuese
muy superior gque hacia la enzima normal y vor ello no se separa-
ria de 12 la. parz actuar sobre la 2a.; ii) que el inhibidor es-
tuviese covalentemente unido a la enzima porfirica; iii) que si
bien el inhibidor puede separarse parcialmente de la enzima por-
firica para unirse a 1la normal, no ssteé en exceso como para afec-—
tar iguzalmente a las dos, por lo gque el decremento de actividad
que sufririz la normal se veria compensado por un concomitante
ineremento de la porfirica, al ser separada de su inhibidor.Los
estudios sobre el efecto "in vitro" del HCB y compuestos relacio-
n2dos indiecaron en un primer momento al PCF como el metabolito
mds probable a través del cual actuarfa el HCB, Pero los ensayos
realizados en funcidn de la concentracidn de PCF, indicaron que
si bien esta droga tiene un gran poder inhibitorio sobre 1la PCL,
existe una concentracidn 1fmite (lO_SH) por debajo de la cual

no tiene efecto. La cantidad de PCF encontrada en el hizado de
una mujer intoxicada con una fuerte dosis de PCF (251) podrfa

iar una concentracidn de PCF de 10 5M en el medio de ensayo de
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incubzcidn de PCL, Por consiguiente, en base a las dos considera-
ciones anteriores, o el PCF no es el responsable del decremento
observado en la actividad PCL por administracidn de HCB a ratas

o su coneentracidn en higado, por el tratamiento a largo tiempo
con HCB, es mayor gue la obtenida por una unica captacidn masiva
iz 1a drega en si, por un efecto de acumulacion en el hizado o

concentracidn en el entorno de la enzima,

Fdi
(4]

No se debe desecartar la posibilidad de que el PCF, si bien
no tiene un efecto directo sobre la actividad PCL, puede afectar-
12 actuando indirectamente, por ejemplo & nivel de sintesis pro-
teica. El decremento observado"in vivo" por el HCB podria ser
también la suma de los efectos inhibitorios de varios metabolitos
del HCB. Estos resultados concuerdan con las observaciones de
sue la prolongada administracion de PCF a ratas hembras no indu-
ce porfiria, Basdndose en ello varios autores (211, 214, 252-254)
concluyen gque el PCF, como el prinEipal metabolito del HCB no
juega un papel predominante en el disturbio del metabolismo de
vorfirinas hepdticas. Sin embargo, recientes hallazgos muestran
gue el PCT altera los mecanismos de detoxificacidn hepdtica (255)
y acelera el establecimientqo de porfiria hepnitica inducida por

= 2 )

ZCB (215). En ratas tratadas con una combinacidn de HCB y PCF



2]l establecimiento de porfiria hepdtica se establece aprox. 3-4
semanas antes que en ratas tratadas con HCB solo (215). En estos
experiméntos =1 PCF, cuando se administrd sdlo, no causd porfi-
rig.

Los cambios en el "pattern" de detoxificacidn parecen es-—
t2pr asociados con la formacidn de intermediarios electrofilicos
reactivos, por ejemplo epdxidos (256)los cuales se supone que
serian los responsables del disturbio en varias funciones celu-
lares, incluyendo efectos mubtagénicos y carcinogénices por unidn

a macromoléculas celulares. Otro mecanismo a traves del cual el

J

PCF generado en el retfculo endopliasmico liso puede a2lterar el

tern" del metabolismo de los compuestos relacionados al HCB o

'3
i}
ch

incremantar la velocidad de turmwer del cit P-450 (relacionado

a dicho sistems metabdlico), seria a traves de 1la formacidn de

un complejo con los fosfolipidos anfofilicos en las membranas,
iebido a su propio cardcter anfofilico, lo cual provocar{z una
slteracidn en las propiedades fisicoquimicas de los 1ipidos (257).
Por otra parte Jones y Sweeney (258) informaron gque ratones que
ragponden 2 la induccidn de la aril hidrocarbon hidroxilasa

(AHH, relacionada al cit.P-448) desarrollan porfiria al adminis-

tarles tetracloro dibenzodioxina (TCDD). Mientras que, los ra-
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tones que no resvonden, no desarrollan porfirisa bﬁjo las mismas
condicicnes. La actividad PCL estuvo deprimida sdlo en les rato-
nes sensibles al tratamiento. De ello sugieren aue la induceidn
ds cit P-448 y AHH por hidrocarburos aromdticos polihalogenados
es probablemente un prerrequisito para la inhibicidn de la PCL

y la consiguiente acumilacidn de vorfirinas hepfticas. Por otra
virte la simultanea administracidn de HCB y fenobarbital (un
inductor del cit P-450 y de lag oxigenasas de funcidn mixta)
promueve el metabolismo del HCB, provocando un 2umento en la ac-
cidn porfirinogénica del mismo (259-260). Todo esto sugziere que
un metabolito (quizds el PCF) o un intermediario reactivo de

los compuestos relacionados al HC3B, seria el responsable de los
digturbios del metabolismo de las porfirinas hevdticas.

Otro camino de metabolizacicon del HCB, lleva a la formacidn
de metabolitos conteniendo azufre, los cuizles pueden derivar de
lz conjugacidn con GSH, de una reaccion con metionina (261) o
de unidn covalente de intermediarios reactivos & grupos sulfhi-
drilos de las enzimas, por ejemplo 1la PCL,.

Estos resultadog sugieren que un producto metabdlico electro-
f{lico del HCB podria reaccionar con grupos sulfhidrilicos de la

narte catalitica de la PCL hepdtica, provoeande su inactivacidn.
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El andlisis de los resultedos obtenidos con los restuntes
comnuestos indiew gue ei HCB tampoco actuariz, al menos en for-
ma directa, sobre la FCL, Estos datos sin embargo, nc descartan
1a posibilidad de gque el HCB azctue en forma directa a nivel de
membrans, como propone Simon (262). Segun este investigzdor el
HCOB aumentzriz la pérmeabilidad de 1lu membrana a sustencias
solubles en agua, de bajo PM. Cuando una sustancia fuertcmente
lipof{lica se incorpora a la membrana fosfolipidica causz un
cambio en 1z orientzcidn estrictamente controlada de las molé-
culas anfipdticzs y este cambio en la orientzcidn puede ser su-—
ficiente razdén para la penetracidn de sustaneias hidrofilicas
que aumentan en la vecindad del sitio defectuoso. Tales susbtan-—
cias serian: § iLA, PBG y Uro; ademds se necesita una determina-

dz concentracidn intracelular de ellas parz que se produzean a

,

trayés del hemo los mecanismos de inhibieidn por producto final

o feedback involucrzdos en la regulacidn de este camino biosin-

tético y para llegar asi a un estado de equilibrio fisioldgico.

Los disturbios en el estzdo ie equilibrio provocados por dismi-
W " . # .

nuciocn de algun precursor tambien sumentan el proceso gque prece-—

- = - O . = =
de & la formacion del mismo precursor.

Estos autores proponen el siguients esguemz para 1l: accidn



del HCRB g nivel i° membr ana (903)
espacio s ; N
extracelular ¥

fosfolipidos

agua

proteinas

Esquema de membrana interna. Incorporacion del HCB.

Las drogas que exhibieron efecto inhibitorio sebre 1la ZC

o

fueron fenoluu, mientras que las no fendliczs no afectaron la
actividad. Estos resultados estdn de acuerdo con log de Sinclair
y Granick (186) quienes encontraron que PCF, tetraclorofenol y
2=4=dinitrofenol, adicionzdos a homogznito de cultivos de cdlulas
de embridn de pollo, provocaron acumilacidn de Uro; pero difieren
de los resultados que ellos obtuvieron con 2-4-6-triclorofencl,
ya que adicicnado a 3 I no produjo alteraciodn de la decarboxi-
lacidn de 12 Uro, en tanto gue en l= enzima de higado de rata
como se demuestraz en el presente trabajo, drodujo una inhibicidn
del 70%, a la misma concentracidn.

El hecho de gue los grupos Cl incrementen el efecto inhi-
bitorio del fenol, podria deberse a que los gruvos electrofilicos

hicen al OH mds disociable y cargado negativamsnte al pH de 1=



incubacidn enzimdtica; por consiguiente si estos compuestos ejer-—
cieran su efecto unifndose a2l mismo sitio de union del sustrato

y en este sitio hubiese un grupo (+), = mayor carga negativa del
compuesto existiria mayor afinidad por la enzima y mayor efecto

inhibitorio, como es lo agui observado

x@"’ R
\ R R

tiooe
Porfirindgeno

R =H, Cl u otro grupo electrofilico.

La determinacidn de la localizacidn subcelular de la PCL
en hizados normales y de 2nimales porfirices, indiean que la ac-—
tividad PCL estd concantrada vrincipalmente en la fraccidn cito-
plasmdtica.

Estos resultados concuerdsn con los de: Chen y lHiller(82)
para hojas de tabaco; Tomio y col. (68) para eritrocitos de pollo,
Aragonds y col. (70) y Elder y col. (74) parz higado de ratas
normales.

La purificacidn lograda para la enzima proveniente de ambos
lotes de animales (normales y porfiricos) fué ds aprox. 110 ve-

ces., Bstos resultados son muy satisfactorios, vues si bien no
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gse llegd a banda dnica sobre gel de poliacrilamida la purifica-

cidn lograda fuéd psrzlela para ambas prevaraciones, lo que per-

mitid comparar sus propiedades en un buen nivel de purificaciodn.
Romeo y Levin (83) por su parte habian logrado purificar

21 veces 1a PCL proveniente de bazo de ratdn, mediante centrifu-

gacidn diferencial, fraccionamiento salino y columna de Sephadex

G-150, La enzima purificada mostrd 6 bandas en zel de poliacrila-

mida. Chen y Miller (82) purificzron 72 veces la PCL de hojas

de tabaco mediante centrifugacicn diferencial, precipitacidn frac-

cionada y absorcidn en gel de fogfato de Ca, Mientras gue Tomio

y col., (68) purificaron 220 veces la enzimz de eritrocitos de

pollo vnor tratamiento del sobrenzdante de hemolizzdo con DEAZ-~

celulosa en bitch, fraccionamiento con SO (RH4)2 y cromatografia

4
en DEAE-celulosa.

En cuanto a la PCL de higado de rata, Aragonds y col. (70),
trabajando con animiles normales, lograron unsz surificacidn de
130 veces respecto al sobrenadante de 900 xg; aplicanio centri-
fugacidn diferencial, fraccion:miento salino, absorcidn sobre
gel de fosfato en batch y columna de DZAE-celulosa, elufda con
gradiente de C1X, Los pasos individn2les no pudieron compararse

rues 2117 no presentan los wvalores correspondientes. Al ajustar
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1as condicionss de incubacidn para el sistems normal parcial-
mente purificado, se corroboraron ciertos requerimientos informa-
dos en trabajos previos: anaerobiosis (10, 68, 70, 82, 89), pro-
teccidn de srupos sulfhidrilos (10, 71), »H JSotimo 6,8 (6,5 para
Chen y Miller; 7.6 para Hoare y Heath; 6,8 varza lauzerall y
Granick, 7 pars Tomio y col.). En cambio el EDTA no modificd siz-
nificativamente la actividad, dato semejante al de Chen y liller
(82), quienes encuentran sdlo una activacidn del 10% y al de Tomio
v col. (68) qus informaron 8% de activaciocn; en tanto que difie-
ren de los de Maugerall y Granick (10) que encontraron un 32%

[ 4

de inhibicidn; la prinecipal diferencia con el mstodo de trabidjo
de este Yltimo grupo es la fuente enzimdtica y quizds en eso ra-
dique la diferenci=z obtenida en los resuitzados.

En cuanto a 12 temperatura de incubzeidn, se vid que al
inerementarla provocabi un aumento de la actividad PCL hasta los
60°C para luego disminuirla bruscamente, a mayores temperaturas;
este Yltimo efecto quizds a causa de la desnzturalizacidn de la
proteina enzimdtica. Al comvarar estos resultzdos con los corres-—
pondientes 2 la enzima porfirica se vid que el comportamiento
frente al EDTA, al GSH y a la temperatura de incubzeidn fué se-

mejante. En cambio, respecto de la aerobiosis, la ler. etapa con
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1a prevaracion normal estuvo mds afectad: que la correspondiente
3 1la snzims porfirica o a las segundsas etapas,

Alzo semejante ocurrid con 1la respuesta al pH, ya2 gque la
ler. etapa normal fué la Unica cuyo méximo tuvo un ligero corri-
miento hacia un pH mfs zlcalino.

A1 probar el efecto de sales, agentes quelantes ¥y otro pro-
tector de grupos sulfhidrilos, distinto del GSH, se comprobo que:
i) el C1Na provocaba un efecto semejante sobre ambas Yreparaciones
enzimdticas (normal y vporfirica), a 100 mll no tiene casi efecto
on tanto que.a 200 mM, si bien no afecta la ler, etapa provoca
une inhivieidn del 17 y 14%, para la 2dz. etapa normal ¥y porfi-
rica respectivamente. Estos resultados difieren cua titativamente
de los de Aragonds y col. (70), quienes trabajendo con enzima
proveniente de higasdo de ratas normzles encontraron con ClHa
200 mll inhibiciones del 17 y 37%, para la ler. y 2da. etapa res-—
pectivamente, en ests caso la diferencia metodoldgica sdlo es a
nivel del grado de purificacidn de la enzima.

Por su parte Chen y Miller (82) habian encontrado, en su
sistema, un efecto mucho mayor ya que 2 50 ml] el ClNa provoczba
una inhibicidn del 63% y a 250 ml 90% para la reaccidn total.

Bstos autorss provonen que la inhibicidn probablemente sed Provo-
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cada por el anion, dado que el grado de inhibicidn fué el mismo
con las series Na© ¥ X", Tambidn proponen gue los C1 v F pueden
tnirse a un sitio deido catidnico sobre la enzima (264). Tal gi-
tio deido podria estar en o cevea del sitio activo catalitice de
la engzima (semejante a8 lo propuesto aqui para el mecanismo de
accidn de los clorofenoles). Ia pérdida de este sitio decido ca-
tidnico podrfia cambiar el ambiente local del sitio catalitico o
mds adn, romper la estructurs vrotsica {265);

Una inhibieidn porcentual (%) I del 10% fué enconirads por
liauzerall y Granick(10) wusando 8204Haz 2 una concentracidn tan
baja como 1 mlf comparada con lssanteriores, iniiczndo quizas la
mayor importancia del anidn en la magnitud del efecto, aunque
también es factible que el :320: tenga un efecto adicionazl debido
a sus caracteristicas reductoras.

Tomio y col. (68), trabajindo con eritrocitos de ave, en-
contraron gque el ClNa 200 mif provoczbsn 24 y 50% I para la ler.
y 2da. etapa respectivamente y con 400 ml los % subfan = 66 7
80% I,

Con los dos agentes quelantes probidos (pirofosfato de so-
dio y dietilditioccarbamato) sdlo se obtuvo una ligera inhibicidn

con el PPNa en tanto que con el DIC fue del orden del 30% para
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las dos etapas, valor gque se opone al encontrado por Chen y liiller

para hojas de tabico (82), pues encontraron un 241% de actividad
relativa en presenciz de este quelante, a igual concentrzcidn
gque la probada aqui v en presencia de enzima parcialmente puri-
ficada, en tanto gue con FPNa logran una actividad relativa del
148%.

Estas diferencizs quizds se pueden explicar en base a las
iiferantes fuentes enzimdticis utilizadas que exhibirian propie-
dades diferentes. Asf 1a POL de origen vegetal serfa inhibida
por metales, en tanto gque 12 PCL de mamiferos, como en el caso
de la rata, necesitaria de dichos metales para su actividad.
Comparando ahora el comportimiento de la enzima normil frente a
1z porfirica, se ve que el efecto del PPNa es mayor sobre esta
Ultima en tanto que el DTC afectd mds la 2a. etapa de la normal,
BEllo podria indicar un efecto distinto de ciertos metales frente
o ambas enzimas, la afinidad de estos guelantes por el Cu++ es:
EDTA (-) ; PPNa < DIC; por lo tanto los resultados podrian indi-
car una mayor dependencia de cu para l1la actividad de 12 enzima
normal.

En cuanioc al comportamiento frente a los protectores de

grupos gsulfhidrilos, analizando mis en detalle el comportamiento
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presentado por ambas dreparaciones enzimdticas frente al GSH,
los datos aguf obtenidos concuerdan con los de Garcia y col.(71)
quienes encontrarcn que & bajas concentrzciones o no tuvo efecto
o sdlo provocd una ligera disminucidn de la actividad. Cuando
incrementaban la concentracidn apareciz un pico de decremento
(aprox. 2 1 mM) seguido vor vn vosterior ineremento. Los autores
vostulan que la inhibicidn observada a bajas concentriaciones de
GSH podria deberse a ruptura de puentes disulfuro necesarios para
1a sctividad total de la enzima. La recuperscion de la actividad
s mayores concentraciones podriz estar relacionada 2 una funcion
activante del GSH, el cual podria actuar como un anidn bivalente
y no como un protector de grupos sulfhidrilos.

Chen y Miller (82) y Mauzerall y Granick (10) no encontra-
ron efecto con 38H. En cuanto al otro srotector de grupvos =SH
el ditiotritol disminuyd ligeramente la actividad de las dos
etapas, tanto con la preparacidn normal como con la porfiries.
Este efecto podria ser semejante al provocado por el GSH a bajas
concentraciones, es decir gue actuaria rompiendo puentes disul-
furos esenciales para la sctividad. Lz preparicion porfirica, se
vid mds afectada por este tratamiento, indicando quizds una mayor

Jesproteccidn de estos Zrupos.
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Los intentos de 3detesctar grupos fotoozidables tales como
histidina, tirosina o trivtofano relacionades al centro activo
no arrojaron datos positivos, ya gque no hubo diferencia signifi-
cativa entras los ensayos realizados en oscuridad o en presencia
e luz. 5in embargo en presencia de Azul de Ifetileno se vid un
ligero decremento de la actividad, (tanto en los ensayos con luz
o en oscuridad) que era dependiente de la concentricidn del colo-
rante, esto podriz deberss a un efecto inhibitorio del colorante
en sf 0 a una interfersncia a nivel de determinccidn de los pro-
ductos de reaccion. EZstos efectos si bien se observaron tanto
con las preparaciones normales como con lag porfiricas, disminu-
yeron en mayor grado ls sctividad de esta dltima (38% I, frente
2 24% I para la normal, a la mayor concentracidn de Azul de le-
tileno empleada).

Los ensayos parz determinar la estabilidsd térmica de la
enzima, gue se realiziron Precalentado las prepiraciones enzimi=-
ticas a 60°C por 3 min., indicaron gque 12 enzima normal es mucho
mas sensible al precalentamiento que la porfirica; ya que con la
la, se obtienen decrementos del 79, 84, 87 y 92% para el ler,
2do., 3er. y 4to. paso de la descarboxilaeidn total del Uro'gen,

en tanto que con la porfirica los valorss corresvondientes fueron
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37, 47, 61 y T4%.

Sobre la egtabilidad térmica de la enzima proveniente de
dsta u otras fuentes: Elder ha informado, para sobrenadante de
higado de rata, un2 inhibicidn del 100% por calentamiento a 90°C
durante 2 min., Tomio y col. (68) informan parz la enzima purifi-
cada a partir de eritrocitos de pollo que el calentamiento a
60°C durznte 5 o 15 min Yrovoca una inactivacion del 53 y 63%
varz la ler. etzapa y en ambos casos del 100% parz la 2a. Los
autores puntualizan ques la remocidn del 2° carboxilo es mds sucep-
tible al precalentumiento gque 13 del 1°, para confirmarlo, rea-—
lizaron la experiencii utilizando Piria'gen III como sustrato y
encontraron que efectivamente 1la 2a. etapa se ve mds afectada
por el precalentamicnto de 12 enzima.

Romeo y Levin (83) encontraron inhibicidn total por calen-
tamiento a 50°C por 5 min y un efecto algo menor a 43°C (54%),
indicando ademds que el DINB no protege a la enzima contra esta
inactivacion. En cuanto a la estabilidad frente al almacanamiento:
los sobrenadantes fueron los mds afectados, luego los precipita-
dos correspondientes a los elufdos del gel e foafato y por yl-
timo, los precipitados del sobrenadante, en el rango 35-70% sa-

turzecidn con 304{RHd) que fueron estables por 6 meses.

2’
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Ya Hoare y Heath (13) habfan informado que la enzima pre-
civitaba a un porcentaje de saturacidn supericr al 35% ¥y que el
precipitzdo era estible guardado por 2 ¢ 3 semzngs a -15°%C, aun-
que ellos le agrsgabzn BAL 0,5 mil para protegerla. En el mismo
trabajo puntuslizan que la enzima fué inestable en los primeros
vasos de 1la extraccidn.

Chen y Miller (82) informan que la enzima vura pierde ac-—
tividad 2 los 40 dfas de almacenaje a -20°C, sunque en vresencia
de GSH mantiene un 35% de su actividid. A semejanza de ellos,
Romeo y Levin (83) informaron que el DINB protege 2 la enzima
Aurants el almacenamiento; este reactivo se uniria a un grupo
~3H esencial, ejerciendo asi su efecte protector. La reactiva-
eidn 12 hacen luego con ditiotreitol. Bijo estas condiciones,
sus preparaciones fuercn estables por 4 meses, mantenidas a
—-20°C,

Los pasos finales de la purificacidn, o sea el tratamiento”
con DEAZ-celulosa y cromatografia en Sephadex G-100 y G-200,
brindaron indicios de que quizds exista una albteracidn a nivel
estructural, en la enzima proveniente de animales intoxicados
con HCB.

Analizando el comportamiento de ambas preparaciones sobre
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1la columna de DEAE-gelulosz, se vid qus la actividad parz la ler.
etana de la descarhoxilacidn del Uro'zen III aparesciz desdoblada
en dos nicos ¥ gque en el caso de la prevaracidn porfiriea sumen-—
taba la provoreidn del vico gque eluye =2 mﬁyor fuerza idnica.

=

Jobre

)

evhadex G-200, si Tbien no se pudo determinar el

perfil de elucidn de la actividad enzimdtica, en generzl los pi-
cos corresvoniisntes a la prevarscidn norfiricz (de la zonz donde
se cree estariz localizada la actividsd PCL) estdn corridos a na-
yorss voltinenszs de eluwcidn. Ifdentras gue sobre 3Sephadex 3-100 se

obtuvieron con ambas dreparaciones 3 picos droteicos principales,

estando la actividad enzimitica asocizda al 2° de ellos. La di-
ferenciz mds notable, sntre la prevaracidn normal y la porfiriea,
fué gue para la normal el punto de méxima actividad, coincidia
con el pico II, en tanto que con la porfirica la actividad salia
con mayor volumen de elucidn, o sea que presentabz un corrimiento
haecia la der=chs.

La purificacicdn total obtenida fué de 115 y 114 veces res-—
pactivamente vara la enzima normal y 13 porflﬂlcq, aungue en al-
gunos vasos intermedios hubo ciertas difsrencias. La nds notable
fué a nivel 321 ranzo de vYrecipitacidn con 804(NH4)q, ya que apa-

=
rentemente 1z preparacidn porfirica, comenzar{a a precipitar a

menor concaniracidn.



ol 8 R

La conclusiones finales serfian que: 1) el HCB actuando a
través de un metabolito o intermediazrioc reactivo provocaris una
alteracidn en el camino metabdlico del hemo; 2) dicha alteracidn
podria ser por efecto directo sobre 1z PCL o indirectamente por
alteracidn previa del sistema oxidasa de funcidn mixtz en zeneral
y tendria como consecuenciz una acumlacidn de los intermediarios
de este camino metabdlico. 3) Todas estas alteraciones estarfan
localizadas principalmente a nivel hepdtico; 4) Aparentemente la
misma enzima egtd involucrada en la decarboxilacidn del Urc'gen I
y del Uro'gen III; 5) Deben existir 2 enzimas, para 12 la, y 24a.
etapa de la decarboxilacidn del Uro'gen III, Esta diferenciz se
observaria también con 12 preparacidn porfirica; 6) E1 HCB atuando
"per se" o a través de un metabolito causa una 2lteracidn z nivel
de la estructura enzimiticz, actuando "in vivo": 7) Otro mecanis-
mo alternativo de accidn del HCB, podria ser que produjesé un
metabolito, gque se una covalentemente 2 la enzima. Zsta unidn
si bien causaria unz disminucidn de la actividad, protegeria =
la enzima frente a determinados agentes inactivantes (calesntamien-—
to, aerobiosis ) y explicaria su distintos comportamiento en co-
lumnas de DEAE-celulosa y G-100.

La vuesta a punto del método de determinacidn de aciividad
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Ferroquelatasa arrojd resultados muy satisfactorios. En primer
lugar no se pregentaron los problemas dz turbidez encontrados en
el método de Goudy y col. (116), sisndo los resultados de una
buena reproducibilidad. En 2° lugar los valores correspondientes
a los blancos, fueron en general bajos (a diferencia de los de
Labbé y col. (119)), inclusive se podian minimizar ain nds per-
fundiendo los higados con solucidn fisioldgica; este tratamiento
no afectd el valor de la actividad, por lo gue se descartd su usoc.

Y en 3er. lugar, fué metodologicamente sencillo y debido
al método ds solubilizacidn de mitocondrias (por congelamiento
v descongelamiento a las 24 o 48 hs) permitird realigzar el estu-
dio simulténeo de otras enzimas, provenientes de los mismos ani-
males.

Comparando los resultados correspondientes a los distintos
métodos de solubilizacidn de mitocondrias, se comprueba que, el
método de congelamiento y descongelamiento, presenta también
otras ventzjas frente a los restantes. Asi: 12 sonicacidn y el
tratamiento con detergente disminuyd la actividad Ferroguelatasa,
taznto de las dreparaciones normales como de las porfiricas, en
tanto que el congelamiento y descongelamiento, las mantuvo cons-

tante.
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Por otra parte el tratamiento con Tween, sobre mitocondrias
que hebfan sido guardadas a -20°C, también provocd una disminuciodn
de la actividad de ambas preparaciones enzimdticas. Zstos resul-
tados estarisn en contraposicion con los de Labbé y Hubbvard (119)
guienes informan que repetidos congelamientos y descongelamien-—
tos de la Ferrogquelatasa no disminuyen su actividad, aungue al-
gunas proteinas desnaturalizadas ocasionalmente precipitan; e in-
clusive afirman (sin dar datos numéricos) que guardando las mito-
condrias a -20°C se puede extraer y generalmente mejorz la pos-
terior extracecidn de la enzima con Tween, Las principzles dife-
rencias, con el método empleado agqui con el detergente, es gue

ellos suspenden las mitocondrias en CO.HK 0410 II, en lugar de

3
buffer tris 25 mil pH 8,2 y que, después del tratamiento con Tween,
realizan una centrifugacicn a 36.000 xg por 30 min. a 0°C, Obtie-
nen asi un sobrenadante rojizo claro, que guardan.za -20°C.hasta
St uso y que es estable por varias semanas. Quizds con la centri-
fugacidn elimine alsin compuesto que inestabiliza a la enzima.
Similares resultados, respecto a estabilidad, obtuvieron
Porra y col,(142) tratando a las mitocondrias con Tween 20, cen-
trifugando z 20.000xg por 10 min, dializando contra buffer Tris

y centrifugando a 80.000 xg por 60 min. Separan asi un sobrena-

dante amarillo, que guardzn en alicuotas a ~15°C y es establs
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por varios meses. Nuevamente los resultados parecen indicar que
la centrifugacidn, ademss de los pasos adicionales, mejoran no-
tablemente la estabilidad de la enzima al almacenzamiento.

Al estudiar las condiciones dz ensayo se comprobd que tanto
la enzima normal como la porfirica llegan a actividad constante
con aprox. 100 nmoles de Proto y una concentracidn entre 60-90ul
de 304Fe.

Labbé y Hubbard (119, 123) informan haber encontrzdo un
pico de actividad con 24-36 nmoles/ml de Fe+§ aprox. isgual . con-
centracidn de Proto; mientras que mayores concentraciones de Fe
inhiben la actividad. Los autores sugleren que este efecto del
Fe't seriz probablements por unaz reaccidn con grupes =-3H esencia-
les para la actividad, ya que si en vez de ascdrbico usan GSH
como agente reductor, no encuentran dicha inhibicidn. Ellos tra-
bajaron con mitocondrias solubilizadas con Tween-20, sin ﬁoste-
rior purificzcidn, en tanto que Nishida y Labbé (14) trabajando
con-enzima parcizalmente purificada (4 a5 veces) encuentrzn un

4 0 )
. Egta inhibicidn fud observada Hambién

efecto semejante del Fe
por Krueger y col. (155) usando eritrocitecs de pato peroc no por
Golberg y col. (266) para eritrocitos de pollo. Los difersntes

5 " 4 -
comportamientos podrian deberse tanto al método de obtencidn
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de las mitocondrias solubilizadas, como a la naturaleza del re-
ductor empleado o al distinto origen enzimdtico, en los Yltimos
trabzjos mencionidos.

En cuanto al agente reductor agui utilizado, se eligid suc-
cinato en base a las objeciones que presentaba el uso de GSH y
reactivos tidlicos en general, que causan destruccidn del produc-
to finel, hemo (116, 128, 142). Mientras gque Jones y Jones.(143)
no encontraron dificultzdes con el uso de succinato.

Por otra parte también es factible que las preparaciognes
enzimdticas aqui utilizadas tengan un alto contenido en caztalasas
que prevendrian la mencionada destruccidn del hemo (14, 142)., Ia
accidn protectora de las catalasas sugiere gque la destruccidn
aerdbica del hemo libre en presenciz de tioles involuers perdsxi-
dos libres (116, 142).

Al analizar comparativamente las condiciones de incﬁbacién
6ptimas, parz las preparaciones porfiricas frente a las normales,
se ve que coinciden para ambas preparaciones.

El estudic de 1z actividad en funcidn del tiempo de incuba-
cidn demostrd la existencia de un"lag) de 15 y 5 min para las
Prepara2ciones normal y porfirica respectivamente, Zste periodo

rué coincidente con el veriodo de preincubacidn gque necesitaron
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sendag preparaciones para alcanzar la velocidad mdxima,

£

n este aspecto también difiere el comportamiento normal
del porfirico en gque el sumento de 1a actividad con mayores tiem-
pos de vreincubacidn es mas lento para el normal.

21 "lag"mencionado podria estar indicando la existenciza de
un intermediario enzima-Proto. Similares conclusiones obtuvieron
Nishida y Labbé (14) y Llambias (115) de sus trabajos realizados
con mitocondrias de higado de rata y cerdo, respectivamente. For
otra parte estos resultados difieren de los de Porra y Jones (109)
quienss consideran que el"lag"por ellos también encontrzdo, es
debido al tiempo necesario para sacar todo el 02 de la mezecla
de reaccidn, ya que pudieron eliminarlo burbujeando N2 30 min.
antes de la adicidn de Fe' = y GSH. Ademds no encontraron forma-
cidn incrementsda de hemo cuando la enzima fué preincubaia con
Proto, en vacio, con GSH como reductor.

Las diferencias puede deberse zl distinto origen enzimdtico;
ya que ellos trabgjan con mitocondrias de higado de cerdo. En
tanto que el diferente comportamiento de 13 preparacidn porfiri-
ca frente a la normal pareceria indicar gque la enzima porfirica
tiene mayor afinidad gue la normal por la Proto o que de alguna

manera se ve fayvorecida la unidn de lz Proto =2 la primers o también
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vodrfa ser que una confizuracidn molecular distinta del complejo

r
on

.

enzima-porfirina, facilite la posterior incorporacidn del

r

’

metalico a 1z porfirina unida.

El valor de pH dptimo encontrado (8,2) fué el mismo para
ambas preparaciones enzimdticas y estd en el rango (7-9) infor-
mado por la literatura (14, 109, 114, 119, 120, 125, 128, 141),
3in embargo laz actividad a pH alcalinos, superiorses al pH Jdptimo,

n porfiric: se ve mis afectada gue la

(&8

indica que la preparaci
normal, lo cual podria estar indicando un comvortamisnto idnico
digtinto.

Al estudiar conparativamente la actividzd Ferroguelatasa
normal y porfirica en condiciones optimas de ensayos, se compro-
bd gue el HCB produce "in vivo" un aumento en dicha actividad
de 242 veces, aunque la rzsouesta varia mucho de animal a animal,
pudiendo llegar a encontrar en ratas con severo cuadro de porfi-
ria desde uvna actividad Ferroguelatasa normal hasta una 4 veces
superior.

Bl ensayo de la actividad Ferrogquelatasa usando lMeso como
sustrato, indicd que la misma era utilizada tanto por la enzima
normal como por la porfirica y con igual afinidad relativa aque

respecto de la Proto. La actividad resultante en zmbos czsos fud
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5 wveces mayor con Meso que con Protoe

Estos resultados estdn de acuerdo con los de Labbd y col.
(124) aungue ellos informan una velocidzd relativa de leso frente
a Proto de 145 veces. Estos autores concluyen,del estudio compara-
tivo con una serie de sustratos que los grupos vinilo en 2 y 4
no son esenciales para gque la porfirina sea sustrato, mientras
que gruvos carboxilos libres sobre cadenas laterales decido pro-
pidnico en 6 y 7 si lo son. Bl eardcter nucleofflico o electro-
filico de los sustituysntes periféricos afectan la basicidad del
N porfirinico (144, 152) y puede esperarse gque influyan sobre la
velocidzd de incorporacidn del Fs++; de lo cual el comportamiento
de Proto y Meso serfian un ejemplo.

Porra y Jones (109, 110) tambidn encontraron una actividad
muy superior (10-15 wveces) al utilizar lMeso como sustrato. En
el 29 trabajo prueban una serie de compuestos porfirinicos y con-
cluyen que solamente porfirinas dicarboxilicas pueden convertir-
se en los hemos correspondientes, pero no todos los compuestos
dicarboxilicos testeados fueron sustratos de la Ferroquelatasa.

La estabilidad al calentamiento exhibida por la enzima
normal fué semejunte a2 la porfirica entrs 37 y 47°C, aumentando

la actividad de ambas con el precalentamiento a esas temperaturas
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Iientras que a temperaturas superiores, si bien ambas pierden
actividad, la porfirica se ve mucho mds afectada; indicsando una
mayor inestabilidad de esta ultima frente al calentamiento.

El precalentamiente a 100°C por 5 min. inactivd tanto a
la enzima normal como a la porfirica.

Datos correspondientes a la enzima proveniente de ratas
porfiricas no hay en la literatura, si vara ratas normales y son
semejantes a los presentados agui. Asi Labbé (108) informa que
su preparacidn enzimdtica es completaments estsoble a 56°C pero
pierde la mitad de su actividad en 10 min a 60°C, Minakami (125)
informa que la actividad Ferroquelatasa desaparece por calenta-
miento a 100°C durante 30 seg., mientras que Goldin y Little(128)
obtienen iguzles resultados por el precalentamiento durante 1 min,

El Kn aparente vara la enzima normal fud 1,25 x 101 y

SM. Si bien son del mismo orden po-

para la porfirica 0,67 x 10~
drfan indicar uns mayor afinidad de la enzima proveniente de ani-
males porfiricos que de normales, hacia el Fe''. Esto tambidn
estaria de acuerdo con las conclusiones de las experiencias de
actividad en funcidn del tiempo de inecubacidn y de preincubzcidn.

Los datos normales estdn dentro del orden (2-6 x 10 °M) de

los informados por otros investigadores (108, 146, 154). 41 pro-
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bar el efecto de la hemina sobre la actividad Ferroguelatasa,

no se obtuvieron variaciones en la actividad nermal ni en la por-
f{rica, indicando que en ninguno de los casos hay inhibicidn por
producto final.

Tampoco tuvieron el efecto esperado el HCB; PCF y porfiri-
nas, y* que no incrementaron la actividad normal. Por el contra-
rio PCT y porfirinas la inhiben, en tanto que el HCB no la afecta,

Lo, comparacidn de estos resultados con los obtenidos por
igual tratamiento de la enzima proveniente de animales por?fri-
cos, mostrd gue el HCB tampoco afecta su actividad, en tanto que

el PCF y porfirinas parecen afectar en mayor grado a la enzima

El pasaje a través de colummas de Sephadex G-25, en cambio,
afectd en mayor grado la actividad porfirica, ya que provocd un
decremento del 80%, frente a wn 60% para la normal. Aungue esto
quizds sez a causa de gue con la preparacidn porfirica sdlo se
tomaban los los. tubos de los eluidos, para lograr una mejor se-
paracidn de las porfirinas. Seme jantes resultados se obtuvieron
con los ensayos de dilucidn, gue aungue en forma leve decrecieron
mds la actividad porfiriecz gue la normal. Estas diferencias po-

e g o 2y s
irian indieczr una mayor inestabilidad de la preparacion porfiri-



ca por dilueidn, pero fundamentalmente, la dependencia de la ac-
tividad de ambas vrepvaraciones de un factor que se sspararia en
la columna de Sephadex G-25.

Los ensayos de calentamiento mostraron la existencia en
los desproteinizados de las preparaciones normales, de un factor
que disminuye la actividad normal, Dicho factor estaria presente
tambidén en los desproteinizados porfiricos, ya sea en menor can-
tidad o con menor poder inhibitorio frente a la actividad normal.
Otrz posible explicacidn es gque el calentamiento altere la.extruc-
tura de ese inhibidor y que en el caso de 1a preparacidn porfiri-
ciy esté mds resguardado y por ende se afecte en menor grado por
el calentamiento. Comparando, en estos ensayos, (I + &%) con
(T + €P) se ve que este Ultimo tuvo una actividad relativa, res-
pecto del primero, de 118, 121%, con los desproteinizados totales
0 sus sobresnadantes respectivamente y que este incremento en la
actividad fué€ superior a la diferencia entre los decrementos pro-
duecidos por los desproteinizados normal y porfirico sobre la ac-
tividad normal, Estos resultados indicarian la existencia, en la
preparacidn porfirica, de una sustancia termoestzbles o parcial-
mente termoestable, capaz de restaurar en parte, la actividad

normal disminufda por el desproteinizado de una preparacidn nor-



mal. Egte incremento fud inferior que el provocado vor el HCB
"in vivo" sobre la actividad Ferroguelatasa.

Los ensayos cruzados no aportaron mayores evidenciag sobre
la existencia de un activador en la preparacidn porfirica, ya
que el valor experimental coincidid con el tedrico. Esto podria
egatar de acuerdo también con la existencia en la preparzcidn nor-
mal de un inhibidor mds afectivo que el presente en la porfirica
v aue anularia el efecto del activador presente en esta Ultima.

Labbé y Hubbard (119) por el contraric informaron que el
extracto enzimdtico inactivado por czlentamiento no afectd la
actividad enzimdtica. Mientras que Goldin y Tittle (128) infor-
man que el agregado de enzima calentada inhibe la incorporacidn
no enzimdtica., Zste efecto no tendria mayor peso en los resulta-—
dos aqui presentados, y2 que la incorporzcidn no enzimdtica es
nula, debido quizds a la concentracidn de Tween 80 que aporta
la solucidn de Proto &l medic de ineubacidn (113).

Los intentos de restaurar l1la actividad Ferrogquelatasa, per-
dida por el pasije a través de columna de Sephadex G-25, median-—
te el agregado de cu’™ fueron inefectivos; por el contrario el
cutt produjo una mayor perdida de activiiad; Estos resultados

. i
estdn de acuerdo con aguellos trabajos en los que se demostrd
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que el Cu' ' es un inhibidor de la Ferroguelatasa (123; 156) no
asi con el de Wasner y col. (146) que encuentran un efecto ac-
tivador del Cu+k. Bstos Ultimos autores sxplican la diferenciza
en base a la concentracidn de GSH en el medio, y2 que el efecto
restaurador del Cu sobre la Ferroquelatasza fué totalmente depen-—
diente de 1z concentracidn de GSH empleada.

Los resultados obtenidos con PPy, indicarian a éste,'como
un probable cofactor de 12 Ferrcquelatasa, ya que, al pasar la
preparacidn enzimiatica & través de una columna equilibrada con
buffer conteniendo PPy, no se encontrd la pérdida de actividad
observada anteriormente por el pasaje a través de columnas equi-
libradag con buffer solamente.

En cuanto a la comparacidn entre el comportimiento de la
enzima normal y la vorfirica, agui se trabajdé extremando las
precauciones para gue ambas enzimas recibieran izual tratamiento
(ml. de siembra, tamafio de la columna, ml recogidos, etc.) y en
estas condiciones se comprobd gue aparentemente la normal sufre
na mayor pérdida de actividad por el pasije a través de Sephadex
G-25. Por otra parte el PPy es menos efectivo para restaurar esta
pérdida de actividad. Por consiguiente en la preparacidn normal

. . T
debe existir otro factor que produce una disminucion del poder



catalitico, al someterla a filtracidn molecular,

stos resuliados estarfan de acuerdo con los de Labbé y

=1

Nielsen (162) guienes proponen que el PPy debe tener un rol fun-
cional en lg Ferroquelatasa. Bstos autores proponen que: dado
que todas las funciones del PPy involucran la quelacidn de meta-
les bivalentes por la coenzima y que el Fe es utilizado al esta-
do ferroso por la Ferroguelatasa, el PPy operaria en el sifio de
widn del Pe o,

En base a los resultados obienidos en los estudiocs de loca-
lizacidn submitocondrial, se puede pensar gue la Ferroguelatasa
estd efectivamente unida a la membrana interna, tanto en la pre-
paracidn mitocondrial normal como en la porfirica. Los valores
obtenidos en las restantes fracciones podrian indicar contamina-
cidn de las mismas con fragmentos de membrana internz, ya que el
mismo efecto se observd a nivel de CcO (enzima marcadora de membra-
na interna); Li Ce0 ineclusive presantd un valor extremadamente
alto en la fraccidn liviana, pero debs ser un problema a nivel
de determinacidn de actividad, ya que da un % de recuperacidn en
esa fracecidn cerczno al 200%. Zstos valores inesperados de recu-

peracion gquizds se deban a cambios estructurales resultantes de

vy
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cnicas de fraccionamiento (267).

MeXsy 7 cole (145) aislaron fracciones de membrana por tra-



tamiento con digitonina o por sonicacidn y las examinaron median-—
te microscopnia electrdnica, Tanto en las fracciones 40-P y "pe-
sada" las membranas internas estuvieron minimanente contaminadas
con membrana externs. Las fracciones 144-P y "liviana", sin embar-—
go, mostraron significativa contaminacidon con fragmentos de membra-—
n2 interna. Lgs resultados presentados por McKay y col. (145)
para mitocondrias provenientes de.ratas normales y porffriéas
por dietil 1,4-dihidro-2,4,6-trimetil piridin~3,5-dicarboxilato,
concuerdan con los agqui presentados e indican que no hay diferen-
cias en la localizacidn submitocondrial de las enzimas, en ambos
lotes de animales.

De todos los datos presentados vara la actividad Ferroque-
latasa hepdtica, de ratas normales (FN) y porfiricas (FP) por
HCB, se concluye que:
1) Existe un intermediario activeo entrs 12 enzima-y la Préﬁo(E——?J,
2) La FP tiene mayor afinidad que la FN por Proto o bien su con-
figuracidn facilita la entrada del TFe .
3) La alteracidn configuracional quizds deje mds expuesto el
centro activo de la FP, de alli su mayor afinidad por el sustra-—
to y ésta quizds sea tambidn la causa nor la cuzl la FP se ve

mds afectada por pH alecalinos, altas temperaturas y dilueidn.



4) En la FP probablemente exista un activador de la asctivided de

la TR

ol
D

5) En 1= FN probablemente exista un inhibidor de la actividad

la FK presente tambign en FP pero menos efectivo.

e

6) E1 PPy es un posible cofactor tinto de la PN como de la FP.

7) La localizacidn submitocondrial de lz Ferroguelatasz no se ve

afectada por el tratamiento con HCB "in viwvo'.
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8) Si el HCB o un metabolito albterase la permeabilid
brana, podria suceder gue un compuesto de bajo P, normalmente

ausente en la matriz, penetre z la misma y entrs en contacto con
lz. Ferrogquelatasa unida a la membra2na interna, inclusive podria

unirge a ella en forma covalente, alterando asi eu configuraciocn.

. HCB .ﬁ > M)
¥ in vivo o 3
Y LI“\___
0 ® . @
NORMAL PORFIRICA

- =5 ; ++ .
x ey sitios de unidn parz Proto y Fe @ respectivamente.
M:metabolito, activador I: inhibidor.
T

M teambidn podria ser el ICB o un metabolito del mismo.

g) E1 mecanismo de reaccidn en ambos casos seria:
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++
PPy Fe /,Proto
E + FrotoA—bE Proto—S—’E e —YE + HEMO

PPy PPy-F=a PPy

10) Dado que los resultados obtenidos en los ensayos de calenta-
miento no dzan cuenti del alto incremento de actividad Ferroque-
latasa provoc2do por el HCB "in vivo", cabe la posibilidad de

que esta droga actue también a nivel de sintesis proteica, cau-

sando vn auwmento en la cantidad total de la proteina enzindtieca,

Les curvas de actividad PCL eritrocitari=—humana en Ffunecidn
de nmoles de Urofgen III indiceron que 2 una concentracidn 2,7 -
343 @i, la actividad para ler. etapa se hace independiente de la
concentracion de sustrato. La actividad parae la 232 etapa llega
2 un méximo a 2,7 mll, decreciendo luezo levemente a mayor concen-—
traciones dz Uro, lo gue estaria indicando inhibicidn por este
guatrato para la 2a. etapa. Similares resultados obtuvieron
Garcia y col. (71) trabajande con la enzima de eritrocitos de ave
para la actividad de la 2a. etapa, no asi para la de la la., ya
gque ellos también encuentran inhibicidn por Uro'gen sobre su pro-
pia descarboxilacidn. Este comportamiento diferente podria ser

a causa del distinto origen enzimdticoe.
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Los valores de actividad PCL estudiada en pacientes con
PCT estuvo en el rango normal, tanto para la ler. como rara la
2a. etapa de laz descarboxilacidn del Uro'gen III. Los datos con
sujetos normales estuvieron en el mismo rango tanto en hombres
como en mujeres. Esto difiere de los resultados de Kushner y col.
(248) guienes informaron difersncias en la actividad PCL deven-
diente del sexo.

Los resultados agui presentados estdn de acuerdo con los
de Blekkenhorst y col.(268) Elder y col. (252)y de Verneuil
y col. (269 ).Difieren de los de Kushner (248, 249) quienes en-
contraron un decresmento de aprox., 60% de actividad PCL en pacien-
tes con PCT. En base a ello Kushner y col. sugieren que el defec~—
to hereditario en PCT seri: un decremento generzl de la actividad
de estz enzima, en todos los tejidos. Los resultados del presente
trabajo, anteriormente mencionados, no estdn de acuerdo con estas

conclusiones.
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RESUNMEN Y CONCLUSIONES

En base a los egtudios realizados tendientes a determinar el
alcance de los disturbios metabdlicos ocasionados por el HCB, loca-
lizar los puntos de accidn de la droga a lo larzo de la cadena me—
tabolica del hemo y aportar datos tendientes a elucidar el mecanis=—
mo de accidn de la misma, se llegd a las siguientes conclusiones:

- E1 higado es el principal sitic de asccidn del HCB. En este organo
es donde se produce, por efecto de la droga, la mayor acumilacicn
de porfirinas, cuysd naituraleza altamente carboxilada puede atri-
buirse al gran decrsmento gue provoea la drog2 sobre la actividad
PCL hepdtica.

- En 2° lugar estaria afectado el rifidn, en el cual existe tambien

!
i’

unz gran acumulacidn (aungue menor gque en higado) de porfirinas

TN

altimente carboxiladas, como respuestz al tratamiento con HCE,

acompafiada agui tambidn por la disminucion en la zctividzd PCL.

l_,_J

- E1 tejido eritrovoyético (representado en lu rata por los eriiro-

citos y el bazo) se vid muy poco afectado por la droga. En bazo hubo
incremento en Uro y Firia, con un ligero incremento en la actividad
PCL, mientras gue en eritrocitos no hubo acumulacidn de porfirinas
ni variacidn en 13 actividad PCL,

3 s L am - e
- En gl4ndula de Harder hube disminucion en el contenido en porfi

rinas ¥ un ligero decremento en 1z actividad PCL, con el correspon=



- 290 =

diente leve incremento en Uro.

- En los tejidos afectados, el HCB actud sobre ambas etapas de la
decarboxilacidn del Uro'gen: Uro'sen —Firia'een (la., etapa) y
Firia'gen->>>Copro'gen (2z. etapa); siendo, en general, el efecto
mds marcado a nivel de 1z 2a. etapa,

- Dado que la PCL de origen hepdtico fué la gue presentd mayor de-
cremento por efecto del HCB, los restantes estudios se realizaron
a partir de la enzima Proveniente del higado.

- 5i bien 1a velocidad de decarboxilacidn del Uro'gen III es aprox.
745 veces la del Uro'gen I (en hfgaﬁo_normal), el HCB afecta ambas
velocidades en grado semejante, indicando guizds que 12 misma enzi-
ma decarboxila ambas series isoméricas.

=

- U7

3

estudio mds fino se realizd con la serie isomérica III, utili-

-

]

zando los distintos porfirindsencs involuerados en czdu: DaS0agre-
5 P - . - - a PR a F 4 4
gados a saturacion en el medio de incubacion. fAsi se comprobo gue
la accidn del HCB sobre la decarboxilscion de la serie III respecto
de la misma en los animales normzles afectd los 4 pasos en grado
gemejinte, como se indiec2 en el sizuiente esguema:
Uro'—L:- Firia’L»Hexa’*Ll’—» Penta - Copro’gen
- Comparando 1a V_, de decarboxilacidn se vid que Piria'gen es el
£ L)

que se decarboxila mucho mis lentamente, en tanto que para los res-—

antes sustratos se cumple que: vHEXA'E? VPENTA’ E:VUBO’gen
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- Por otra parte, la cantidad de sustrato necesaria para saturar
a la enzima, guardd la siguiente relacidn:

(Pirie) < [Hexs) < [Pentsdl) < (Urd'gen)
aqui se ve que parz los Dpagos que componen la 24, etapa se cumpli-
ria que a menor numerc de carboxilos se necesita mayor concentracidn
de sustrato para saturar a la enzima; en tanto que para la ler., eta-
pa la concentracidn necesaria es ain mayor.

/

- La PCL es la enzima gque se afecta en ler. lugar, (yz a la ler.
semana de tratamiento), en mavor grado y 1la vniecd que disminiye su
actividad por efecto del HCB., IEn tanto que la Ferrogquelatasa sufre
un incremento en su actividad, observable recién a partir de la 3er,

gemsna de tratamiento.

- Investigaciones sobre 1z existenciz de un pooitle inhibhidor in-

e

dicaron la presenciz, en el higado de los animales intoxicados, de
una sustencia termoestable (o parcialmente termoestable) capaz de
inhibir la actividzd FCL de un higado normal.

- Ensayos in vitroc con PCP y HCB indican como voco prebzble la po-
sibilidad de un efecto directo de los mismog sobre 1z aetividad PCL,
Sin enmbargo podrian gjercer su efecto a traveés de vno o varios de
los ¢aminos proyuestos por la literatura: alteracidn de los mecanis-—

mos de detoxificzcidn hepdtica, formacidn de epdxidos, alteracidn

de las propiedafes de los lipidos ds membrana, transformacidn en
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metabolitos azufrados por reasccidn con grupos =SH egenciales de la
enzims, No debe descartarse la posibilidad de gque el PCT o algun
otro metabolito actie a nivel de sintesis proteica., Y tambiédn es
miy factible que el decremento producido "in wvivo" por el HCB sea
consecuencia de la suma de los efectos inhibitorios de varios me-
tabolitos del mismo.

- Al probar otros compuestos, como posibles inhibidores, se encon-
trd que las drogas que exhibieron efecto inhibitorio sobre 1z PCL
fueron en general de naturaleza fendlic2, mientras gue las no fe-
nolicas no afectaron la actividad, E1 hecho de gque zrupos Cl sobre
el anillo fendlico asumentaron su efecto inhibitorio podria deberse
2 gue los grupos electrofilicos hacen mds disociable al oxhidrilo

rgado negativamente al pH de incubaeidne. FPor lo tanto si estos

W

vy c
comvuestos ejercieran su efecto uniéndose al mismo sitiec (+) de unids
del sustrato, 2 mayor carga (-) mayor afinidad por la enzima y mayor
efecto inhibitorioc.

- En cuanto a propiedades generales se encontrd que: la enzima pro-
veniente de ambos lotes de animales (normal: I, porfirica: P) se
encuentra localizadae en citoplasma, reguiere para su actividad Jdp-
tima anserobiosis (la normal en mayor grado), proteccidn de grupos
SH, no reguiere EDTA, la actividad sumenta con la temperatursa hasta

los 60°C para luego caer bruscamente, E1l pH Cptimo fué 6,8 2unque
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para la ler, etapa normal estuvo ligeramente corrido hacia pl mds
alcalino.

- E1 efecto de las sales se probd mediante el uso de ClNWa 100 y 200mli
encontrando gue a la la, concentracidn no tiene efecto en tanto gue
a 200mlil afecta la 2a. etapa de ambas preparaciones.

- Dos agentes gquelantes distintos provocaron distinto efecto sobre
la préparacidn N y P; asi: el pirofosfato de Na inhibid sdlo ligera-
mente la N teniendo un mayor efecto sobre la P, en tanto gue el die-
tilditiocarbamato inhibid en un 40% la N frente 2 un 33%de la P,
Betas diferencies podrian indicar un efecto distinto de ciertos me-
tales frente a ambas preparaciones enzimdticas; podriz ser, por
ejemplo, que la actividad K fuera mds dependiente de 1z [Cu]en el

nedio,.

a3

-~ Lz disminueidn en la actividzd encontrdda con ambzs prevaracicnes

{

. L = i o % s . “ =
enzimsticas frente a bojas [Gah] y frente al ditiotreitol, vodriz

deberse al efecto gue ellos ejercen sobre los puentes disulfuro,
rompiendo su union, l1la cual contribuiria a la actividad, La prepara-
cion P se vid mds afectada por el 2° de los agentes mencionzdos,

— 3,

2

lo cual podria indicar una mayor desproteccidn de logs zrupos

¢

- Loz ensuyos tendientes a detectar zrupos fotooxidables, tales
como histidina, tirosina y triptofano, arrojaron resuliados negativos,

¥y32 que no hubo diferencias significativas entre los ensayos realiza-
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dos en luz u oscuridad. Sin embargo en presencia de azul de metile-
no se vid un ligero decremento de actividzd (tanto en luz como en
oscuridad) gque era dependiente de la concentracidn del cclorante.
Estos efectos fueron mayores con lz prevaracidn norfirica, lo cual,
por tratarsé de un colorante catidnico, vodria estar indicando un
mayor cardcter anidnico de la enzima porfirica o la mayor exposicidn
en 1z misma de un grupo (=) de importancia para la actividad.

- La estabilidad térmica de la enzima N es menor qgue la de la P,
Iientras que las estabilidades al almncenamiento fueron semejantes,
cumpliéndose, en ambos casos, gque la estabilidad del vrecivitado con

SOA(NH4)2 35-70% de saturacidn del sobrenadante de 11.000 xg fué

mucho mayor que la del precipitado con 804(NH4)2 75% de s2t. de los

n

1

(

o - = o . .
eluidosg -de gel de fosfzio y esta ultime fue semejante =z la 4

- Los pasos finales de la purificacidn, o sea el tratamiento con
DE:ZE celulosa y cromatografia en G-100, brindaron indicios de que
§ ’ 5 Yo A . ) 5
quizas exista una alteracion a nivel estructural, en la enzima pro-
veniente de animales intoxicudos con HCB,
La purificzcidn final lograda fué de aprox. 110 veces, siendo
el comportamiento de ambas preparsciones paralelo, aunque se noto

rr e

una diferenciz a nivel de precipitucidn con 804(ﬁn4)2, ya que la F

comienza & precipitar a menor concentracidn salinz.,
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- Anaslizando el comportamiento de ambas preparaciones sobre
columnas de DEAE=celulosa se vid que la actividad de la la.
etapa aperecla desdoblada en 2 picos, en tanto gue para la
2a. no. En base a este comportamiento diferente y & la res-
puesta distinta frente a numerosos agentes ffsicos y quimi-
cos, se sugiere que pueden existir 2 enzimas para la la. y 2a.
etapa de la descarboxilacign del Uro'gen III.

- Anslizando el comportamiento de la preparacién porfirica fren-
te a la normal,sobre columns de DEAE-celulosa,se vié por una
parte gue,en el caso de la preparacibn porffrica,sumenta la
proporcidn del pico gue eluye a mayor fuerza ibnica (de los
dos picos correspondientes a la ler. etapa) Y,por otra parte,
tanto estos picos como el correspondiente a la 2a. etapa,
eluyeron z mayor fuerza idnicz en el caso de la preparacibn
porfirica gue en el de la normal.

- Sobre Sephadex G-100 la diferencia més notable entre la pre-
paracibén normzal y la porfirica fué que para la normal el punto
de méxima actividad coincidfa con el 2° pico (pico III), en
tanto gue con la porfirica la actividad salfa con mayor volu—
men de elucidn. E1 PM, determinado por filtraecibén a través
de una celumna calibradas de Sephadex G-100, fué de 41,000

para lz normal y 46.000 para la porfirica.



- Las cromatografias sobre DEAE-celulosa y Sephadex G-100 y
G=200 brindan indicios de que existe una alteracidn 2 ni-
vel estructural en la enzima proveniente de animales intoxi-—-
cados por HCB.

- Otro mecanismo alternativo de accidén del HCB, podrfa ser gue
produjese un metabolito, que se una covalentemente & la enzi-
ma ya sintetizada. Esta unidn si bien causaria uvna disminu-
cibdn de la actividad, protegeria a la enzima frente a deter-
minados agentes inactivantes (calentamiento, aerobiosis) y
explicarfa su distinto comportamiento en columnas de DEAE-
celulosa y G=100.

- Con respecto a Ferroquelatasa se realizd la puesta a punto de
lzs condiciones de extrazccidbn de la enzima a partir éde mito-
condrias hepdticas, asi como de las condiciones de ensayo parza

la enzima de ambogs lotes de animales,

1
o
(0]

e observd gque en ambos casos resultd efectivo el método de
solubilizacibn por congelamiento y descongelamiento de las
mitocondrias y que tanto para la enzima normzl (FN) como por-
ffrica (FP) se llega a actividad constante con 100 nmoles de
Proto y con 304Fe 60-90 uM, utilizendo succinato como reduc-
tor y & un pH Sptimo de 8,2.

— Se demosgstrd la existencia de un lag de 15 y 5 min., para la
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FNN y FP respectivamente. Perfodo coincidente con el perfodo
de preincubzecidn con Proto, que necesitan ambas preparacio-—
nes para alcanzar la Vméx.' El comportamiento de la en-
zima, N fué distinto que el de 1la P, ya que el aumento de
actividad a mayores tiempos de preincubacidn fué mds lento
para la N. El lag mencionado podria indicar la existencia

de un intermedisrio enzima=Proto.

El diferente comportamiento de la preparacidbn porfirica
frente a la normal parecerfa indicar que la FP tiene mayor
afinidad que la FN por la Proto o también podrfa ser gue una
configuracidén molecular distinta del complejo Ferroguelata-
sa=porfirina facilite la posterior incorporacidn del idn

: o - _
metélico (Fe ') a la porfirina wnida,

La alteracidén configuracional guizds deje mds expuesto el
centro activo de la FP de allf su mayor afinidad por el sus-
trato y ésta quizéds sea también la causa por la cual la

FP se ve mds afectada por pH alcalinos, altas temperaturas

y dilueidbne.
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~ Al estudiar la actividad FN y FP; en condiciones dptimas de en-—
sayo, se comprobd gue el HCB "in vivo" produce un aumento de dicha
actividad de 2,2 veces en promedio, pudizndo llegar, en casos extre-
mos, 2 ser 4.veces superior a la actividad normal,

- lleso es sustrato de la Ferroguelatass de ambas fuentes, con igual
afinidad relativa para ambas. la actividsd resultante tanto para

la FN como para la PP fué 5 veces superior con leso que con Proto.

- E1 KmFe aparente parz 1la FN fug de 1,25 x 107 1 y de 0,67 x 10_5M
para la FP, Si bien son del mismo orden podrizn indicar una mayor
afinidad de la FP gue de la FN haciz el rett,

- HCB, PCF y porfirinas no inecrementan la actividad normal. HCB

no afecta ni la FN ni la FP; mientras que PCF y porfirinas inhiben

4R e i e - ‘ = oA a 1o B
LLEE 4 280 2n mayor ada B 18 2N,

- Bn 1a FP probablesmente exists un activaior de lz agbividsd de

- En 12 FN existe un inhibidor de la actividad de la FN presente
también en la ¥P, pero menos efectivo.

- Bl fosfito de piridoxal (PPy) es un posible cofactor tunto de
la FN como de la FE,

- Ia loeczlizacidn submitocondrial de la Ferroguel:ztasa no se
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ve afectada vor el tratamiento con HCB "in wiwvo".

- 5i el HCB o un metabolito alterase la vermeabilidad ds la
membrana, podriz suceder que un comduesto de bajo FM, normalmen-
te ausente en la matriz, penetre a 12 misma y entre en contacto
con 1la Ferroguelatasa uvunida a la menmbrana interna, inclusive po-

dria unirse a ella en forma covalente, alterando asi su configura-

cidn.
HCB Al
% “in vivo % N
Y b
® ®
NORMAL | PORFIRICA

i {44 . L : o ;
X ey sitios de union para Proto y Fe respectivamente.
Ii: metabolito, activador I: inhibidor.

M también podriz ser el HCB o un metabolito del mismo,
- El mecanismo de reaccidn en ambos casocs serias

L roto
Proto —5—rE< — 2 E +

Poy PPy-Fe++ PPy

ko

PPy
E + Proto —> 5 —
=

=~ Dado gque los resultados obtenidos en los ensayos de calenta-
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miento no dan cuenta del alto incremento de actividad Ferroquela-
tasa provocado por el HCB Min wvivo", eabe la posibilidad de que
esta: droga actue también 2 nivel de sintesis proteica, causando
uwn aumento en la cantidad totzl de la protefna enzimdtica.
Finalmente comparando el modelo experimental aqui empleado
con la PCT humana, es interesante recalcar que en ratas con »or-
firia por HOB, la actividad PCIno estuvo disminufda, en tanto
gue la enzima hepdtica sufrid un fuerte decrsmento de su activi-
dad. Resultzdos semejantes fueron obtenidos aguf para eritroci-

tos de pacientes con PCT y por Elder y col. (252 ) para la enzima

&

hepditica. Estos hechos proveen un ejemplo mds de la semejsnza
entre la porfiria por HCB y la PCT humana. En ambos casos la anor-
m2lidad parece estar limitada al hizado.

@1 defecto enzimdtico primario seria una fuerte disminucidn
de la actiwvidad PCL, con lu comsiguiente acumulacidn de porfiri-
nag altamente carboxiladas en el higado. Por su parte la activi-
dad Ferrcquelatasa, también desémnefiaria un papel importante en
este tipo de porfiria humana y su modelo experimental.

En cuanto al modo de acecidn del HCB sobre el sistema he-
pitico, aparentemente tendrfa: i) una accion directa sobre ambas

enzimas: en el caso de la PCL por efecto de un inhibidor y de la

* en eritrocitos
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Ferrogquelataga, por un sctivador, ii) como los resultados obte-
nidos por accidn de estos efectores, probados "in vitro" por dis-
tintos métodos, no justifican los altos % de decremento e incre-
mento da las actividades PCL y Ferroauelatasa respectivamente,
provocados por el HCB "in wvivo", se suvone que la droga debe ac-
tuar ademds 2 nivel estructural o de sintesis proteica.

Tos resultaios del presente 2studio indican que ambas en-—
zimas podrfan cstar 2lteradss configuracionalmente (como conse-
cuencia de la unidn covalente a un metabolitc de la droga) o es-—
tructuralmente, en el hizado de los 2nimales intoxicados,

Sin embargo no se puede descartar aun la posibilidad de que
2l HCB provogue un efecto a nivel de sintesis proteica y que los
efectos observados "in vivo" sezn la suma de una serie de altera-

cioneg nrovoczdzs por 1lia droga, sobre el metabolizmo hepdtico

en general.

.

e
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