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i primers jarte .e este trabajo .e tesis es 4o caracter bilio;réfice y consis-
te on una puesta al dfa aoerca do los estuiics realizaios sodre porfotilinSgeno =
(PBO) y porfiria experizental, ueede las rimeras observaciones de Sachs, haste loe
trabajos de los grupos de satson; Al.rioh & letbe; Riminston) :ién rd, lajdos & u,}-
dom=.Brok y olros laboratorics ea el perfole que ve desde 1931 haste los primerce mg
see 40 1960 (1 8l 74)e=

in la segun.a parte del segunio trabajo, se 'a realisade um estudio ex,erizental
ezhaustive de la metodologia relacionads com ol ¥iG,

Se ha adaptado o) nfdoio de aislaniento de PE3 de orina porfirica descripto per
Cookson & Egmington (24, asf como distintas téonices de luaentificaciln y valarecila
cuantitativa de B0 (forme orietalina, cramatografis en papel, determinzcionss eejeo-
trotfotomftricas y comporteniento frente a resinas de intercansbio 18nico).

Se deterainaran oceficisntes de extinocila molar especifiocs oon distiates remcty
voe 1@ shrlioh y con materisl oristaiino sislsuo de orina porfirics; los valorse obdty
nidos ocofnoiien con los de la literatura (27 y 28),

Se han cetudiado las condiciones 8ptime de abaoroiln, elucila y recuperscila de
solucicnes puras de riG, o mesclado yrevianente, oon orinss normsles ¥ porfiricas) en
oolumnag de reeina de intercambio Dovex 2, expleadas en ls téonica de Maussrall & -
Oraniok (28).

Be ba encuntrado como dato interssante que, alin con cantiiados del ordem de 1 g
de ri0 abeorbido en la columna, no o8 lle;a el punto de satursoiln, tratajando las oo
.4ciones desori,tas por 1loe autorss arrribs oite.ose

En la tercers parte o0 'an realisedo estuiios relativos al dcsaje cuantitative
de &cido delta amine levfilico (&L), P80 y porfirinas en orina de seta® J cunejos €0~
meti.os 8 la porfiria experimental, medisate ol suministro 4 slil ieoprosil scetanie
da (AIA) o Sedarmid (211D leoprropil mcetil carbemiis) y en orina de una paciente afeg
tada de porfiris eguda. Fara tal fin ee Han aplicado tonicas descriptas or Mauseral
& dranick (28), Schearts, iieve & Matsem (79) s otros sutores (16,77,7 78).

Adsnis e0 ha efectundo uns identifiosciln de 16® diotintos ti,08 de porfiminae -
urinarias que o0 exsretan en porfiria experimental y aguda, aplicando técnioas crome~
togrifices s eocluzna y papel dessriptas por Welson, Falk & benson y otroe autoros --
oon alytnas Rodificaciones introducidas en nue-tre lsboratarie (37,78,79,30,71 y 32;.

an cetos estudics o8 han obtenido los sijulentes redultados:

1°:Tento en las retas como en loe conejos 1llama la atonoiln la gran desproporoil
on‘ los au entos de SAL y ¥BG, con Tesyecto a 10s 4@ ure~ y coproporfirina,aunque la



excresidn deO AL en los conejos estuvo por debajo de la de las ratas. Ademés en los pri
meros so notd una mayor exoreciln de uroforfirinas que en las segundas.

2°s El cuadro quimico ofrecidc por la administracifn de AIA en ambas especies de &
nimales, resultd précticamente similar al producido por Sedormid.

3°: La médicidn comparativa de PBG por sl método de Vahlquist (§), con la técnica
de las recimas descriptas por Kauserall & Oranick (28), ha demostrado que los resulta=
des obtenidos por el método directo pueden dar errores por exceso hasta de un 1007,

Ademfs conviene haocer .notar que los estudios realizados en la fracoidén "uroporfiri
na" fueron hechos en orina sin precalentar, a diferencia de los efectuados por otros au
tores,

Los resultados obteridos son coincidentes con los comunicados por Abbot y Rudolph
(94) en 1961 y discrepan oon los de Xich (73) que sugiere una diferencia entre la porfi
ria aguda humana y la porfiris experimental, ba:nia en los distintos niveles de excrecid
de AL, |

Con respecto al tipo de las distintas porfirinas encontradas en la orina, tanto pro
cedentos de porfiris experimental cumo del caso humno ee ha demostrado que la mayor par
te de la uro= y coproporfirinas son de tipo isomérico III, También se han encontrado ——
proporciones de porfirinas de 7, 6 y 5 carboxilos.

La de siete ocarboxilos fue identificada como firiaporfirina III (37) ouyo porfirie
n8geno se considera precursar metabSlico de la protpporfirina IX sesfin Batlde & Orinstei
(95).

Todo este oonjunto de resultados pueden ser interpretados mediante unahipbtesis —
que considera la bidsintesis @xaserada do(ﬁkL. como responsable de la mayor produccién
de oompuestos pirr8licos obeervada en la porfiria aguda. la acumulacién de:&lb favorece
ria una mayor formaciln de PBG, através de un mecanismo de la aotividad enzimética; en
este casoc sobre la dehidrasa dol.ékL. Esto se realizaria por um mecanismo similar al que
gse distingue como "feed back" positivo (Davidsan, 1960) (107). Los sumentos registrados
en la 'escrecifn de porfirinas podrfan emplicarse en forma similar por el aumento de la
biosintesis de FBG. Esto estaria de acuerdo oon los resultados de Gibsan (1955) (96),~—
gue encuentra umna mayor actividad de la dehidrasa d.<§AL on higado de conejo tratado oon
Sedormid, y de Scott (1955) (97), que constata que en porfirias agudas humanas la trans-
formacién d.(SAL en PBC es més rdpida. las variaciones que se pueden observar en uro- y
coproporfirinas pueden deberse a diferencias de actividad de las ensimas que regulan su

apariocién o a diferentes niveles de us velooidad de exocrecién.



Bn una rata porfirica a la que se lqéuministré glicocola,£0ido sucéinice y alguno
cofactores,entre 1os que se enoontraba ATP,se halld una désminucién en la eliminacibm
de porfirinas y precursores.Este hecho no tiene una explicacién muy olara pero como en
los 61timos tiempos se ha encantrado que AMP (Bénard,Oajdos,0ajdos-TBrok & Oallistim)
(98) ¥ 1a inosima (Lottsfeldt,labbe & Aldrich) (99) producen un desoenso en los nive-
-les de exoreciln de porfirina y preoursores} esta disminucién podrisa explicarse como
un efecto del ATP.

En la cuarta parte de este tradajo se han efectuado determinaciones de actividad
ensinftica de os¢oitriocc deshidrogenass, mélioco deshidrogenasa, glutémico deshidroge-
nasa y alolbol duhidrogouu en polvos aceténiocos de higado de ratas y plasma de eo~
ncjon' normales y sometidos & la parfiria experimental, no encantréndose alteraciones
significativas de las mismas. (85 al 93). Esto aparemtemente exoluirfa la posidbilidad
de que una formeociém snormal de sucoinil Cod fuera la responsable de la dfosintesis
exagerada de (SAL 7y PBO.

Por otra parte comc canclusifn general, se coafirma una ves més la similitud de
"1a porfiria experimental con la porfiris aguda humana, como ya fuera seiialado en an-
tsriores tradajos.-

Finalmente, en eYapéndice, se¢ hace una puesta sl dfa de las fltimas investigacio-
nes en el campo de la porfiria experimental an los Gltimos dos afios (98 al 106)
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ACLARACION PRELIMINAR

Algunos estudios relativos a porfiria experimental, que se describen
en este trabajo de tesis, han sido realizados en colaboracién con el Licen-
ciado Emilio A. Rivas y serdn incluidos también en su trabajo de tesis ti~

tulado "Metabolismo del &cido delta amino levidlico',

ABREVIATURAS USADAS EN EL PRESENTE TRABAJO.

PBG : Porfobilinégeno

pDMAB : para dimetil amino benzaldehido
AL : 4cido delta amino levilico

A.I. A, : alil isopropil acetamida

I.C.D. : Isocitrico deshidrogenasa

i, D, : Malico deshidrogenasa
G. D. 3 Glutdmico deshidrogenasa

A D, ¢ Llcohol deshidrogenasa
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INTRODUCCION

Intecedentes del porfobilindgeno

En 1931, Sachs (l) comprobé gque la orina de un paciente de porfiria a~
guda daba un intenso color rojo con el reactivo de Ehrlich (pﬁMﬁB), mientras
que no daba la reaccidén de Schlesinger, ni el espectro caracteristico de la
urobilina; obteniéndose en cambio, dos bandas en la zona espectral verde, a
diferencia de una sola que da ese reactivo con la urobilina. Por otra parte/
el compuesto coloreado era insoluble en cloroformo. También observd que la
orina, expuesta a la luz, se oscurecia y luego no daba esta reaccidén carac-

teristica.

Waldenstrém, en 1937, (2) estudid este "cromdgeno" en orinas porfiricas
pero no lo pudo aislar aunque demostré que, con un calentamiento en medio
&cido, se obtenfa un pigmento rojo que el llamé porfobilina, Este micsmo au-
tor junto con Vahlquist (3,4) observé que la urea interferia en la rcaccidn
de coloracién y se interpreté que este cromégeno, responsable de esta reac~
cién, era un compuesto dipirrélico que, de acuerdo con la teoria de Dobriner
(5), por condensacién de dos moléculas formaba porfirinas. Esa sustancia
ellos la llaman,por primera vez, porfobilinégeno y en 1944 (6) describieron
un método para su dosaje en unidades arbitrarias, definiendo como unidid de
PBG a la cantidad de este compuesto piresente en una solucién, que da una den
sidad. Sptica de 0,545 a 552 ms ., cuando reacciona con el pIMAB al 2% en CLH
5 N.

Fn 1941, Watson y Schwartz (7) describieron un test cualitativo para
diferenciar est= sustancia del urobilindégeno, aprovechando la distinta solu-
bilidad en cloroformo del compuesto coloreado., Este es el test que se usa
actualmente para identificar PBG en orinas patolégicas.

Prunty (8), en 1945 basdndose en todos estos resultados, describid la
preparacidén de una solucién de PBG purificado de orina e higados patoldgzicos,
mediante la adsorcidén en columa de alumina y posterior elucidén con £cido
acético, Comprob6é también por primera vez, que el PBG inyectado a conejog

no produce un incremento significativo de porfirinas excretadas por orina, ,

Ya en ese tiempo, Prunty pensaba que el PBG era precursor de porfirinas

¥ que el principal lugar de formacién:era el higado.

El primer investigador que llegé a aislarlo en forma cristalina, fue

Westall (9), pero esto recién ocurrié en 1952; aunque previamente Brockman,
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Gray y Hawkinson se ocuparon de él, especialmente acerca de su propiedad
de transformarse en uroporfirinas a distintos pH y tiempos de calentamien-

to (10, 11, 12 y 13),

Westall consiguié cristalizarlo a partir de orina porfirica, utilizan--
do un técnica mediante la cual precipitaba el PBG con acetato mercirico,
liberdandolo posteriormente con SHp., Para la ulterior purificacidén, utili-
zaba resinas de intercambio idénico del tipo Dowex 2, un nuevo tratamiento
con acetato mercirico y SHy y una purificacidn final con columna de alumi-
na, como ya habid descripto Prunty. Los cristales fueron obtenidos al ilevar

este Ultimo eluido a pH 4.

In este trabajo, también describié la cromatografia en papel de F3G,

que ya habian comenzado a utilizar Consden y colaboradores (14).

Westall discutié aqui la posibilidad de que el PBG no fuera interme-
diario normal en la biosintesis de ur0porfirina§, debido a la preponderante
formacién de porfobilina "in vitro", un pigmento de cardcter bilirrubunoi-
de. Ademds a esa altura de las investigaciones ain no se sabia a ciencia

cierta si el PBG tenia una estructura mono o dipirrélica.

Watson, Wawkinson y Bossenmaier (15), en 1953, describieron la apari-
cién en orinas porfiricas de un cromdgeno de porfirinas, que reaccionabe
negativamente con el reactivo de Enrlich, haciendo notar la importanciz Zel
PBG en el diagnésiico de las porfirias agudas, pues ya se sabia que este
compuesto no aparecia en orinas de pacientes con porfiria cutédnea tarda o

congénita.

De este modo, en ese mismo afio, Cookson y Rimingtan (16) aclararon de--
finitivamente la estructura monopirrélica del PBG, con la colaboracién del
Dr. L.A. Duncanson, en la determinacién de los espectros infrarojos y de la
Dra. Olga Kennard, en la determinacién cristalogrédfica por rayos X y el pe-

so molecular,

Granick y Bogorad (17) y el mismo Cookson (18), estudiaron una serie

de derivados de PBG que aclararon definitivamente su estructura,

Por otro lado, en ese mismo afio de 1953 que resulta decisivo en el es-
tudio de este compuesto, Falk, Dresel y Rimington (19) demostraron que era
un precursor bioldégico de porfirinas, pues, anadiendo PBG a hemolizados de

glébulos rojos de pollo, se convertia en proto—, copro- y uroporfirina.
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Bogorad y Granick (20) confirmaron lo mismo usando extractos de algas Chlo-
rella y Schwartz (21), en 1954, llegé a la misma conclusidn con homogenatos

de higado de rata.

Los estudios realizados por distintos investigadores en varios labora-
torios, han permitido aclarar el mecanismo de la biosintesis del hemo. Una

exposicidén detallada de los mismos ha sido hecha por Rimington (22).

La posicidén del PBG dentro del camino metabdlico, estd expuesto en las fi~

gurag Nros. 1, 2 ¥ 3.

SUCCINTL- CoA «- AMINO-BCETO - ALA

GLYCINA ADIPICO
COOH
F“z g:ou (.:OON o) . e - "
§H2 ook GH; -cop ™M kL Lo ifice de la Porfirinogenesis segun
- CO~S-Repy —— o2 ——h CHy Shemin_y_ Russel
+ ;i co
CHNH ]
CHaNH, TooH CHa NH Ckto
COOH SB 00 O CADamICO
. COD o i
2 o)
ALA + ALA PBG L
FOON COOH - 8090 o CMDph iR 4 pikocots
CHz  COOH K CH2 COOH COm \ gl
g tnp 20 by Gy Porfirinas \ 3
o §Ha ¢ ¢ e ‘\ maémm HOOC - (K, -CH,-C = C ~COOK  acdoa amuno B celoadipn o
HK + CO-CHaNH2 ~CHaNH, \ ixovon "no
o WM,
5 | . 13
2 H A HOCE=EH; C2CHD HOOC - CH ~CH, = ~CH-NH,  acido £- smuncievilico
= PN SNy W i
[ 0
J l
-oo:-c-a_-cu.-'cl-cocu Bikan
X OO

Figura No 1.

Figura N¢ 2, Extraido de Shemin,Russell
y Abramsky. (23)

Figura N° 33 Los diferentes rasos en

la biosintesis del hemo.Aclaraciones:

Step:Pasoj;Active Glycine:Glicina actl

(4

vajSuccinyl CoAsSuccinil CoijALA; +ALs

dcido delta amino levilico;Pyrryl le-

thane:Pirril Metano;UP:Uroporfirinaj

UPG :Uroporfirindgeno ;CP :Coproporfiri
5 PTO} =

(UPGI[% UPI |
| €

v

na;CPG:Coproporfirinégeno ;PP ;Protopor

firina;PPG:Protoporfirindgeno ;lacmsHe

CP I +— CPG INI |

CPGI % CPI1 |

®

mo;ElsEnzimas del dcido cIifrico; Eg:

ALA sintetasajE3sALA dehidrasajBg:PBG
deaminasa;Eg :UPG isomerasa;B5:UPG de-
carboxilasa;Ey :CPG oxidasa.CPG decar—

boxilasa;Eg: Hemo sintetasa.
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En 1954, Cookson y Rimington (24) publicaron un trabajo completo sobre
PBG, en el que se describe un método de aislacidén a partir de orinas porfi-
ricas, que es el mds usado actualmente., Tiene una importante ventaja sobre
el de Westall, que es la supresién de las columas de resina y aldmina para
la purificacidn, las que son reemplazadas por un tratamiento con zceiato de

plomo. Con el PBG cristalino se obtuvieron 130 unidades Vahlquist por mg.

En esta misma publicacién, describieron la preparacién de aliunos de-
rivados del PBG, como asimismo la sIintesis de algunos compuestos relaciona-
dos con él; discutiendo la formacidén de porfirinas a partir de PBG y su es-
tructura quimica, que queda aclarada definitivamente como 2 amino-ine%il~4-
2'-carboxietil-3~carboximetil pirrol. Dicha estructura fue confirmada por

sintesis por Prasad, Raper, Rimington y Kroll (25 y 26).

En el afio 1956, aparecieron casi simulténeamente en Europa y EE,UU.,dos
trabajos que resuelven el \dltimo problema serio que presentaba el PBG; su
correcto dosaje frente a los inhibidores de la reaccién de Ehrlich que se

encuentran en la orina.

En el primero de ellos, Rimington, Kroll y Tooth (27) se ocuparon de
la relacidén entre la intensidad del color y los diferentes reactivcs de
thrlich, que se pueden preparar con distintos &cidos y también de ios diver-
sos inhibidores que pueden aparecer en la orina, Discutieron ademds el me-
canismo quimico de la reaccidén de Zhrlich y suministraron datos sobre coe-

ficientes de extincién molar especifica de dicha reaccidn.

En el otro trabajo, Mauzerall y Granick (28) describieron el rétodc de
determinacién de PBG y de ;fAL, mediante el uso de resinas de intercambio
idénico, que anulan de este modo la inhibicidén de las interferencias, También
suministraron datos sobre los coeficientes de extincidén molar especificos

y discutieron la reaccidén de Ehrlich.

El mecanismo quimico de esta reaccién esta explicado en la figura N°,.4



Figura N°.,4: P:Pirrol; EiCom

puesto coloreado; M:Compuesto
no coloreado. La reaccién I
es la que produce la colora-
cién, mientras gque si tiene
lugar la II, se pierde el co
lor. Con un exceso de IM/B y

. . 7/
en un medio &cido, esfa favo-

recida la primera de las reac
ciones, También influyen los
sustituyentes de P.5i son do-
nores de electrones(ej.:dilqui
lo), favorecen el color; en cambio los aceptores (ej.:acetilo, carbetoxi,
nitro, etc.), tienen efecto opuesto. La eleccién de la concentracién de
4cido estd gobernada por las velocidades de las reacciones I y II y por

los numerosos equilibrios &cido base presentes en la reaccidn.-

Haeger, en 1953, empled este método para determinar AL y PBG en dife-
rentes tipos de porfiria (29). Tanto los estudios de Mauzerall y Granick

como los de Haeger fueron realizados sobre orinas de pacientes con porfiria

aguda.

Con respecto a estudios relativos a las transformaciones enzimdiicas
de PBG en porfirinas, se pueden Vver trabajos de Hoare y Heath (30,31) ¥
Lockwood y Benson (32) y con referencia a la condensacién quimica de este
compuesto en uroporfirinégenos, asi como a la estabilidad termodindmica de

estos dltimos, existen trabajos relativamente recientes de Mauzerall(33,34).

Antecedentes sobre porfiris

La porfiria es una enfermedad asociada a un trastorno profundo del me-
tabolismo de las porfirinas, tratdndose de una anomalia metabdlica de tipo
constitucional; aunque también se puede pensar en porfirias adquiridas en
un terreno sin predisposicidén especial y causada por un agente especifico.
Entre éstas se encontraria la porfiria experimental, que serd tratada mis

adelante.

Como ya se ha demostrado, los niicleos pirrélicos sintetizados normal-
mente en el organismo, se utiligan en su mayor parte para formar la proto-

porfiring IX que, combinada al Fe, da lugar a la formacién del hemo, grupo




prostético de la hemoglobina, mioglobina, citocromos, catalasa y peroxida-

3as.

In los casos de porfiria, aumenta significativamente la excrecidn de
distintos tipos de porfirinas y precursores, apareciendo simultineamente

distintos sintomas clinicos.

Glnther, en 1922 (35) y Waldenstrdm, en 1937 (2), elaboraron dos cla~

sificaciones basadae en criterios diversos, que son las siguientes:

Clasificacién de Giinther

Porfirias genuinas
Porfirias téxicas
Porfirias ordénicas

Porfirias congénitas

Clasificacién de Waldenstrom

I Porfiria congémita
II Porfiria cuténea tarda
III Porfiria agude

a) Latente

b) Forma abdominal
c) Forma nerviosa
d) 4guda olésica

e) Forma cromatosa, comienza como la a)

l4s recientemente, Watson (36) clasificé a las profirias del siguien-

te modo:s

I Porfiria eritropoyética
II Porfiria hepdtica

a) Lguda

b) Cutdnea tarda

c) Tipo mixto o combinado
d) Latente

Esta dltima clasificacién est4 basada en el estudioc de 161 casos de

porfiria humana, ademds de las porfirias experimentales en animales.

En los casos que presentan una sintomatologia similar al tipo congéni-

to de GOnther (caso Petry), las porfirinas anormales y las coproporfirinas



en cantidades anormalmente altas, se formarian en las células inmaduras de
la médula Ssea; por esa razén, se la conoce como eritropoyética y se carac-
teriza por la exorecidén abundante de copro- y uroporfirina de tipo isoméri-
co I, no registrédndose la presencia de precursores en la orina. En estos ca~
808, los sintomas clinicos predominantes son la fotosensibilidad y la ane-

mia hemolftica.

En cambio en las otras formas de porfiria, que son las mis comunes,las

porfirinas anormalcs y los precursores se formarian en el higado.

La forma cuténea, que se presenta generalmente emn edad avanzada y que
se caracteriza por fotosensibilidad, pigmentacién de la piel y disfuncién
hepdtica, posée la caracteristica de excretar por orina, uroporfirina I més
firiaporfirina III, conjunto antes conocido como porfirina de Waldenstrdm

(37) ¥ coproportirina, generalmente como complejo metélico.

La forma aguda intermitente tiene uma sintomatologia clinica muy diver-
sa, que puede presentarse en forma de célicos abdominales y, en algunos ca~

S0s, con parilisis y trastornos psiquicos.

Esta dltima es una forma grave de esta enfermedad, mis frecuente de lo
que se piensa, pues muchas veces pasa desapercibida por dificultades en su
diagnéstico. Se caracteriza por una gran excrecidn de precursores de porfi-
rinas, tales como el PBG y el dhL. También se excretan distintos tipos de
porfirinas, pero en menor proporcién y entre ellas, predominan las del tipo

isomérico III.

Una de las formas mis Utiles de diagnéstico, es la reaccion de Watson
y Schwartz (7,38) ya mencionada anteriormente, aplicada a la erina patolégi-

C2e

En nuestro laboratorio, tenemos registrados dos casos comprobados de
porfiria aguda, que se han estudiado en su aspecto quimico para completar
la investigacién relativa a porfiria experimental. Uno de ellos es una jéven
de 20 afios, residente en Junin (Prov, de Bs..s.), con avanzados sintomas de
pardlisis y de cuya orina se hicieron las primeras aislaciones de PBG cris~
talino. El otro caso, mejor estudiado debido a su residencia en Buenos iires,
es una seriora de 27 afios, que no presenta sintomas tan extremos como los del
caso anterior, pero, que en determinadas épocas,hace crisis con vémitos con-

tinuos y o6élicos abdominales.,



En un trabajo de Grinstein (39) estdn descriptos otros detalles relo-

tivos a los distintos tipos de porfiria.

ﬁqtecedentes de porfiria experimental.

Los estudios de porfiria experimental comenzaran con los trabajos de
Schmid, Schwartz, Hanson y Keprios (40, 41, 42) en 1952 y fueran cantinua-

dos por distintos grupos de trabajo, ademds de estos investigadores que per—

tenccen al grupo de Watson,

Para situar mejor el problema, se analizardn las contribuciones hechas
al tema por los distintos grupos de trabajo hasta comienzo de 1960, afio en

el cual iniciamos nuestra investigacién sobre este prodblema,

Investigaciones sobre porfiria experimental por el grupo de Watson§12§2—12512

Schmid, Hanson y Schwartz (40), hicieron la primer experiencia de por-
firia experimental intoxicando conejos con plomo, produciendo en realidad
un saturnismo experimental; de este modo, aislaran uroporfirina I cristali~-
na de médula Ssea, similar a la aislada de la orina de una paciente con por-

firia fotosensitiva (eritropoyética).

Fn ¢l segundo trabajo de esta serie, Schwartz, Keprios y Schmid (41),
somctieron conejos a un tratamiento combinado de plomo, fenilhidracina y
luz, consiguiendo un estado temporario similar a la porfiria humana. Se ob-
servé una excrecién de uroporfirina I similar a la de la porfiria eritropo-
y6tica sin registrar anormaiidades en las porfirinas formadas en el higado,
pero también presentaban las caracteristicas de porfiria hepdtica, pues se

excretaba PBG y se registraban aumentos en la coproporfirina III.

En el tercer trabajo, Schmid y Schwartz (42) trataron de producir una
porfiria experimental similar a la de tipo hepAtico. Con ese fin, se basa~
ron en el trabajo de Ellinger y Rieser (43), quienes en 1916 habfan descrip-—
to la aparicién de porfirinas insolubles en &ter (tipo uro) en orina de par-
cientes intoxicados con trional (dimetil-sulfén~metil-etil-metano). Por otra
parte Duesberg y Fisher en 1932 (44), habian hallado porfirinas similares em
la orina de conejos tratados con sulfonal (dievil-sulfén-dietil-metano) y
también Waldenstrom y Wendt (45) en 1939, habian comprobado que el dimetil-
sulfén-dimetil-metanoc y el sulfonal aumentaban la excrecién de coproporfiri-

nas en conejos.
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Pero lo que hizo que se eligiera el Sedormid (alil-isopropil-acetil-
carbemida) como droga inductora de la porfiria experimental, fue un caso
de un paciente que por intoxicacién con esta droga, contrajo porfiria y fue

relatado por Duesber€(46).

El mismo Schmid, en una de las discusiones del Symposium Ciba (1955),
explicé este caso de la siguiente maneras "We have no experience with Sedor—
mid poisoning in man, but Duesberg observed just such a case in 1932. .ictua~
1ly this report gave us the initial idea of using Sedormid to produce expe-
rimental porphyria in enimals. The patient had suffered from chranic osteo-
myelitis and had been taking a variety of barbiturates. later he switched
to Sedormid of which Lo took dayly large quan tities, 4Lfter severcl montias en
Sedormid, hc was found to excrete large amounts of uroporphyrins. On autopsy
the liver was en-~lysed for porphyrins, but no uroporphyrin was found. Por-
phobilinogen was not known at that time. The only porphyrin present in the
liver was coproporphyrin, These findings are certainly reminiscent of what
one finds in autopsy material in acute hepatic porphyria that I know of and
I believe the% it was really a case of Sedormid porphyria, and not a latent
hepatic porphyria, whica was brought by Sedormid. It was a chronic abuse of
this sedative over a long period of time, with progressive increase in por-

phyrin excretion®.

De este modo. estos autores indujeron porfiria experimental en conejos
mediante el suministro de Sedormid, emcontrando que el higado de estos ani-
males contenia grandes cantidades de proto-,copro-, y uroporfirina, esta
dltima principalmente en forma de precursores no fluorescentes; también ha~

llaron PBG.

El contenido en porfirinas de los eritrooitos, médula ésea, bazo y ce-
rebro, estabas dentro de los limites normales. Notaron parélisis pasajeras

de las patas traseras de los conejos.

Estos autorcec piensan que el Sedormid actuaria sobre las enzimas de

formacidén de ferroporfirinas en las células hepd&icas.

En 1955, Scamid, Figen y Schwartz(47) midieron la activided de la ca~
talasa en higados de conejo sometidos a la porfiria experimental, encontran-
do una caida répida y marcada de la actividad de esta enzima, con un aumen-
to simulténeo en la concentracién hepdtica de porfirinas. No se encontraron

alteraciones en la citocromo oxidasa y la succino deshidrogenasa. La medi-
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cisén de la incorporacién de glicina 2-C14 en 1a catalasa, pareciera estar
de acuerdo can la interpretacién de que el Sedormid blogquea la formacidn de

catalasa en el higado.

En el Symposium Ciba (1955), se discute un trabajo similar, llegéndose
a la conclusién de que no se sabia si el bloqueo se producia en la wnién
hemo~proteina, o en la biosintesis protéica; em ese momento, se carecia de
datos referentes a otras proteinas hepdticas. En nuvestro laboratorio, se
esti estudiando la biosintesis de proteinas en porfiria experimental (49)

en estos momentos.

Schwartz (50), Schwartz y Watson (51) y Mercha:te, Wasjcherberg y
Schwartz (52), 1957, ponen de manifiesto que los homogenatos de higado de
ratas normales y sometidas a la porfiria experimental, transforman el FBG
en porfirinas de 1a misma mene»a, Estn les kiz_ nruser groe la biosintesis
exagerada de precursores, no podia s6lo explicarse como un bloqueo enzimi~
tico; ellos pensaron que el gran incremento en la sintesis de pirroles in-

tentaba compcnsar en el higado, dicho bloqueo.

Schwartz e Ikeda, en el Symposium Ciba (1955) (53), describieron una
experiencia similgr, haciendo referencia a unas ciertas porfirinas verdes
aisladas de higado de conejos porfiricos. En trabajos posteriores de otros
autores y en nuestras determinaciones, no pudimos confirmar la existencia
de dichas porfirinas que, aparentemente, son diferentes formas de la proto-

porfirina IX,

Investigaciones sobre porfiria experimental por el grupe 8e Aldrich y labde
1953-1 .

En 1953, Case, Aldrich y Neve (54) repitieron la experiencia realizqda
por Schmid y Schwartz, en ratas obteniendo resultados bastantes similares.
Conviene hacer notar que estos autores dosaran uroporfirinas ein calentar
Y 86lo hicieron reaccidén cualitativa de PBG. Las porfirinas que identifica-

ron eran en Ssu mayoria de tipo isomético III,

En 1955, Talman, Case, Neve, Labbe y Aldrich (55), comenzaran una serie
de experiencias relccionadas con el metabolismo de las porfirinas y la porfi-
ria experimental en embtrién de pollo mediante inyeccidén de Sedormid en la

yema de dichos embriones.

Encontraron PBG y porfirinas del tipo isomérico IITen el fluido alan-

téico y que se retrasé el desarrollo de los embriones, apareciendo luego



anomalias congénitas.

En otros trabajos (56), Labbe, Talman y Aldrich verificaron que en la
porfiria experimental en embridén de pollo, al aumentar la coproporfirina,
disminufa el 4cido drico. Como luego de uma inyeccién de adenina verifica~
ron que &sta era metabolizada correctamente a 4cido Urico, asociaron la
porfiria & una falla en la biosintesis de purinas. Estos autores pensaron
que la gran superproduccién de PBG, provenia de un exceso de(ﬁﬂxy, por otra
parte, Shemin y Russell (57) consideraron que existia una alteracién en la
desaminacién del s;AL a o -cetoglutaraldehido, en el ocamino hacia las pu-

rinas.

En 1957 (58), estos mismos autores estudiaron la estructura molecular
de los derivados de acetamida que afectan al metabolismo de las porfirinas,
también en embrién de pollo y llegaron a la conclusién que era necesaria una

acetamida mono o dialil sustituida.

En 1959 (59). Talman, Labbe, Aldrich y Sears, estudiaron el metabolismg
de varias bases piricas en embriones de pollo normgles y sometidos a la por—-
firia experimental y encontraron que en ambos casos la adenina se oconvertia
bien en 4cido drico, pero no la xantina y la guanina. Un hecho muy importan-
te fue que la adenina reducfa la formacién de porfirinag en les embricnes
sometidos a porfiria experimental, mientras que la adenasina fuae,:en cierto

modo menos efectiva.

T~dos estos hechos, abonaban en favor de una altergcién metabdlica de

las purinas en la porfiria experimental,
Investigacién sobre porfiria experimental por el grupo 4 mington(l -1255)

Como se sospechaba que los barbituratos afectaban el curso olinico de la
porfiria aguda, Golderg en 1954 (60), probé el efecto de ellos en el mebabo-

lismo de las porfirinas en los conejos.

El 4cido dialil~-barbitidrico produjo un aumento de coproporfirina III,
uroporfirina III y PBG, registréndose con el alilisopropilbarbitirico y alil-
(1-metil-butil)-barbitdrico sélo aumentos en la coproporfirina III. Otros bar

bituratos, no afectaron el metabolismo porfirinico.

Este mismo autor, junto con Rimington (61~62) en 1954 y 1955, inyectaron

PBG a ratas, sin registrar aumentos significativos de porfirina en la orina.
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Tampoco bubo acumulacién de PBG en el higado y, por otra parve, la excrec-

cién del PBG inyectado era muy ripida.

Goldberg y Rimington (63) probaron distintas drogas induc*oras, lle-
gando a la conclusién de que la estructura quimica que afecta al mutabolis-

mo de las porfirinas es:
CHy = CH~CH-CHR-CO-NH-

Fn la figura N°. 5 se pueden observar las distintas drogas probadas

por Goldberg y Rimington y los efectos que obtuvieron.

Fig, No, 5 Efectos sobre la ox-
droga estructuras creccidén urinariag de
porfirinas.

alil-isopropil-acetamida (4.I.A.)

-—w
.00 XN,
Alil-isopropil-acetil-urea (Sedormid) D.P_
Ol ~CH .Gl
n-propil-isopropil-acetamida :>2_.m.-..m.n. vos
-

alil-isopropil-4cido acético i

.00. B,
cido dialil-barbitdrico (dial) >2=
| CHy=CH.CHl,
alil=(l-metil~butil)-barbiturato de sodio oo
(seconal)

OM=CH .M,  OU—NH

4cido alil-isopropil-barbiturico 2< >®
CMymOH . ol

iy=CH .CH, OU—MNH
+++ Efecto muy marcado (mucha copro-,uro- ,
N,

porfirina Yy PBG). Olly.CH,.CH,. ‘uu-{, h
Cig=OM .CH, NN
++ Efeoto marcado (mucha coproporfirina - >\/ >u.y

¥ poco PBG y uroporfirina). /\m o N
W,

+ Efecto moderado (solamente ccproporfi-
rina.)

+ S6lo aumenta ligeramente la coproporfirina,- - .- Ningdn »*-zto,

Realizaron experiencias en distintos tipos de animales, %~lcs ccmo co~
nejos, que fuerom estudiados en detalle, ratas y pollos, obteniondo zuren -
tos en 1l excreccién de PBG, uro y coproporfirina, aunque para el dosaje de
PBG usaron el método de Vahlquist y el dosaje de uroporfirinas fue hecho

con previo calentamiento de la orina.
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Verificaron que los conejos tratedos con A.J.A. o Sedormid perdién
apetito y peso y se costipaban. No observaron parilisis, ni cambios en la

presidén sanguinea y en los valores hematolégicos.

Ademds, probaron también que el bloqueo del sistema reticulo endote-
lial y la extirpacién del bazo no disminuia la excreccién de porfirinas

ni PBG.
Fn opinién de estos autores, la porfiria experimental se debia a su-

perproduccidén de porfirinas y no a la no utilizacién de ellas.

Investigaciones sobre porfiria experimental en el grupo de Bénard, Gajdos

¥ Gajdos-Térok. (1953-1955).

Estos investigadores, en una serie de trabajos realizados en el Hos-
pital "HStel Dieu de Paris" entre 1953 y 1954 (64, 65, 66, 67, 68, 69, 70),
ensayaron también por via experimental en conejos con Sedormid y &.I.4;
esta Ultima, fue suministrada en una désis alta y tnica, registrando umna
elevada excreccidén de porfirinas y PBG a las pocas horas. También probaran
porfiria experimental en conejos con higados afectados por tetracloruro de
carbono y llegaron a la conclusidn de que no era necesaria la integridad
del higado, para la alteracién del metabolismo porfirinico. Esto les hizo

pensar que el PBG podria formarse también extrahepiticamente.

En 1955, estos mismos autores estudiaron la transformacién de PBG a
porfirinas en varios homogenatos de diferentes tejidos, en forma similar
a lo que hicieron Watson y Schwartz. Ademés, probaron distintos inhibido-
res y activadores de esta transformacién, encontrando que el novarsenoben-
zol, malonato, e{-cetoglutarato y ATP inhibfan la reaccidén, mientras que

la adenosina monofosfato, la aceleraba.

Investigaciones de porfiria experimental en otros laboratorios §12§§-12§22

Stich, en un articulo del Symposium Ciba (1955) (71), se ocupé de las
distintas estructuras derivadas de acetamidas capaces de producir porfiria
experimental y comn verificd gran eficiencia con los alil derivados, supuso
que en la porfiria experimental hay una competencia entre la succinil-Coi
¥ la alquil succinil-Cos4, formada a partir de los derivados alilicos de la
acetamida. En la discusién suscitada en dicho Symposium por este trabajo,

no fue muy aceptada la hipétesis de Stich. Falk dijo que suministrando
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AsI.A. marcada a un conejo no se encontré PBG marcado.

Bn 1958 y 1959, Stich (72,73) publqu dos trabajos relativos a porfi-
ria experimental en caonejos en los que induce esta anomalia metabdlica com
Sedormid y otras drogas similares, encontrando una excreccién elevada de

PBG pero normal de JaL,

Br la Universidad de Maryland, Solomon y Figes (74), éen 1959, adminis-
trando oralmente dietil-l-4-dehidro—2-4~6-trimetil-piridina-3-5-dicarboxi-
lato a ratones, observaron un incremento de proto~ y coproporfirinas en el
higado, mientzas que en cobayos caon este mismo compuesto, encontraron au-

mentada la coproporfirina urinaria y tragas de PBG urinario.

Situacién de la porfiria experimental en los primoros moses de 1960. Intro~
duccidon al trabajo experimental.

Como ya se ha visto, la porfiria experimental ha sido estudiada funda-
mentalmente por cuatro grupos de investigadores; uno en Minnesota(EELUU.),
bajo la direccién de Watson; otro en Londres (Gran Bretafia), dirigido por
Rimington; otro en Portland, Oregén y Seattle, Washington (EE.UU.), on el
que se destacan Aldrich y Labbe y, finalmente, el grupo francés, en el que
trabajan Benard, Gajdos y Gajdos-T&rok, aunque, ultimamente, en la Univer-
sidad de Munich (Alemania Occidental), Stioch ha realizado algunos estudios

relativos & estc tema.

De acuerdo a las teorias elaboradas por todos estos grupos do investi-
gadorcs, parece bastante factible que en la porfiria experimental, asi camo
probablemente en la porfiria agudo humana, haya una superproduccién de por-
firinas y precursores, mis que una-wo-utilizacién de ellas, como sugirié ol

grupo dc Rimington.

Do todos modos, la disminucién do la actividad de la ocatalasa hece
pensar al grupo de Watson, en un bloqueo enzimé*ico, -~*iibuyendo la gran
formacién de porfirinas a una componsacién de aquol bloqueo. Lo que resul-
t8 oxperimentalmonte evidente es que los higados porfiricos puoden metabo-

lizar bien el PBG "in vitro".

La Unica objeccién fundamental que hace el grupo de Gajdos, es acerca

de la posible formacién extrahep4tica del PBG.
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Por otro lado, Stich traté de elaborar una teorfa de inhibicién compo-
titive ontre la succinil Cod y la alquil succinil Cod, pero no results muy

aceptada por otros investigadores.

El grupo de 4ildrich y Labbe ha enfocado el problema desde el punto de

vista de una alteracidn en el metabolismo de los 4cidos nucléicos,

En general, todos los grupos de investigacién asocian la porfiria ox-

perimental con la porfiria aguda humana.

Con todos estos antecedentes, nos propusimos producir porfirie experi-
mental, can el objeto de estudiar en forma més completa el cuadro quimico

oorregspandiente a porfirinas y precursores.

En oste trabajo, se estudian la excreccidn de J.A.L, PBG y porfirinas

en porfiria experimental, utilizando métodos nds exactos y especificose.

Finalmente, con la idea de verificar si existfan alteraciones en las
actividades de algunas enzimas relacionadas con la biosintesis de JA.L Yy
PBG, se midieron dichas actividades, en forma comparativa, en higado de co-
nejos normales y sometidos a la porfiria experimental. Un estudio similar

se realizé en plasma de conejos.

Con ese fin, de determind las actividades comparativas de isocitrico
deshidrogenasa y milico deshidrogenasa, enzimas participantee del ciclo de
Krebs y de la formacién de succinil-Cod, punto de partida del ciclo de
Shemin, Se hizo lo mimmo con glut&mico deshidrogenasa, relacionada con la
formacidn de &cido o¢(-cetoglutérico, que forma parte también del ciclo de
Krebs.

Adenés, teniendo en cuenta que en determinados casoe de porfiria, el

alcohol la favorece y aumenta la excrecién de porfirinas y precursores, se

decidid medir la actividad comparativa de la alcohol deshidrogenasa.-~



SEGUND. PARTE

ALSLANMI ENTO, IDENTIFICACION Y VALORLCION DEL PORFOBILINOGENO.

saislamiento de PBG de orinas porfiricas.

Para el posterior estudio del metabolismo del PBG, la primer tarea
realizada fue el aislamiento de este compuesto, en forma cristalina, a par-

tir de orina de una paciente con porfiria aguda.

Como ya se dijo, el primer investigador que aislé PBG cristalino a par
tir de orina porfirica fue Westall (9), en 1952, Cookson y Rimingtan, en
1953, (24) modificaron el método, haciéndolo més sencillo y aumentando el

rendimiento hasta el 60%,

Esta dltima técnica es la que se ha seguido para este trabajo, aunque

utilizando la centrifugacién, en lugar de la filtracién, en todos los pasos.

El método consistié en llevar orins porfirica fresca a pH 4-4, 5 con
dcido acético, para luego precipitar el PBG con solucién de acetato merci-
rico (15% peso/volumen). Se formé un precipitado muy fino, ligeramente colo-
reado, que probablemente sea un complejo mercirico del PBG., Debido a las die
ficultades que presenté la filtracién, se prefirié decantar el sobrenadante
después de algunas horas y centrifugar el resto, Para determinar el final
de la preocipitacién, se tomaron muestras parciales y sobre los filtrados se
efectué la reaccién de Earlich; se dejé de aiiadir solucidén de acetato mer—-
cirico, cuando esta reaccidén dié negativa. El precipitado, una vez centrifu-
gado, se lavé dos o tres veces oon solucién de acetato merciurico (1% peso/

volumen).

Es muy importante para la eficacias del método, el uso de acetato mer-
clirico de muy buena calidad. Este debe disolverse con facilidad en agua en
las proporciones antedichas. No es recomendable dejar preparadas soluciones
de esta droga por periodos mayores de una hora, pues se hidroligza muy facil-

mente.

El siguiente paso, consistié en liberar el PBG mediante una corriemnte
activa de SH,; para tal fin, se suspendié el precipitado obtenido anteiior-
mente en la menor cantidad de agua y se hizo pasar SH,, dando por finalizada

la reaccién cuando toda la suspensién tomé color negro.

El precipitado de SHg, de aspecto coloidal, se centrifugé y se separé

del sobrenadante. Debieron efectuarse tres o cuatro lavados con agua, pues
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el SHg retiene parte del PBG; pero fue muy diffcil llegar a una reaccién

negativa de Fhrlich en estos lavados.

El sobrenadante, més los lavados, se aereé para eliminar restos de
sulfuros y luego se traté con acetato de plomo (10% peso/volumen) para pre-
cipitar todos los pigmentos que interfieren en la obtencién de PBG. En este
caso, se repitif el mismo procedimiento anterior, lavando con acetato de

plomo (1% peso/volumen),

El nuevo sobrenadante, se traté con nitrato de plata al 20% peso/vo-
lumen, con el objeto de eliminar los acetatos. También aqui se efectuaron
tres o cuatro lavados con nitrato de plata al 1%. Tanto el precipitado de
los pigmentos como el de los acetatos, fueron de tipo coloidal, por lo que

resulté aconsejable la centrifugacidn.

La solucién resultante de todos estos procesos, reculté ser casi inco-
lora o de leve tono amarillento y se volvid a tratar con un exceso de ace-
tato mercirico (15% peso/volumen), obteniéndose un precipitado que fue casi
blanco; éste se separd por centrifugacién y se liberé el PBG haciendo pasar

SHp, sin adicién posterior de lfquido.

Una vez concluido este tratamiento, se centrifugé este precipitado; el
sobrenadante se filtré para evitar que pasaran pa:ticulas de sulfuro y ae-
reé para eliminar el exceso de SHp. Este sobrenadcnte de color amarillo, se
ajusté a pH 4 con amoniaco y, por posterior enfriamiento cristalizd el PBG.
Fue posible obtener mayor rendimiento, tratando el precipitado final de SHg

can pequefias porciones de agua.

Una vez observados los cristales de PBG, al microscopio, se filtré por
un embudo de clavo y se lavé con agua acidulada con dcido acético y luego
con acetona. Estos cristales eran de un ligero tono rosado., En lugar de
recristalizarlo disolviéndolo en amonfaco 0,5 N, con posterior tratamiento
de &cido acético 1 N hasta pH 4, se prefirié transformarlo en clorhidrato

de PBG, que es més estable que la base libre.

Para este fin, se disolvié el material crudo en CLH 2 N (1lml por cada
50 mg) y se calenté wnos minutos a 45-50°C; se filtré rapidamente por embu-
do de clavo, para eliminar las impurezas y el filtrado se enfrié bruscamente
con hielo y sal, obteniéndose agujas oasi incoloras que se lavaron con ClH

2 N frio y acetona.



En las figuras Nros. 6 y 7, se pueden observar fotograffas de los. eris

tales de PBG y su correspondiente clorhidrato.

Figura N° 6
Cristales de por-

fobilinégeno.

Figura N° 7
Cristales de clo-
rhidrato de por-

fobilindégeno, .

La estabilidad de! ~rgundn compuesto, es mayor que la del primero,pero
también se altera con el tiempo. Lo aconsejahle. e~ guardarlo al vacio y a
baja temperatura.

Cookson y Rimington (24) obtienen un rendimiento de alrededor del 60% de
PBG, En las repetidas experiencias se han logrado aislar cantidades del orden

del 40 -~ 50% de lo tedrico segin la téenica de Mauzerall y Granick (28).
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Estudios gobre identificacién y valoracidén del PBG

Aqui se describen las diferentes técnicas que han debido ser utiliza-
das, tanto para identificar el PBG cristalino, como para valorar dicha sus-

tancia en soluciones puras y orina humana, de ratas y conejosi

Criterios de identificacién de PBG

La forma cristalina observada al microscopio, sirvié como primer cri-
terio de identificacidn. Al no poseer ninguna de las dos sustancias, un
punto de fusién determinado, ésta no era forma pridctica de reconocimiento.
Westall (9) dice que los cristalos de PBG se oscurecen entre 120-130°C y
se descomponen a 175-180°C, mientras que el clorhidrato se descompone a
165-170°C. A pesar de ésto, y mediante la utilizacién de un aparato para
micropunto de fusidén con calentamiento eléctrico, se hicieron estas deter-
minaciones con el material obtenido de la orina porfirica, observandose
que el PBG se oscurecid entre los 115 y los 140°C, mientras que la descom~
posicidén se observsé entre los 175 y 180°C. El punto de descomposicién del

clorhidrato, coincidié con el de la literatura.

Cromatografia en papel de PBG

En base a los métodos cromatogriéficos descriptos por Westall, Cookson
& Rimington y Mauzerall & Granick (9,24, 28), se utilizd este criterio de
identificacién para soluciones de PBG o clorhidrato de PBG, aislados de
orina porfirica y en eluidos de las columnas de resinas de intercambio ié-
nico, que se emplearon para valorar PBG de orina y que se describen mis ade-

lante,

Se utilizé como solvente, la fase superior separada & 17°C de una mez-
cla de butanol, icido acético, agua en la proporcién 4:1:5 (v/v); el papel

utilizado fue Whatman N° 1 y el tiempo de corrimiento, de 7 horas.

Se emplearon dos métodos diferentes de revelado; en uno de ellos, se
pulverizé el papel con reactivo de Fhrlich hasta la aparicion de una mancha
roja, mientras que en el otro, se sometié la hoja cromatogréfica a vapores
de &cido acético durante 10 minutos; al cabo de ese tiempo, se pudo obscrvar
con una l4mpara ultravioleta una fluorescencia roja, debida a uroporfirina

formada, en el sitio donde corrié el PBG.



En todos los ocasos de ung serie de cromatogramas, hechos en estas con

diciones, el Rf fue de alrededor de 0,5, como sefiala la literatura.

Se intentS hacer correr orina porfirica directamente, pero no se tuvo

éxito en el revelado,

Estudios relativos a la reaccidn de Ehrlich

Como ya se dijo oportunamente, diferentes autores probaron distintos
tipos de reactivos de Ehrlich, Para este serie de ensayos, se decidié u-
tilizar fundamentalmente tres tipos de reactivos; el normal de Ehrlich,
el modificado con &cido perclérico, descripto por Mauzerall & Granick(28)

Yy uno con Acido acético, descripto por Rimington, Kroll & Téoth (21).

El primero de ellos, contiene 2% de pDMAB en ClH 6 N; para el segundo,
se disuelve 1 g. de IMAB en alrededor de 30 ml de 4cido acético glacial,
se afiaden 8 ml de &cido perclérico al 70% y la solucién se diluye a 50 ml
con 4cido acético. El tercero, estd compuesto de 15 g. de IMAB disueltos

en 65,6 ml de C1H concentrado y 194,4 ml de #cido acético glacial,

Con estos tres reactivos, se determind la relacién entre la densidad

Sptica y el tiempo, obteniéndose los resultados que muestra la figura N° 8.

T e~
7/ — e,

Figura N°.8:.., 3 Reactivo normal de Ehrlich
AAO1Reactivo de Errlich modificado ¢om &cido per-

clérico 2 N. xxx: Reactivo de Ehrlich recomendado

por Rimington, Kroll & TGoth,
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Curva de absorcidn

Es espectro de absorcidn, por ser caracteristico de una determinada
sustancia, sirve también como criterio de identificacidén y también nos in-
dica la langitud de onda mds adecuada para efectuar las mediciones en caso
de tener que usar esta reaccién como método cuantitativo de valoracidén de

PBG.

El espectro de absorcidén de la reaccién PBG més DMAB, tiene dos méxi-
mos de absorcién uno a 522 m)n y otro a 555 mM., Este iltimo, que es el
mayor de los dos, es el que s; utiliza para las determinaciones cuantita-

tivas de PBG.

Se reprodujo este espectro utilizando clorhidrato de PBG cristalino
aislado de orina porfirica, en disolucidén adecuada y con el reactivo de
Ehrlich, recomendado por Rimington y colaboradores, obteniéndose un resul-
tado plenamente coincidentes con los descriptos por otros autores, como lo

muestra la figura Nc¢, 9

Figura N¢ 9: Curva de absorcién de la reaccidén de Ehrlich con el PBG

Determinacidn de los coeficientes de extinecidn molar especifica

Como método de control para las posteriores determinaciones de FBG en
orina de loe animales sometidos a la porfiria experimental y como un crite—
rio mds de pureza para el producto aislado de orina porfirica, se procedid
a la determinacién de los coeficientes de extinecién molar especifica con

los tres reactivos descriptos anteriormente.

Para tal fin, se hicieron diluciones apropiadas de clorhidrato de PBG

para poder hacer una representacién gréfica de densidad éptica en funcién




e .

de concentracién. Una vez obtenido los puntos representativos, para el tra-

zado de la recta se utilizé el procedimiento matemftico de los cuadrados

minimos, Las representaciones gréficas se encuentran en las figuras N°s.

10 y 11,
Figura No, 10
i ; ,_// i
w B Ty

BB P 8 >
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Arriba: Reactivo de Ehrlich normal
(determinacidén con "Spectronic")

4ibajos Idem (det. con "Beckman")

Figura N°, 11

Arriba:Reactivo pecomendado por Ri-
mington.

Abajo: Reactivo de Ehrlich modifi-
cado (ambas determinaciones con

"Beckman")

Las determinaciones superiores a 0,6 de densidad 6ptica, no se tuvie-

ron en cuenta; pues ya no cumplen la Ley de Beer.

Con estos datos, se procedid a calcular los coeficientes de extincidn

molar especifica de esta reacecidn, caon los tres tipos diferentes de reacti-

vo. Todas las determinaciones se hicieron a 555 m /wde longitud de onda.

Los resultados estidn expuestos comparativamente con los de la literatura en

la  tabla N°, 1.




TABLA N° 1,

Reactivos Instrumental Datos de 1la Datos
utilizados utilizado literatura experimentales

Reactivo normal de Ehrlich Beckman "DU" 36,000 33.100

Reaotivo normal de Ehrlich Spectronic"20" —— 34.800

Reactivo de Ehrlich modifi
cado con 4cido perclérico 2N  Beckman 'DU" 61.000 54. 200

Reactivo de Fhrlich recomen-
dado por Rimington y colabo-
radores. Beckman "DU" 53.640 53,800

In esta experiencia, se utilizé un espectrofotdmetro Beckman modelo
"DU" y un fotocolorimetro Spectronic "20". Las mediciones realisadas en es~
te Ultimo, no son tan precisas como las realigadas en el primeroj pero al
tener que efectuar series de mediciones, resulta mds pradtico utilizar el

Spectronic,

En cuanto a los reactivos, por razones de mejor conservacidn, se pre—
firié utilizar para las series de mediciones el reactivo normal de Ehrlich,
pues los otros dos deben ser preparados en el momento de ser utilizados,

por su inestabilidad.,

liétodo de valoracién de PBG en orina mediante el uso de resinas de intercam-

bio idnico. o

Degcripcidn del método

Con el objeto de poder valorar el PBG y el CFAL presentes en orinas de
pacientes porfiricos, con un minimo de error y sobre todo en los casos en
que habfa poca cantidad de estos compuestos, Mauzerall y Granick (28) idea-

ron un método usando columeas de resinas de intercambio iénico.

BEn este, trabajo, se utilizé el método ya referido para las determina~
ciones de d&iny'PBG, con el objeto de hacer un estudio mds completo de la

porfiria experimantel en ratas y conejos, como ya se dijo en la introduccidn.

intes de la apliocacién del método, se hicieron algunos ensayos previos,

tales como curva de "breack through" ( saturacién ), ocurva de elucién y
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pruebas de recuperacién.

La descripcidn detallada de la valoracidn de fJEL, figurara en el tra-

bajo de tesis del Licenciado Emilio Rivas.

El método consistié en hacer pasar orina a través de una columna de
resina Dowex 2, en su forma acetato, de tal modo el PBG quedd retenido en
la columa, mientras que la urea y el cth pasaron a través de ella. ILuego
el PBG se eluyd con &cido acético y determind colorimétricamente con el
reactivo de Ehrlich. Los eluidos de la primera columma, se hicieron pasar
a través de otra columma con resina Dowex 50, en su forma dcida. Lqui se

retuvo el ([AL, dejando pasar la urea.

El JAL se eluyd con acetato de modio y se hizo reaccionar luego con
acetil acetona o &cido acetil acético, para formar un pirrol que también

reaccioné con el reactivo de Earlich,

La absorcién y la elucidén de estas resinas tiene por objeto eliminar
las sustancias interferentes, como por ejemplo el mesobilirrubinégeno, que

se absorbe en la resina Dowex 2, pero no se eluye con &cido acético.

Segin los autores del mé&todo, la recuperacién del PBG en la resina es

de alrededor del 90%L

4plicacidn del método

Couio, por la indole del trabajo a realizar, era necesario hacer numero
sa determinaociones tanto de PBG, como de c{AL, junto con el Licenciado
Bmilio Rivas ideamos un portacoluma de madera que permitia trabajar con
doce columas en forma simultédnea; dioho porta~-columa se puede observar en

la figura Nro. 12,

El esquema de las columas puede verse en la figura N¢. 13, mientras
que la figura N°, 14 muestra el procedimiento de "back wash® (lavado hacia
atrds), que tenfa por objeto el mejor ordenamiento de las partfculas de re-

sina.
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Fobo o*b
Figura Neo 12 Figura N° 13 Figura N° 14
Portacoluma Columa "Back wash"

Las caracteristicas de la resina utilizada son las siguientes: Resina
de intercambio anidénica Dowex 2-x8, de malla 20-50 (fue molida para llegar
a malla 200-400 como indicaba la téecnica), porosidad media, tipo estireno,
amonio cuatermario reenplazada en forma de cloruro, con una capacidad total

de 3,0 + 0,3 miliequivalentes por gramo seco y una humedad del 35 al 41%.

El anién cloruro, se reemplazd por acetato, mediante el pasaje a tra-
vés de la columa de acetato de sodio 3N, eliminando luego el exceso de a-
cetato con agua. Se verificé la eliminacién de cloruro, con acetato de so-
dio 3N, eliminando luego el exceso de acetato con agua. Se verificd la eli-
minacién de cloruro, con acetato de plomo y la de acetato, con nitrato de

plata.

Una vez que la columna de resina se encontraba en la forma acetatq, se

hacia pasar 1 ml de la orina en estudio y luego se afiadian 4 ml de agua.

Este eluido se hacia pasar por la resina Dowex 50, para la posterior
determinacién de “AL; los detalles de esta operacién estarén descriptos en

la tesis del Liocenciado Emilio Rivas.
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Sin dejar secar la columa, el PBG se elufa con 2 ml. de &cido acéti-
co 0,1 M. Luego se llevaba a 10 ml. de volumen y se efectuaba la reaccién
colorimétrica en una parte alicuota a la que se afiadfa un volumen igual de

reactivo de Ehrlich.

Se cuidé mucho la velocidad del tlujo del liquido a través de la co-
luma, manteniéndose en alrededor de 3 mil cada 10 minutos, pues con velo-

cidades mayores se obtenian datos falsos,

Por otra parte, algunas orinas alcalinas, especialmente las de conejos,
fue necesario lavarlas a un pH entre 5 y 7 con 4cido acético pues sino la

elucién presentaba dificultades debido al intenso desprendimiento de gas.

Fn todas las determinaciones colorimétricas, se utilizé el reactivo

normal de Ehrlich y un fotocolorimetro Spectronic "20".

Estudio experimental del comportamiento del PBG frente a la resina Dowex 2.

de "breack through" (saturacién).

Se intenté hacer esta representacidn, con el objeto de conocer qué can-
tidad de PBG podi. retener esta columa de resina, sin que apareciera el
punto de "breack through' (saturacién). Como luego de ser absorbido 1 mg.
de PBG, dicho punto no aparecia y como esa cantidad superaba ampliamente
& la que se podia hallar en 1 ml. de orina porfirica, no tenia meyor inte-
r4as prictico continuar con esta determinacién y, por lo tanto, no se probé

con cantidades mayores de PBG,

Curva de elucidn

El objeto de la determinacidén de esa curva, fue verificar en que frac-
cién de los eluidos con dcido acético se detectaba la mayor parte del PBG
¥ comprobar asi mismo que en, las condiciones de la experiencia, se eluye

practicamente la totalidad del PBG absorbido.

Se efectuaron curvas de elucién con una solucién de PBG puro y con o-

rina porfirica, en la forma que muestra la figura N°. 15,
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Figura N° 15 : /rriba elucidn con PBG purojibajo elucién de orina porfi-
rica..

Se pudo concluir que, absorbiendo PBG puro en solucidn, ya se eluye
el 80 % del total con 2 ml. de &cido acético 1 M mientras que, abscrbiendo
PBG de orina en las mismas condiciones, se eluye solo el 63% del total; re-

sultado que, en cierto modo, era légico de esperar.

Ensayo de recuperacidn

Con el objeto de determinar la eficacia de las resinas de intercambio

idnico en la absorcidén y elucidén de PBG, se efectuaron tres diferentes enw
sayos de recupgvaciodn.

En el primero de ellos, se utilizé solucidén acuosa de clorhidrato de
PBG y se absorbié en la columna cantidades de este compueéto similares a
las que aparecen en orinas patoldgicas. Luego de repetidos ensayos en estas

condiciones, se obtuvieron recuperaciones del orden del 87 al 93%.

Otro ensayo congistid en afladir clorhidrato de PBG a orina normal,
midiendo previamente en ella la pequetia cantidad que siempre hay de PEG.

Los resultados obtenidos en este caso, dan recuperaciones del orden del
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78 al 88 4.

Finalmente, se ensay$ can orina patolégica a la que se le ariadié el

clorhidrato de PBG, obteniéndose recuperaciones del orden de 88 al 91%

Como 5S¢ desprende de los resultados obtenidos, se ha comprobado una
buena eficacia del método y de las resinas que fueron usadas en todas es—

tas experiencias,

Hay que hacer notar que las veloraciones colorimétricas de los ensa-
Yos y curvas descriptos anteriormente, también se hicieron utilizando un

fotocolorimetro Spectrunic "20",

- FIN DE LA SEGUNDA PARTE -
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TERCERA PARTE

PORFIRIA EXPERIMENTAL.

En esta parte de la tesis, se describen los métodos utilizados para el
estudio de las porfirinas y sus precursores, en orina y érganos de animales
sometidos a la porfiria experimental, ademds de la orina de una paciente con
perfiria aguda; excepto la “cscripeidn del método de valoracién de PBG con
resinas de intercembio iénico, que ya ha sido motivo de un estudio detalla-

do en el capitulo anterior.

Figuran también aqui, los resultados obtenidos en estas experiencias;
no asi las concluSiones que se tratan en conjunto en la ultima parte del

tI’d,baj Oo

La mayor7a de las experiencias descriptas en este capitulo, han sido

realizada en colabo.zcidén con el Licenciado Emilio Rivas.

Para el estudio de las porfirinas y sus precursores eliminadzs por ori=-
na de animales somstidos a la porfiria experimental; se hicieron dos series

d2 experiencius co) seis animales cada una; una correspondié a conejos,tres

[

tratedos con Selomrid y tres tratados con A.I.A. y otra correspondié a ratas

y fue hacka en forma similar.

Los conelies uvtilizados fueron en su mayoria blancos, de ambos sexos,
de tres a cinc¢> meses de edad, con un peso que oscilaba entre 1700 y 2700
gramos; mientras que las ratas fueron machos, de raga Wistar, de alrededor

de 4C0 gramou de peso y tres mesas de edad,

Las detcrn’ w2oiones de AL, PBG, copro- y uroporfirinas se hicieron en

oring” de 24 =z 48 loras y, excepcionalmente, de 72 horas.

Tanto las ratas couwo los conejos fueron colocados en jaulas metabélicas,
siendo elimen*zdos, ©in restriccicnes, antes y durante la experiencia con

Forrzmox Labl.

En el caso de las ratas, se suministré ATA como solucidén acuosa, en con-
centruciones del orden de 24 mg, por ml. y en cantidades diarias de 200 a
400 mg. por Kg. de peso, por via parenteral o intraga@trica, segin el caso;
mientras que el Sedocmid fue suministrado en forme de suspensién acuosa, ho-

mogeneizado c-r "Tween 80", en concentraciones del orden de 50 mg. por ml. ¥y
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en cantidades diarias de 250 a 500 mg. por Kg. de peso.

En los conejos, ambas drogas fueron suministradas en cfpsulas de ge~
latina por via intragdstrica, en désis diaria de 150 a 200 mg. por Kg de

peso.

Se probé en algunas ratas, 8l efecto que produclia la administracién
de glicocola, &cido succinico y otros cofactores sobre la excrecién de por-
firinas y precursores, considerando que ambos intervienen en la biosinte-
sis de PBG y porfirinas. Para ello, se inyecté a los animales una dosis
diaria de 50 micro moles de &4cido succinico, 50 micro moles de glicocola,
1 micro mol de Acido pantoténico, 0,25 micro moles de piridoxal, 5 micro
moleg de ATP y S micro moles de 012M3, todo disuelto en una solucién tam-

pén de fosfatos de pH 7,3.

Para las determinaciones de isémeros de porfirinas en orina y en los
estudios realizados en érganos, se utilizaron otras series de animales que

fueron sometidos a porfiria experimental de la misma manera.

Método de dosaje de porfirinas en porfiria experimental

Como se tenfa la intencién de hacer frecuentes dosajes de las dos prin
cipales fracciones de porfirinas que se excretan por orina (o sea: las so~
lubles en éter que incluye fundamentalmente a las copro porfirinas y las
insolubles en éter, que comprende a las urporfirinas y porfirinas de 7 cor
boxiloe), se utilizé el m&todo de Schwartz, Zieve y Watson (73), que des-
oribe fundamentalmente la extraccién de la fraccién "ccpro" para su QOSaje
¥ la separacién de la fraccién "uro" con solucidén de acetato de sodio, Para
poder dosar esta Ultima fraccién se adoptaran técnicas descriptas por Dre-

ssel y Tooth (74) y algunos otros autores.

Esta Ultima variante del método, se consider$ aplicable debido a que
las uroporfirinas excretadas por orina en casos de porfiria aguda humana o
experimental, nunca pueden llegar a valores muy altos, como pueden ser los

obtenidos en algunos casos de porfiria cutdnea tarda.

Una amplia discusidén sobrc la determinacién més minuciosa de uroporfif

rinas, se puede encontrar en un trabajo de Dressel, Rimington & Tooth (75).

El método aplicado en este trabajo consistia en loe siguientes: 4 1;

2 o 5 ml, de orina, segin fuera la intensidad de la fluorescencia roja que
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presenta la orina a la luz ultravioleta, se afiadia el mismo volumen de una
solucidon tampén, compuesta de cuatro partes de dcido acético glacial y una
parte de solucidn de acetato de sodio saturado. Luego, se agregaba el mis-
mo volumen de agua y se extrafan las porfirinas con un exceso de acetato
de etilo para evitar posibles amulsiones. Posteriormente, se extraia la
fraccidén "uro" del acetato de etilo, lavandolo con dos o tres porciones de

solucién de acetato de sodio al 1%.

Si la cantidad de porfirinas era muy grande, se juntaba la primera
fraccién acuosa con las del acetato de solio y se hacia una nueva extrao~
cién con acetato de etilo, para recuperar la "copro" que pudiera haber pa~

sado,

De este modo, se tenian ya separadas las dos fracciones: "uro", en a-
cetato de sodio y "copro", en acetato de etilo. La primera de ellas, se
llevaba a pH 3-3,2 con &cido acético y lucgo se extraia la "uro", con ace-
tato de etilo. Posteriormente, se trataba con una solucién de iodo al
0,005% para oxidar los posibles porfirinégenos. Finalmente, se hacian ex-

tracciones de ClH 10% (3 N), hasta desaparicién de la fluorescencia.

A la otra fracecién, o sea la "corto'", también se la oxidaba con iodo,
como la anterior; posteriormente, se hacia la extraccién con ClH 5%(1,5 N),

también hasta fluorescencia negativa.

De tal modo, se tenian las dos fracciones en ClH, adoptédndose para su
dosaje métodos r~gpectrofotométricos, utilizando los coeficientes de extin-

cién especifica determinados por Salum, Batlle & Grinstein (78).

Identificacidon de porfirinas excretadas por orina,

Para la identificacién de porfirinas excretadas por orina, se siguie-
ron fundamentalmente las técnicas del laboratorio de Watson, con algunas

modificaciones aconsejadas por las cirsuns’-nzi~~,

En el caso de las ratas, que fué la primera serie de experiencias de
este tipo, se siguid un camino un poco indirecto, pues de un "pool" de ori-
na de ratas sometidus a la porfiriz cxperimeatal, se extrajeron las porfi=-

rinas con acetato de etilo,

De este solvente, luego de una oxidacién con iodo, se separd el conjun

to de porfirinas mediante sucesivas extracciones con ClH 3N,
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Una vez llevadas esta ultima solucién a Ph 3-3,2 con acetato de sodio
saturado se procedié a absorber las porfirinas con talco, hasta desapari-
cién en el sobrenadante de las bandas de absorcién caracteristicas que pre

sentaban en la observacidén espectroscépica.

Luego, se extrajeron del talco suspendiéndolo en sucesivas porciones
de una solucidn de 19 partes de metanol y una parte de S04H2 que, simultd-

neamente las esterifica.

Después de estacionar esta solucién durante 48 horas para conseguir
una buena esterificacién, las porfirinas se pasaron a cloroformo, agregan—
do un exceso de agua para eliminar el metanol; luego, se lavé dos veces
con agua la capa cloroférmica, una con NH,OH al 10%, nuevamente con agua
¥, finalmente, con solucién de ClNa al 7%. para evitar las emulsiones, se
filtré a través de un papel embe®ido en cleroformo y se concentrd casi a
sequedad, por medios de una destilacidén al vacio. En estas condiciones, las

porfirinas pueden ser sometidas a procesos cromatogrédfioos.

Para una separacién primaria de los distintos tipos de porfirinas, se
adopté el método de la cromatografia en columna que, primitivamente ideado

por Tswett fue aplicado a las porfirinas en el laboratorio de Watson.

Este método cromatogridfico con COBCa, de muy frecuente uso en nuesiro
laboratorio, se haya descripto en un trabajo de Grinstein (37)s Bn la fi-
gura No 16 pueden observarse dos columnas cromatogrédficas de diferentes

medidas,

Figura Ne 16

Columnas cromatogréificas
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Segdn el tipo de porfirinas que se sospechaba tener em los extractos,
se usaron diferentes tipos de solventes para su absoroién y desarrollo en

la columa cromatogrifica.

Las porfirinas de menor numero de corboxilos, corren mis rapidamente
¥y por lo tanto, fue necesario utilizar benceno y, en algunos casos, éter
de petréleo para absorberlas, pero a una temperatura de alrededor de 40 a
50°C, debido a la poca solubilidad de estas porfirinag en ellos. Los sol-
ventes de desarrollo, eran distintas mezclas de cloroformo benceno, aumen—
tando la proporcién del primero de ellos cuanto mayor era el numero de car-

boxilos en las porfirinas.

Cada fraccidén separada del cromatograma se sometid, sl era necesario,
a recromatograffas hasta obtencién de banda tinica y poder, de ese modo,
cristalizar de metanol los correspondientes ésteres de porfirinas, determi--
nando asi sus formas cristalinas y puntos de fusién o, de lo contrario,se
sometieron las fracciones a la cromatografia en papel, que permite una més

exacta identificaciédn.

Cromatografia en papel de ésteres de porfirinas.

Para la cromatografia en papel de ésteres de porfirinas, se utilizé ¢l
método descripto por Falk y Benson (79), con algunas modificaolones, sobr-
todo en su aplicacién cuantitativa, que fueran efectuadas por Batlle y Grin-

tein (80) en este mismo laboratorio.

Esta cromatograffa consiste en hacer correr los ésteres de porfi»in:s
en tiras cromatograficas de papel Whatman N°, 1, primero com un solvent-~
compuesto de 4 partes de kerosene, fraccién destilada sobre cloruro de cal-
cio entre 190 y 250°C, y 6 partes de cloroformo etandlico al 1% durante 15
minutos, para eliminar las impurezas, en una cuba saturada previamente ccn

cloroformo.

Luego de eliminar las impureeas, cortando el extremo inferior de la
tira cromatografica, previo secado del papcl y marcado de las manchas, sc¢
procedié a hacer correr las muestras en el segundo solvente, compuesto de

4 partes de kerosene similar al anterior y dos partes de dioxano.

BEn poco mds de dos horas, al frente corre unos 20 cm. y sSe puede reve-

lar el cromatograma empleando la lug ultravioleta.
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Para adoptar sl método cromatogrdfico en forma cusntitativa, fue nece-
sario cargar la solucién cloroférmica de los ésteres de porfirinas, ouya
concentracién era conocida mediante una medicién previa en el espectrofoté—
metro, en la tira cromatogrdfica con una micropipeta graduada que permitia
conocer la cantidad de porfirinas agregadas. In una linea de 5 cm,, 8e cérb

garon alrededor.deﬁB}}Lg de porfirinas en cada tira cromatogrifica.

Una vez revelado el cromatograma con la luz ultfavioléta, se cortaran
las manchas de cada porfirina, identificada mediante los”testigos, ¥ se elu
yeron con una cantidad conocida de cloroformo; de este modo, haciendq uso
del espectrofotdémetro, se determiné la proporcién de cada porfirina en la

mezcla,

Se utilizaron testigos de uroporfirina I (aislada de orina de pacien=-
tes con porfiria cuténea tarda), uroporfirina III (aislada de turacina),
Tiriaporfirina III de origen similar a la uroporfirina 1), coproporfirina
III (aislada de orina de pacientes con saturnismo) y protoporfirina 9 (ais~
lada de glébulos rojos), gentilmente cedidos por la Licenciads Alcira Batlle:
Con respecto a los coeficientes de extincién, se usaron los que figuran en
el trabajo de Salum, Batlle y Grinstein (78). Las supuestas porfirinad de
6; 5 y 3 carboxilos, se dedujeron por laposicién en el cromatogramas. «simis=
mo, en muchos casos fue necesario utilizar coeficientes de extinciéh estima~
tivos promedios, como por ejemplo en el caso de las mezclas o de los &steres

de porfirinas recientemente citados.

Como se puede ver en la descripcién de este método, éste no tuvo por
objeto determinar la cantidad de los distintos tipos de porfirinas en estu-
dio, sino simplemente estimar las proporciones de cada una de ellas y can

ese fin se utilizd,

Las recuperaciones, o. sea la relacidn entre la suma de las distintas
fracciones cortadas y elufdas cocn cloroformo, con respecto a la cantidad
cargada en la tira oromatogrifica, fue variable; pero, en la mayoria de los
casos, 0s¢ilé entre el 80 y el 95%.

Cromatogrefia en pavel de porfirinas_libres.

En el curso de la identificacién de las distintas porfirinas excretadas
por orina, se utilizd también, aunque no con tanta frecuencia como el método

anteriormente descripto, la técnica cromatogréfica en papel para porfirinas



_39-

libres de Nicholas & Rimington (®1) modificada por Ericksen (82) y puesta

a punto por Batlle, en nuestro laboratorio.’:

Esta cromatografia, consiste em hacer correr en una cuba saturada cm
NH4OH, porfirinag libres disueltas en NH40H 2 N gobre papel Whatman No 1
¥y con un sistem: de solventes consistentes en 3,5 partes de agua y 7 par-

tes de 2-6 lutidina, en la oscuridad y durante cerca de 14 horas.

Este método, permite la diferenciacidén més o menos clara, segin sean
’ s &

las proporciones, de coproporfirina I y.III.

Esta técnica tiene como fin la identificacién o confirmacidén, segin
el caso, del tipo isomérico de las uroporfirinas, pues las copropor{irinas

obtenidas se cromatografian por el método descripto anteriormente,

Para poder descarboxilarlos, los ésteres de porfirinas se llevaron a
sequedad en un tubo de descarborilacién de Carius, al que se afiadié luego
ClH 1 % (0,3 N). Luego se hizo el vacio y se cerraron los tuboe a la llama,
sometiéndolos a un calentamiento de 180°C durante 4 horas. La etapa si-
guiente consistié en eliminar el ClH mediante vacio. Posteriormente, las
porfirinas descarboxiladas fueron esterificadas y llevadas a cloroformo
por métodos ya descriptos, para la ulterior purificacién por columas de
CO3Ca. Finalmente, para poder hacer la cromatograffa de porfirinas libre

fue necesario hacer una nueva saponificacién.

aiglamiento de porfirinas de_érganos.

Para este trabajo se recurrié a un método de Schwartz e Ikeda (53), al

que fue necesario aplicarle algunas modificaciones para el fin que se per-
seguia.

El método consistié fundeamentalmente en tratar los tejidos, con uma
mezcla de acetato de etilo (4 partes), y &cido acético (1 parte), en suce~

sivas porciones para lograr una buena extraccién.

Esta solucién se traté con acetato de sodio al 3%, que eliminé la a~
cidez y extrajo las uroprrfirinas, las que fueron tratadas en la forma que

se describié para la orina.

Las coproporfirinas restantes, extrafdas con acetato de etilo, también



- 40 -

sufrieron el mismo tratamiento que en el caso de la orina.

Como interesaba hacer una identificacidn del tipo de porfirinas exis-
tentes, se elimind el dcido acético de la mezcla mediante sucesivos lava~
dos con agua y luego, rdpidamente, se extrajo el conjunto de porfirinas
con varias porciones de ClH 10%. lLas porfirinas disueltas en ClH, se lleva~
ron a pH 3-3, 2 y se absorbieron con talco. De aqui en adelante, la identi-

ficacidén se hizo por técnicas ya descriptas en este trabajo.

Estos procedimientos fueron aplicados a higado y rifiones de animales

sometidos a la porfiria experimental.

Para estudiar las porfirinas presentes en la glédndula de Harder (83)
de las ratas, se procedié a extraerlas y, simultaneamente, a esterificarlas
mediante la mezcla de metand~SO4H2, ya descripta anteriormente; de esta ma-
nera, se evité el camino indirecto que es necesario seguir para obtener és-
teres de porfirinas, Para ello se trataron las glandulas con sucesivas por-
ciones de metalnol-SO4H?2 (19:1), basta que desaparecié la fluorescencia ro-

Ja de la glidndula frente a la luz ultravioleta.

El extracto, luezo de ser filtrado o centrifugado, se dejé 48 horas en
la oscuridad para la total esterificacién de las porfirinas. Los procesos

que siguen, ya han sido descriptos anteriormente en este mismo trabajo.
RESULT4DOS OBTENIDOS

En las figuras 17 y 18 se exponen los resultados més representativos
de las de terminaciones de <§AL, PBG, uro y coproporfirinas, realizados en

orina de ratas y conejos, antes y durante la porfiria experimental,
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’ Figura Ne 17

L-A.L, PBG y porfirinas excretadas por orina de ratas tratadas con 4i: Sedor-
mid; B: AIA.
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Figura No 18

((;AL, PBG y porfirinas nverctadace per orina de conejos tratados co.r'1: L Se-
dormid; B: ATA. El rayado del cuadro de PBG corresponde al dosaje directo
por dilucidén de la orina. Método de Vahlquist (6) aplicado también por Mau-
zerall & Granick (28).

Se observan aumentos de AL al segundo dia de iniciadas las ingestidén
de droga, los que se acéntian en el sexto dia para las ratas y noveno o dé-
cimo dia para los conejos. Hacemos notar que los aumentos registrados en las

3 j imilares
raias, son mucho mids pronunciados que en los conejos. Resultados simila
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se observaron para PBG, constatdndose por lo general, que los aumentos més
pronunciados aparecen en el octavo o noveno dfas en las ratas y décimo pri-
mero o decimosegundo dfa en los canejos. En las ratas, se observa con fre-

cuencia que los méximos de excrecidén de g AL, preceden a los de PBG,

La identificacién cromatogrifica en papel de dichos precursores, coin

cidié con los Rf de las sustancias patrén.

Con respecto a las porfirinas, se observan aumentos significativos de
copro— y en menor cantidad de uroporfirinas em las ratasjmientras que en
los conejos, se notan aumentos similares en la excrecién de ambas porfiri-
nas. Los valores de uroporfirina registrados en esta experiencia, son muy
inferiores a los de los trabajos citados oportunamente. En dichos trabajos
gran parte de das uroporfirinas dosadas, son sintetizadas "in vitro" por el

precalentamiento de lg orina acidificada,

TABLA No_2
PORFIRIN.S Y PRECURSORLS EXCRETADOS POR ORINA

VALORES NORM,,LES

&AL PBG “URO" "COPRO"
A8 /,.mol mmol g srol  pmol  4g  pmol 48 _Jamol
por por equlv por por equiv por por por por
dfa dfa p/dfa dfa dfa p/dia dia dia dfa dfa

RATU.S 18 0,14 0,02 27 0,12 0,03 o 0,00 37 0,05
CONEJOS 22 0,17 0,02 18 0,08 0,02 9 0,01 29 0,04

VALORES M.XIMOS

RATA

AN A wn

CONE
Jo.

AN S WwWwN

C4S0

DRO

GA.

4Ip 2.750 21,20 2,64 4.760 20,77 5,18 0o 0,00 98 0,15
AIA 1,650 12,60 1,57 3.400 15,47 3,86 0o 0,00 118 0,18
LIA 220 1,38 0,17 190 0,84 0,21 18 0,02 89 0,12
ATA 200 1,54 0,19 200 0,67 0,17 26 0,03 90 0,13
Sed. 750 5,85 0,73 1.280 5,76 1,44 89 0,10 190 0,30
Sed. 800 6,16 0,77 1..400 6,20 1,55 350 0,39 125 0,19

Sed. 140 1,07 0,13 4.000 17,40 4,35 85 0,10 15 0,12
Sed. 290 2,30 0,28 5.600 24,60 6,15 200 0,24 165 0,26
Sed. 150 1,00 0,12 4.400 18,20 4,55 300 0,36 325 0,48
ATA 900 17,00 0,87 29.000 130,00 32,50 670 0,80 .330 0,43
AI4 230 1,90 0,24 4.800 21,10 5,30 40 0,06 235 0, 37
AIA 240 1,90 0,24 8.000 35,40 8,85 150 0,18 290 0,44

HUMINO  108mg 825 106 366mg 1,620 405 300 0,36 1.300 2,00
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4CLARACIONs Los valores normales de ratas y conejos corresponden a prome—

dios de nuestras determinacion. Haeger (84) en 1960 da como valores norma~
les de excrecién de ¢ AL en humanos 3 mg. por dfa y para PBG 1 mg. por dia.
Distintos investigadores dan como excrecién normal de uroporfirina en huma-

noss lS//tg por dia y para coproporfirina: de 100 a 300 ,.g diarios.

———

En la tabla N°. 2 estdn expuestos los valores normales de porfirinas y
precursores de porfirinas, en ratas y conejos, asf{ como los méximos de ex-
crecién urinarie de (AL, PBG y porfirinas observados em el transcruso de
la experiencia. Para facilitar la compracién entre estos datos, los precur-
sores se expresan también en sus equivalentes de porfirinas, teniendo en
cuenta que una molécula de esta Wltima equivale a 8 moléculas de il y 4
de PBG. En la misma tabla figuran los midximos de excrecién correspondientes

a la orina del caso humano,

El anflisis de los datos consignados, demuestra que la excrecién de
precursores es mucho mayor que la de porfirinas y, dentro de ellos, vredo-
mina el PBG. Un fendmeno similar se observa en el caso humano, lo gue con-

firmarfa una similitud ya sefialada por otros autores.

En la tabla N° 3 se pueden observar los resultados comparativos de PBG,
uro~ y ooproporfirinas obtenidos en los distintos laboratorios y por noso-

tros, en ratas y conejos; se consideran los valores miximos en ocada caso.

TABLA No 3
Laboratorio Animales PBG "TURO" "COPRO"
de investig. de_experim. mg/dia g/dia _Ag/dila
Watson Conejos 13.500x 450
Aldrich D-~tas 110 150
1.500x
Rimington Conejos 110xx 18.500x 340
Ratas 6xx - 52
Grinstein Conejos 29 670 350
Ratas 3 XXX 190

LCLAR/ICION: x: Orina precalentada y acidificada; xx: Método de Vahlquist;
xxx: S6lo registramos un caso de 450 _/hg por dfa. Indica solo

reaccién cualitativa.

L La figura N° 20 muestra un resultado similar al de las figuras 1¥ y 18,
pero en ella aparece el efecto producido por el suministro de cofactores a

una rata sometida porfiria experimental. Durante el periédo en el que se le
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suninistraron cofactores, se observé un descenso en la excrecidn de precur-
sores y porfirinas,

Sin embargo, con otros animales se obtuvieron algunos resultados wn po-

co contradictorios.

Los e Exmemencia
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Figura N° 20: Efecto de los cofactores.

El cuadro clinico, no mostré mayores
diferencias con el que observaron los in-
vestigadores ya citados; sin embargo, la
pérdida gradual de peso fue bien notoria
en las ratas, pero no en los conejos.
Ldemés, conviene hacer notar que en los
animales muertos esponténeamente o sacri-
ficados, se observé un gran aumento del

tamafio del higado.

Se hizo un estudio cualitativo del
tipo de porfirinas que se excretaron en
orina de ratas durante la porfiria expe~
rimental, extrayéndolas con acetato de e~
tilo y ClH, con una posterior adsorcidn
en talco y esterificacién con metanol-

80432, por los métodos ya descriptos.
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Figura Ne 21

UI: Uroporfirina I

UIIIl: Uroporfirina III
F: Firiaporfirina III
C: Coproporfirina

P: Protoporfirina IX

0: R,Esteres de porfiri—
rmas de ering de mfas
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La identificacidn se hizo mediante la cromatografia de Falk y Benson,
(79) obteniéndose manchas correspondientes a uroporfirina I, ureporfirina
III, firiaporfirina III y coproporfirinas, en una corrida simulténea con

testigos de estos compuestos.

También aparecieron manchas entre firiaporfirina y coproporfirina, con
Bf que, muy probcblomente, correspondan a porfirinas de 6 y S carboxilos,

como puede verse en la firura 21,

En la orina de los conejos y la humana, por contar con mayor volumen,
se efectué directamente la absorcién de las porfirinas con talco, previo
ajuste del pH a 3~3,2, siguiendo luego con las técnicas ya explicadas para

la obtencidén de ésteres de porfirinas.

Een este caso, se determiné la proporcidn de cada tipo de porfirinas
mediante el método de cromatografia en papel de Falk y Benson, modificado

para su uso cuantitativo.

En la figura N° 22 y en la tabla N° 4 se indica el proceso seguido pa-
ra calcular distintas proporciones de porfirinas, mediante dolumas croma-
togrdficas de carbonato de calcio y cromatografia en papel cuantitativa, en

el caso de la orina humana.

Las proporciones finales de este caso, como las de la orina de los co-

nejos al comienzo y avanzada la porfiria, figuran en la tabla Ne, 5,

3
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Figura No 22:Valen anlaraciones de la figura Ne 21
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TABLA No 4
Porcenta-|Porcenta~ Porcentgj-Porcentg Porcenta|Porcenta
je scbre |J= de ca~ Jje en laj je delas| je de calje de ca
Frac-| el total |[da porfi-|Fr:>2-|fraccién|fraccio-|da porfi|da porfi
cién | de porfi-|[rinas en {cién | N°o 3 nes 4 y |rina en |rina en
rinas de {las frac- 5 sobre | la fraclel total
la frac- |ciones 1 el totallcién 4
cién 1, |6 2 de por£14 65
263 nas
1 22,2 C:91,5 C:20,3
T; ° N T: 1,9
C:29,0 1€ 5,14
2 1797 P=4395 P: 7,7
H:27,6 H: 5447
UIII318,2{UIIX3:0,71
4 6,6 3,9 |F 222]F 30,86
H' 3284|H' 31,1
P' :17,6]P' :0,69
3 60,1 LC"  s1361C" 30,5
UL 3399|UI 322,4
UIII%378|UIII:21, 2]
5 93,4 56,2 |F' 3134|F' : 7,5
E 3 9 UE" 2 5.1

ACLARICION:Cs Coproporfirina en la fraccién 13 T3 Porfirina tricarboxilica
en la fraccién 1l; C': Coproporfirina en la fraccién 2§ P: Porfirina pentae~
carboxflica en la fraccidn 2; H: Porfirina hexacarboxilica en la fraccién
2; UIII: Urporfirina III en la fraccién 4; Fs Firiaporfirina III en la frac
cién 4; H': Porfirina hexacarboxilica en 1la fraccién 4; P's Porfirina pen-
‘tacarboxilica en la fraccidn 4; C'': Coproporfirina en la fraccién 4, Ul:
Uroporfirina I en la fraccidn 5; UIIL': Uroporfirina III en la fraccién 5;
F': Firiaporfirina III en la fraccién 5; H'':s Porfirina hexacarboxilioca en

la fraecidén 5.
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TLBLA N 5

C/NTIADES RELATIVAS DE PORFIRINAS AISLADAS DE ORINA DE CONEJOS Y HUMLNA,

.

Orina de oonejos porfiricos Orina humana

Porfirinas Estado % estado % Porfiria %

inicial avanzado _aguda
"Protoporfirina" 3,5 1,0 -
"Tricarboxfliocas" 1,3 1,3 2,0
"Coproporfirinas" 45,0 11,0 26,0
"Pentacarboxilicas" 12,9 6,4 8,0
"Hexacarboxiliocas" 6,7 3,2 12,0
"Piriaporfirina IIIM 10,9 9,2 8,0
"Uroporfirine III" 4,5 47,8 22,0
"Uroporfirina I" 15,3 20,0 22,0

4CLARACION: Protoporfirina IX, firiaporfirina III, uroporfirina III y uro
porfirina I, coincidieron en BRf con los testigos puros . las porfirinas tri-
penta- y hexacarbo-xilicas fueron deducidas de su posicién en el cromatogra-

ma.

Aparte de estas mediciones, algunas bandas de la cromatografia cn co—
luma fueron recromatografiadas hasta obtencién de banda \nica y, de este mo

do, se logro oristalizar copro-,uro-~ y firiaporfirina III,

La coproporfirina observada al microscopio, permitié ver cristales de
las formas isoméricas I y III, El punto de fusién obtenido luego se sucesi-
vas recristalizaciones, en un aparato para micropunto de fusién Fisher con
calentamiento eléotrico fue, para la primera recristalizacidén de 145-147°C
¥y para las siguientes, 155-157°C y 163-165°C, lo que demostraba una mezcla
de los dos isémeros con enriquecimiento del I en las reoristalizaciones,pues
los puntos de fusién para los productos puros son: Coproporfirina I 252° C
¥ coproporfirina III doble punto de fusién a 142 y 172°C, La cromatografie
de lutidina agua, revel$ tembién una mezcla de los dos isdmeros, con prepon-

derancia del tipo isomérico IIL.

La uroporfirina presenté la misma caracteristica al microscopia y el
pumnto de fusién dis, en una nprrtunidad; 270-275°C repitiéndose el mismo da~
to en la recristalizacidén. En otra partida se obtuvo 260-264°C para la pri-
mera recristalizacién y 262-267°, para la segunda. Como los puntos de fusién
tedricos son 293~302°C y 256-258°C, para la uroporfiring 1 ¥ III respectiva=~

mente, aqui también se estaba en presencia de una mezcla, Tanto cromatografia
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de Falk y Benson directamente, como la cromatografia de lutidina agua de las
coproporfirinas obtenidas por descarboxilacién de las uroporfirinas arriba
citadas, dié una mezcla de los dos isémeros con preponderancia del tipo iso-

mérico III,

B la firiaporfirina III se hizo la observacién microscépica, se deter-
miné el punto de fusidn, que dié 208-214°C en la primera recristalizacidn
y 210-214°C, en la segunda (el valor tedrico es de 213-215°C) y ademés, se
determiné la curva espectrofotométrica caracteristica, que coincidié amplia-
mente con una firiaporfirina III, testigo, aislada de una paciente con por-

firia cutédnea tarda, Ver figuta Ne, 23.

Las distintas proporciones de porfirinas encontradas en higados y rifo-

nes de conejos, aparecen en la tabla No. 6,

Con las porfirinas de la gldndula de Harder de las ratas, se realizd
una columa cromaibogrdfica como muestra la figura 24, pero en la cromaiogra-
fia en papel, ambas fracciones solo dieron proporfirina IX. Ademds se logré
cristalizar dicha protoporfirina a la que se le hizo una observacidén micros—

cépica y una determinacién de unto de fugidn, que coincidié con el tedrico

de 228eC,
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Figura Ne 23 Figura N° 24
Curvas espectrofotométricas de Cromatografia de &steres de por-
firiaporfirina III firinas de la glédndula de Harder

de las ratas.
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TABLA No, 6

CANTIDADES RELATIVAS DE PORFIRINAS AISLADAS DE HIGADO Y RINON DE CONEJO.

Porfirinas Higado % Rifién #
"Protoporfirina" 47,0 18,5
"Tricarboxflicas " 33,0 -
"Coproporfirinasg" 1,0 27,5
"Pentacarbox{licas" 3,0 5,0
"Hexacarboxilicas" 35 5,0
"Firiaporfirina III" 5,0 12,0
"Uroporfirina III" 1,5 32,0

ACLARLCIONs Rigen las mismas aclaraciones que en la tabla N°, 5,
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CUARTA PARTE

ESTUDIO RELATIVO A LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ALGUNOS PRECURSORES DEL PBG,

Se describen aquf, los métodos aplicados y los resultados obtenidos oon
la medida de aotividad de algunas enzimas relaciondas con la formacion de
suocinil Coi que, como se sabe es intermediario en la biosintesis de PBG y

porfirinas.

En esta parte del trabajo se midié la activad enzimAtica de isocitrico
deshidrogenasa, milico deshidrogenasa, glutémico deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa, en forma comparativa en polvos acetdnicos de higado de ratas
normales y sometidos a la porfiria experimental. .idem4s, se hicieron simila~
res determinaciones con isocitrico deshidrogenasa y mdlico deshidrogenasa

en plasma de conejos antes y durante una experiencia similar.

Fundamento del método para la medicién de activades de deshidrogenasag.

Debido a que algunas deshidrogenasas tienen como coengimas a los piri-
dfn nucleétidos y como, por otra parte, la forma reducida de dichas coenzi-
mas presaenta un miximo de absorcidn caracteristico a 340 m:, j 86 aprovecha
esta propiedad para seguir la accién enzimitica a través de un determinado
tiempo, pues trebajando con un exceso de sustrato y en condiclones experi-
mentales adeouadas, a medida que actia la enzima en estudio se puede leer
en un espectrofotémetro la variacién de la densidad éptica debida a la apa-
ricién de la forma reducida de la coenzima I, o su desaparicidén segin sea el
caso, De este modo, se cumple que a mayor cantidad de enzima presente la ac-
tividad sea mayor en una proporcidén directa, siempre que se sitde en la par-
te de la ocurva en que se cumple uina relacién lineal entre la densidad éptica

y el tlempo.

Aprovechando las variaciones de densidad dptica se definen unidades de
actividad enzimdtica en relacién a dicho cambio, en un per{odo determinado &
tiempo; estas definiciones son diferentes seglin sean las enzimas que se con-
sideran. Fn el caso de extractos, en donde, pueden variar las protefnas to-
tales se definen actividades especificas refiriendo las unidades enzim4ticas
a los mg, de proteilnas presentes. Se encuentran dentro de este caso las me-
diciones realizadas en extractos de polvos acetdénicos de higado de ratas., En
cambio , en el caso de mediciones realizadas en suero o plasma es frecuente

la referencia a unidades de actividad enzimdtica por ml de suero o plasma.
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Métodos
Pr i d lvos acetdnicos de higado,

Para la preparacién de los polvos aceténicos se siguieron técnicas
descriptas por Morton en "Methods in Ehrzimolgy" de Collowi@k y Xaplan(85 )

con muy ligeras modificaciones.

Para esta experiencia se utilizaron ratas sometidas a porfiria expe-
rimental, que fueron sacrifiocadas cuando se registré una gran excrecién

de PBG por orina.

El higado extrafdo rapidamente fue cortado en pequefios trozos y homo-

geneizado con acetona muy purificada a 15°C en un homogeneizador Virtis
Il45 ".

Inego de una centrifugacién a la misma temperatura en una centrifuga
refrigerada "International", se repitié el tratamiento con acetona y la

centrifugaocidn.

Para eliminar la acetona, se lavé con éter etflico libre de perdxidos

en dos oportunidades, con posterior filtracién répida y al vaoio,

El gecado final se hizo al aire con la ayuda de un secador de cabello.
Una vez obtenido el polvo bien seco y tamizado se guardé al vacio y a 15°

bajo oero,

Las determinaciones en los polvoas acetdénicos se hicieron dentro de la
semana de obtenido y en cada uno de ellos, tanto correspondiente a higado
de ratas normales como porfiricas, se hicieran deferminaciones cuadruplica—
das de cada medicién de actividades enzimaticas (en realidad dos duplica-

dos en dfas diferentes).

Ldemds, los polvos acetdnicos fueran preparados con un "pool" de hi-
gados provenientes de tres ratas normales y tres ratas porfiricas respec-
tivamente, en forma simulténea para que los datos obtenidos fueran més

comparativos,

Se usaron en total 24 ratas, 12 como oontrol y 12 sometidas a porfiria

experimental, de las cuales 3 fueron intoxicadas can AIA y 9 con Sedormid.



- 52~

Métodos utilizados para la medicién de aotividades enziméticag.
Isocitrico deshidrogenasa {ICD!.

Disoeftrico + IPN T O cetoglutérico + co, + IPNH+ H'

Se adopté el metodo descripto por Plaut y Sung (86 ) para la determi-
nacién de la actividad enzimética. Estos autores definen una wnidad de ac~
tividad enzimdtica como le cantidad de enzime, que produce un inoremento
en la dengidad optica de 0.0l por minuto bajo oondiciones tales, en que la
velocidad de incremento de la densidad optica se mantenga lineal durante
por lo menos 5 minutos. La actividad especifioca se determina en unidades

por mg de proteinas.

La extraccién de la enzima, se hizo con un buffer de fosfatos 0.01 M
de pH 6.5 en la proporcién de 20 on3 de buffer por gramo de polvo aceténi-
co, mediante agitado mecdnico durante media hora a une temperatura de al-—
rededor de O a 5°C, luego se centrifugé a 0°C durante 30 minutos y 25.000 g
en centrifuga refrigerada. Para la determinacidén, este extracto enzimético
se diluyé 25 veces y la sustancia empleada para esta medicién realizada

en un espeotrofotometro Beckman modelo DU fueron los siguientes:

TPN o.wlsu,'ooouoouooooo.oooocooocoonO, zmlo
dl iBOOit!‘BtO ch M.ooc.c !.00..00.0.....0!0.05 ml.

wdm o.on............'.........O.l ml.
Buffer tris pH Ted cceeveecscsosccosnenacecsesl ml,
A-Bﬂadeatilada oo0..toooootooooooo0000000000105 ml.

SOluCién engimitica (diludén 1/25)..0.-.00.0...00.2 ml,

Milico deshidreogenasa QMDZ.

Oxalacetato + DPNH + HYZ== L Malato + DPN*

Para esta determinacidn se adeptd el método de Ochoa (87) que define
la unidad enzimitica como la cantidad de enzima que produce una disminucién
de 0.0l de densidad Sptica por minuto, cuando la cafda en el valor de den-
sidad éptica entre los 30 y 45 segundos de comenzada la reaccidén no pasa de

0.025, La aotividad especifica se expresa en unidades por mg. de proteina.

El procedimiento de extraccién es exactamente similar al anterior y la
sustancias empleadas para la medicién en el espectrofotémetro fueron las

siguientes:



Buffer tris pPH Ted eceseccecccssovcccscessseeleld ml,
DPNH 000015 MeesovvooooocessasoosnaseseOsl ml,
“Solucién enzimitica (dilucidn 1/350)cecevecscceesOsl ml,
Oxalacetato 0.0076-M...........:::gii:........o.l.ml.
AgUE Q06iladar eererernrnrernrroessnenensonensnis2.d nl.

Glutdmico deshidrogenasa (GD)

L glutamato + DPN* + Hy0 = %cetoglutarato + DPNH*+ NE,

Se aplicé la técnica de Sirecker (88), que define la unida® anzim4tica
como la cantidad de enzima que produce un cambio en la densidad Sptica de
0.001 por minuto, considerando el intervalo entre 15 y 30 segundos después
de anadido el Ultimo reactivo. La actividad espézIfica como en los otros
casos se expresa en unidades por mg. de proteinas, Las extracciones scn
similares a las de las : ":'as dos enzimas pero usando un buffer de fosfato

Las sustancias empleadas para la medicidén en el espectrofotémetro son

las siguientes:

Buffer de fosfato pH 7. 6. 2 8 00500 009 V9S00 .50 08 0ave 2. 6 ml.
mN O. 0027 M. DO 0000 H 0O OOIGBOSOPOISIISLELDYS ....o. l m1°
SOluCién enzj.méticzl sin dilui!‘. On'ooorcqooooooo-ooooohl mlo

Glutamato de potaSiO 0.5 M.........5....---.........-0.2 ml,

Alcohol deshidrogenasa.

Alcchol + DPN+ . Acetaldehido + DPNH + HY

Se utilizé la *écnica de Bonnichsen y Brink (89). Seglin estos autores
una 8 de enzima por ml, da un incremento de la densidad éptica de 0.045
en tres minutos. Como los otros casos la actividad especffica se expresa

por mg. de proteina.

La forma de extraerla del polvo aceténico es similar a las enzimas an-

teriores con buffer de fosfatos 0.01M de pH 7.

Las sustancias emplead~a n~T> las soluciones espectrofotometricas son

las siguientess

Buffer de Glicina - NaoH pH 9.6 (O.IM)'-..'- sve 00000000 0.205 mll
DPN 0.0027 M)O..l..-‘:l...~..l..l.......l.'.‘l.....%..."O'l ml.
Alco}lol Gtilico o.oo'ooooono.o-oocoo'o0-0700000|'00A0030000001 ml..

Solucidén enzimética (Dilucién 1/S)ecececssccccocssasseecss0s1 ml,
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Todos estos m’‘odos son adaptaciones de los originales a los efetos
de poder hacer las determinaciones en extractos de polvos acefénicos , Di-
chas variantes fueron posibles rues se tenia la intencién de obtener sola~

mente datos comparativos.

En la figura N° 25 se muestra el comportamiento de la ICD en un deter—
minado higado de rata y w:o de control con extracto de polvo aceténico de
higado de bovino; en la determinacidén espectrofotométrica de aparicidn de
la banda de absorcidn correspondiente a DPNH en 340 Bl

00
Qus

Q10

Figura N° 25: Actividades egpecificas de I, C. D.

ACLARACION: La actividad menor, corresponde a determinaciones efectuadas con
extractos de polvos acetdénicos d- higado de bovino; la mayor a preparaciones

similares de higado de rata.

Determinaciones enzimiticas en plasma de conejo.

En cuatro conejos se hicieron extracciones de sangre de la v ena margi-
nal de la oreja utilizando heparina como anticoagulante, en diferentes dfas,

antes y durante una intoxicacién producida por Sedormid.

Se oentrifugé la sangre para obtener plasma y sobre el se determina-
ron ICD y MD segin técnicas de los laboratorios Siama Chemical Co. Las suse

tancias utilizadas para la determinacidén de ICD fueron:
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Buffer Tris. Ph 7.4 seceececcsccsecaccssersasscscenes 1,75 ml,
TPN 0.0015 Mivveoeovoesecoossocccessressssssseascnsse 0065 mi.
SOgMNe seveecrtseocacsssossssssssencesescssssssersecss 0ol ml,
Plasma de CONejOsscsecesessoccsccasoccosccosossscsessse 0.5 mi.

dl isocitrato.oo-.00-.o-oocuoo.Doloo.....ooclo-l..ol. o.l ml.

Las unidades enzimdticas fueron definidas por Wolfson y Willians-Ashman
(90) y consisten en el valor del inoremento de la densidad éptica por minu-
to multiplicado por 30,000 debiendose leer en el espectrofotémetro durante

por lo menos tres minutos.

En la determinacién de mdlico deshidrogenasa se utilizaron las e£'guien-

te sustancias:

Buf Ter de focfatos 0,1 M Ph 7.5 seeeeccscocosccesscoesels O ml,
DPNH 0.0015 Micscoscosoceccsosacsosscsacscsccsssssnnses0e25 ml,
Plasma de CONeJOeececscsessosesocssssrssssscscsocnsaselel ml,
Oxalacetato 0.5 M PH TeOusessesscsscecsssssssscssacecenslel ml,

A@a destilada..!...ll...l..l..........'.........'..I..ol65 ml.
con incut22i’. _ l.iupviavwsld 3mbiente de 10 a 15 minutos,

Las unidades definidas por Siegel y Bing (91) consisten en 2a disminu-

cidén de 0.001 de densidad 4p”.’ . sa por minuto.

Ambas técnicas descript 5 para sueros humanos fueron adaptadas para

vlasme de conejo con las mismas salvedades hechas con los extractos de los

polvos acetdnicos.
Método de dosaje de nroteinas totales.

Para la determinacidén de la cantidad total de proteinas se describen
diversos métodos pero el que resulté mi4s aoconsejable para este tipo de ex-

periencias fuel el de espectrofotometria ultravioleta descripto por Warburg

¥ Christian en 1941 (92).

Este Método, que esti basado en la absorcién que presentan las protei-
nas debido principzlments a su contenido de tirosina y triptofano, a 280 Do
en la zona espectral ultravioleta, permite dar un valor bastante aproximado
de la cantidad de protefnas totales con una dilucién adecuada para evitar
las interferencias. Debido a la absorcién que presentan los &cidos nuclei-
cos & 260 y 280 L/ es necesario efectuar una correccién debida a esa cau—
sa. Para tal fin se aplican diversas férmulas empiricas, luego de leer las

densidades Spticas a 260 y 280 s En las experiencias realigadas se apli-
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cé una, descripta por Layne (93) que es la sigulente.
Concentracién de proteinas (mg/ml) « 1.55x D 280-0,76xD 260

Para evitar arrores en estas determinaciones, las mismas fueron hechas

en cada caso por triplicado.

Resultados obtenidos

En la tabla N° 6 esté&n resumidos los datos correspondientes a activida-
dea especificas enzimiticas de los extractoe de polvos aceténicos de higado
de ratas; tanto los controles como los sometidos a porfiria experimental,
mientras que en la tabla N°, 7 se pueden observar los valores de unidades
enziméticas correspandientes a plasma de conejos antes y durante una expe-

riencia de porfiria.

TABLA Ne, 7
Enzima I.C.D. M. D, G.D. A, D,
Higado Normal Porf, .Norgpal Porf, Normal Porf, Normal Porf,

25,4 30,8 21,6 19,4 12,0 12,8 1,16 1,5
23,2 32,4 28,8 17,5 11,0 17,2 1,86 1,86

(1] "
Fool® No 1 34,8 41,0 53,0 29,0 22,4 18,7 0,58 1,16
— 28,8 36,8 53,0 -- 18,8 16,4 1,35 _ 1,02
22,6 24,2 42,2 50,0 7,3 10,4 — = -
" " 330_0 27)4 40, J898 §| 916 —_— —
Pool® No 2 26,3 17,4 19,1 17,5 10,8 12,6 1,12 IL,11
20,5 18,0 16,3 16,3 _— 9,6 2,12 0,87__
13,1 21,3 9,2 21,6 .9,2 10,4 1,18 1,00
"PoolmNe 3 17,6 20,0 18,4 28,0 %1 6,8 1,10 0,73
22,2 20,8 12,0 11,7 9,8 Ty5 — -
31,2 19,8 9,0 11,1 10,8 739 —
38,8 45,3 33,0 27,6 12,2 18,3 1,33 1,62
"Pool" NO 4 33,6 40,5 59,4 24,4 17,8 21,7 1,28 1,74
40,5 26,2 — 9,1 12,8 15,8 1,54 1,55
32,0 33,0 19,7 12,2 14,8 16,2 1,16 1,11
Promedios 27,1 28,4 29,0 22,6 12,5 13,2 1,31 1,27

ACLARACION: Cada "pool" corresponde a polvos aceténicos de higado de tres ra

tas normales y itres sometidas a la porfiria experimental. El primero de ellos
corresponde a un tratamiento con AIA y los restantes a un tratamiento simi-
lar con Sedormid. De cada "pool" figuran los cuadruplicados {dos duplicados
en dfas diferentes) de las actividades especificas enzimdtiocas expresadas en

las unidades ya referidas anteriormente en el texto.
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TABLA Ne

ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN PLASMA DE CONEJOS,

Engima Normales Sometidos aporfiria experimental
4° dia 8c_dfa 120 dia

ICD 2.704 1.571 1.138 1,074

) )] 335 117 125 110

ACLARACION3 Las unidades en las actividades enzimiticas son las ya sefialadas

an el texto correspondiente.

Como se puede observar no hay variaciones significativas entre las ao-
tividades especificas de los extractos de polvos aceténiocos de higado de ra-

tas normales y sometidas a pc~firia experimental.

En plasmg parece haber una cafda en los valores de las wnidades enziméi~
ticas con el avance de la porfiria pero no son lo suficientemente significa~-
tivos, pues la alteracién de estos valores en algunas enfermedades humanas

san mucho mayores.

FIN DE LA CUARTA PARVE
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS Y CONRCLUSIONES

I la primer parte del presente trabajo se ha realizado un estudio ex-
perimental exhaustivo de la metodologia relacionada ocon el PEG,

Se ha adaptado el método de aislamiento de PBG de orina porfirica des-
oripte por Cookson y Rimington (24), as{ como distintas témicas de identi~-
ficaocién y valoracién ouantitativa de PBG (forma cristalina, oromatografia
en papel, determinaciones espectrofotométricas y comportamiento frente a re-

sinas de intercambio iénico).

Se determinaron coeficientes de extincién molar especi{fico con distin-
tos reactivos de Ehrlich y oon material oristalino aislado de orina porfi-

ricas, los valores obtenidos coinciden con los de la literatura,

Se han estudiado las condiciones éptimas de absorcidén, elucién y reou-
peracién de soluciones puras de PBG o mezolado previamente, oon orinas nor-
males y porfiricas; en columas de resinas de intercambio idnico Dowex 2 em-

pleadas en la técnica de Mauzerall y Granick (28),

Se ha encontrado como dato interesante que, ain oon cantidades del or-
den de 1 mg. de PBG absorbido en la columa, no se llega al punto de satura=
oiép, trabajando en las condiciones desoriptas por los autores arriba eita~

dos,

B los estudios realizados sobre porfiria experimental, en los que se
han empleado las técnicas de Mauzerall y Granick (28) pare la Valoracién
de &AL ¥ PBG urinario y otros métodos adaptados de diversos autores para
la determinacién e identificacién de las porfirinas exoretadas por orina,

se obtuvieron los siguientes resultados:

lo; Tanto en las .ratas como en los conejos llama la atencidén la gran
desproporcién en los aumentos de JAL y PBG, con respeoto a los de uro~ y
coproporfirinas, aunque la excrecién de 4 AL en los conejos estuvo por deba~
Jo de la de las ratas. idemds, en los primeros se noté una mayor excrecién

de uroporfirinas que en las segundas.

2°3 El cuadro quimico ofrecido por la administracién de AIA en ambas
especies de animales, resulté§ practicamente similar al producido por Sedor-

mid,

3°s La medicién comparativa de PBG per el método de Vahlquist (6) con

la téanica de las resinas descriptas por JMauzerall & Granick ha demostrado
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que, los resultados obtenidos por el método directo pueden dar errores por
exceso hasta de un 100%,

4demds conviene hacer notar que los estudios realizados en la fraccién
"uroporfirina" fueron hechos en orina sin precalentar, a diferencia de los

efeoctuados por otros autores.

Los resultados obtenidos son coincidentes ocon los comunicados por 4Lbbott
¥ Rudolph (94) en 1961 y discrepan con los de Stich (73) que sugiere una di-
ferencla entre la porfiria aguda humana y la porfiria experimental, basada

en los distintos niveles de excrecidn de JAL.

Con respecto el tipo de las distintas porfirinas encontradas en la ordna,
tanto procedentes de porfiria experimental ocomo del caso humano, se ha demos~
trado que la mayor parte de la uro- y coproporfirins es de tipo isomérico III,
También se ha mncontrado proporciones variables de porfirinas de siete, seis

Y cinoco carboxilos,

La de siete carboxilos fue identificada como firiaporfirina IIIL (37) cu-
Yo porfirinégeno se considera precursor metab6liso de la protoporfirina IX se~

g'n Batlle & Grinstein (95).

Todo este conjunto de resultados pueden ser interpretados mediante una
hipdtesig que considera la biosintesis exagerada de JAL, como responsable de
la mayor produccién de compuestos pirrdlicos observada en la porfiria aguda.
La acumulacidn de cf AL favoreceria una mayor formacién de PBG, a través de wn
mecanismo de estimulaoidn de la aotividad enzimédtica; en este caso, sobre la
dehidrasa del JAL Esto se realizaria por un mecaniﬁmo similar al que se dis-
tingue como "feed back" positivo (Davidson, 1960 IoLos aumentos registrados
en la excrecidn de porfirinas podrfan explicarse en forma similar por el au-
mento defp la biosintesis de PBG., Esto estaria de acuerdo con los resultados
de Gibson (1955) (96) que encuentra una mayor actividad de la dehidrasa de

(fAI- en higado de conejo tratado con Sedormid, y de Scott (1955) (97), que conge
tata que en porfirias agudas humanas la transformacién de J AL en PBG es
mis répida. Las variaciones que se pueden observar en uro- y coproporfirinas,
pueden deberse a diferencias de actividad de las enzimas que regulan su ape~

ricidén o a diferentes nivelss de su velocidad de excrecién.

la disminucién de la eliminacién de porfirinas y precursores en una rata
porfirica a la que se le suministré glicocola, 4oido succinico y algunos oofag
tores entre los que se encontraba ATP no tiene una explicacién muy oclara, pero

oomo en los Ule¢..os tiempos se ha encontrado que el AMP (Benard, GaJdos,Gajdos-



T8rok & Gallistin) (98) y la inosin~ (Lottsfeldt, Labbe & Aldrich) (99) pro
duocen tn desocenso en 105 niveles de excrecidn de porfirinas y preoursores,es

ta disminucién podrfia explicarse como un efecto del ATP..

los estudios realizados con las actividades engimiAticas de isooftrico
deshidrogenasa, milico deshidrogenasa, glutémico deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa en polvos aceténicos de higado de ratas y plasma de conejos
normales y sometidos a la porfiria experimental, no manifiestan alteracio-
nes significativay de las mismas en dicha enfermedad. Esto aparentemente ex-
cluirfa la posibilidad de que una formacién anormal de succinil Coi fuera
la responsable de la biosintesis exagerada de J AL y PBGQ,.

Finalmente, los resultados del presente trabajo confirman wna vez mis,
la similitud de la porfiria experimental con la porfiria aguda bumana, como

ya fuera senalado en anteriores trabajos.
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APENDICE,

Ult investigacienes el o de 1 r erimenta

Solomon y Figge en 1960 (100) continuaron los estudios de porfiria ex~
porimental en ratones con derivados de la oolidina. Encuentran eoproporfiri-
na IIl y protoporfirina en higado sin hallar las porfirinas verdes deserip-
tas por Sohwarts e Ykeda (53). La droga oxidada parcce no sener efecto,

Riohards y Richard & Scott (1301 y 102) en 1961 compruedan un inoremento
de S4L Yy PEG suministrando glicina a animanles sometidos a la porfiria expe-
rimental y a pacientes afeoctados de porfiria aguda,

Ockner y Schmid (103), en 1961 analisando la aparicién de porfiria ou-
ténea en Turqufa, en la que se registraban sintomas addominales y neurolé-
gloos y pensando que pude ser originada por ingestién de hexaoclorobenceno
mezolado con el trigo ocon el que se fabricaba pan; hacen una experiencia

oa ratas a las que suministran esta droga oan la comida.

Después de treos a ocho semanas observan aumentos de J AL, PBG, uro~ y
coproporfirina oomo en la porfiria producida por Sedormid, Sin embargo no
registran disminucién de la catalasa hepitica.

De Matteis, Prior & Rimington (104) contindan con estas experiencias
obgervando que los experimentos con ratas confirman los resultados de Ockner
¥ Schmid pero el orden de aparicién de los compuestos anormales es primero
copro— y uroporfirina, luego PBG y finalmente J AL, Bn conejos la enfermedad
se parece mds a la humana con Exoreoién de uroporfirina III, pseudouroporfi-
rina (hoy conocida como firiaporfirina III) y por firinas de seis y cinco ocar
boxilos y aparicién de PBG.

Estos mismos autores en 1962 (105) han hecho una porfiria experimental
comparativa entre los derivados de la colidina y el Sedormid y encuentran
que actdan en forma similar, La catalasa hepdtica también cae pero la nueva

droga fue menos lenta en producir esa disminuaién.

Labbe, Henawa y Lottsfeldt, (106) integrantes del grupo de Aldrich que
antes trabajaba en Oregon y actualmente lo hace en Seat$le, en una commioca—
cién preliminar descride un aumento de la incorporacién del Fe al hemo y en

la biosintesis de &cidos grasos en el higado de ratas porfiricas.

En otra commicacidn preliminar, Lottsfeldt, Labbe y Aldrich (99) encuen—

tran que la inosina disminuye la excrecién porfirinas en ratas sometidas a la
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porfiria experimental y consideran la posibilidad de wn efecto benéfico de
este compuesto en porfiria aguda humcna.

Por otra parte Gajdos y Gajdos T8rok (98) prueban el efecto de la adeno- -
sina 5 mono fosfato en porfiria experimental en embrién de pollo con resulta-
dos similares a los de la inosina. También encuentran que actdsa favorablemen—~

te em la porfiria deblida a hexaclorobenceno. .

Coamo se puede obaservar el metabolismo de las purinas ocupa un lugar pro-

ponderante en los futuros estudios de perfiria experimental.

FIN DEL TRABAJO DE TESIS

5 e
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