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ercresión de ALen los conejos estuvo por debajo de 1a de las ratas. ¡demás en los pr;

meros se notó uns mayor excreción de urofiorfirinas que en las segundas.

2°. El cuadro quimico ofrecido por 1a administración de Ali en ambasespecies dei;

nimales, resultó prácticamente similar a1 producido por Sedormid.

3°; La midición comparativn de P30 por el mitodo de Vahlquiot (6), con 1a tecnica

de las recinas descriptas por Hauserall k Granick (28), ha demostradoque los results­

dos obtenidos por el método directo pueden dar errores por exceso hasta de un 100%.

Ademásconviene haosr¡notar que los estudios realizados en 1a fracción "uroporfiri

na" fueron hechos en orina sin preoalentar. a diferencia de los efectuados por otros ag
tores.

Los resultados obtenidos son coincidentes ocn los comunicados por Abbot y Rudolph

(94) en 1961y discrepan con los deiiich (73) que sugiere una diferencia entre 1a port;

ria aguda humanay 1a porfiria experimental, baunúa en los distintos niveles de excreciü

de 6a.. '

Conrespecto a1 tipo de las distintas porfirinas encontradas en 1a orina. tanto pqg

oedentes de porriria experimental comodel caso humanose ha demostrado que 1a mayor pa;

te de 1a uro- y coprOporfirinas son ds tipo isomárico III. Tambiónse han encontrado ­

proporciones ds porfirinas de 7, 6 y 5 carboxilosi

La de siete oarbcrilos rue identificada comofiriaporfirina III (37) cuyoporfiri­

nógeno se considera precursor metabólico de 1a protepcrfirina IX según Batlie 5 Orinstem

(95);

Todoeste conjunto ds resultados puedenser interpretados mediante unanipótesis ­

que considera 1a bióeintesis ¡legerads decídL, comoresponsable de 1a mayor producción

ds compuestospirrólicos observada en la porfiria aguda. 1s.acumu1ac16ndetálL favorece

ria una mayor formsoiüh de P30, atravis de un mecanismode 1a actividad enzimática, en

este caso sobre 1a dehidrasa del ¿dL. Esto se realizaría por un mecanismosimilar a1 que

se distingue como"feed back” positivo (Davidson, 1960) (107). Los aumentos registrados

en la‘esoreoión ds porfirinas podrian elplicarse en forms similar por el aumentods 1a

biosintesis de P30. Esto estaria de acuerdo con los resultados de Gibson (1955) (96),-—

que encuentre una mayor actividad de 1a dehidrasa de<íALen higado de conejo tratado con

Iedormid, y de Scott (1955) (97), que constata que en pomfirias agudas humanas1a trans­

formación de<5ALen PDOes más r‘pida. Las variaciones que se pueden observar en uro- y

ooproporfirinss pueden deberse a diferencias de actividad de las ensimas que regulan su

apariciün o a diferentes niveles de us velocidad de excreción.
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ACLARACION PRELIMINAR

Algtmos estudios relativos a. porfiria. experimental, que se describen

en este trabajo de tesis, han sido realizados en colaboración con el LiCen—

ciado Enilio A. Rivas y serán incluídos también en su trabajo de tesis ti­

tulado "Metabolismodel ácido delta amino levúlico".

ABREVIATURAS USADAS EN EL PRESENTE TRABAJO.

PBG a Porfobilinógeno

pDMAB2 para dimetil amino benzaldehido

AL : ácido delta amino levúlico

A.I.A. z alil isopropil acetamida
I.C.D. s Isocítrico deshidrogenasa

M.D. : Málico deshidrogenosa

G.D. a Glutámico deshidrogenasa

LD. s Alcohol deshidrogenasa
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INTRODUCCION

Antecedentes del porfobilinógeno

Eh 1931, Sachs (l) comprobóque la orina de un paciente de porfiria ap

guda daba un intenso color rojo con el reactiVO de Ehrlich (prAB), mientras

que no daba la reacción de Schlesinger, ni el eSpectro característico 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 observó que la

orina, expuesta a 1a luz, se oscurecia y luego no daba esta reacción carac­
terística.

Waldenstrüm, en 1937, (2) estudió este "cromógeno"en orinas porfiricas

pero no lo pudo aislar aunque demostró que, con un calentamiento en medio

ácido, se obtenía un pigmento rojo que el llamó porfobilina. Este mismoau­

tor junto con Vahlquist (3,4) observó que la urea interferia en la reacción

de coloración y se interpretó que este cromógeno,responsable de esta reac­

ción, era un compuestodipirrólico que, de acuerdo con la teoría de Dobriner

(5), por condensación de dos moléculas formaba porfirinas. Esa sustancia

ellos la llaman,por primera vez, porfobilinógeno y en 1944 (6) describieron

un método para su dosaje en unidades arbitrarias, definiendo comounidad de

PBGa la cantidad de este compuesto presente en una solución, que da una den

sidad óptica de 0,545 a 552 nu., cuando reacciona con el pDMABal 2% en CLH

5 N.

Eh 1941, Watsony Schwartz (7) describieron un test cualitativo para

diferenciar esta sustancia del urobilinógeno, aprovechandola distinta solur

bilidad en cloroformo del compuesto coloreado. Este es el test que se usa

actualmente para identificar PBGen orinas patológicas.

Prunty (8), en 1945 basándose en todos estos resultados, describió la

preparación de una solución de PBGpurificada de orina e hígados patológicos,

mediante la adsorción en columna de alúmina y posterior elución con ácido

acético. Comprobótambién por primera vez, que el PBGinyectado a conejos
no produce un incremento significativo de porfirinas excretadas por orina._

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

y que el principal lugar de formación era el hígado.

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

Westall (9), pero esto recién ocurrió 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 pHy tiempos de calentamien­

to (lO, 11, 12 y 13).

Westall consiguió cristalizarlo a partir de orina porfirica, utilizanw

do un técnica mediante la cual precipitaba el PBGcon acetato mercúrico,

liberándolo posteriormente con SH2.Para la ulterior purificación, utili­
zaba resinas de intercambio iónico del tipo Dowex2, un nuevo tratamiento

con acetato mercúrico y SH2y una purificación final con columna de alúmi­

na, comoya habflldescripto Prunty. Los cristales fueron obtenidos al llevar

este último eluido a pH 4.

Eh este trabajo, también describió la cromatografía en papel de PBG,

que ya habian comenzadoa utilizar Consdeny colaboradores (14).

Westall discutió aqui la posibilidad de que el PBGno fuera interme­

diario normal en la biosintesis de urOporfirinas, debido a la preponderante

formación de porfobilina "in vitro", un pigmentode carácter bilirrubunoi­

de. Ademása esa altura de las investigaciones aún no se sabia a ciencia

cierta si el PBGtenia una estructura monoo dipirrólica.

Watson, Wawkinsony Bossenmaier (15), en 1953, describieron la apari­

ción en orinas porfiricas de un cromógenode porfirinas, que reaccionaba

negativamente con el reactivo de Ehrlich, haciendo notar la importancia del

PBGen el diagnóstico de las porfirias agudas, pues ya se sabia que este

compuestono aparecia en orinas de pacientes con porfiria cutánea tarda o

congénita.

De este modo, en ese mismo año, Cookson y Rimington (16) aclararon de­

finitivamente la estructura monopirrólica del PBG,con la colaboración del

Dr. L.A. Duncanson, en la determinación de los espectros infrarojos y de la

Dra. Olga Kennard, en la determinación cristalográfica por rayos X y el pe"
so molecular.

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

de derivados de PBGque aclararon definitivamente su estructura.

Por otro lado, en ese mismoaño de 1953 que resulta decisivo en el es­

tudio de este compuesto, Falk, Dresel y Rimington (19) demostraron que era

un precursor biológico de porfirinas, pues, añadiendo PBGa hemolizados de

glóbulos rojos de pollo, se convertía en proto—, copro- y uroporfirina.
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Bogorad y Granick (20) confirmaron lo mismousando extractos de algas Chlo­

rella y Schwartz (21), en 1954, llegó a la misma conclusión con homogenatos

de higado de rata.

LOSestudios realizados por distintos investigadores en varios laborar

torios, han permitido aclarar el mecanismode la biosíntesis del hemo. Uha

eXposición detallada de los mismosha sido hecha por Rimington (22).

La posición del PBGdentro del camino metabólico, está expuesto en las fi­

guras Nros. l, 2 y 3.
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Figura No 3: Los diferentes pasos en
la biosintesis del hemo.Aclaraoionesz
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——c)——m——-h-— carboxilasagïqzCPG oxidasa CPGdecar­

' boxilasagfib: Hemosintetasa.
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En 1954, Cookson y Rimington (24) publicaron un trabajo completo sobre

PBG,en el que se describe un método de aislación a partir de orinas porfi­

ricas, que es el más usado actualmente. Tiene una importante ventaja sobre

el de Westall, que es la supresión de las columnas de resina y alúmina para

la purificación, las que son reemplazadas por un tratamiento con acetato de

plomo. Con el PBGcristalino se obtuvieron 130 unidades Vahlquist por mg.

En esta mismapublicación, describieron la preparación de algunos de­

rivados del PBG, comoasimismo la síntesis de algunos compuestos relaciona­

dos con él; discutiendo la formación de porfirinas a partir de PBGy su es­

tructura quimica, que queda aclarada definitivamente como2 amino-metilm4­

2'-carboxietil-3-carboximetil pirrol. Dicha estructura fue confirmadapor

síntesis por Prasad, Raper, Rimingtony Kroll (25 y 26).

En el año 1956, aparecieron casi simultáneamente en Europa y EELUU.,dos

trabajos que resuelven el último problema serio que presentaba el PBG;su

correcto dosaje frente a los inhibidores de la reacción de Ehrlich que se
encuentran en la orina.

Eh el primero de ellos, Rimington, Kroll y Tooth (27) se ocuparon de

la relación entre 1a intensidad del color y los diferentes reactivos d

Ehrlich, que se pueden preparar con distintos ácidos y también de ios diverb

sos inhibidores que pueden aparecer en la orina. Discutieron además el me­

canismo quimico de la reacción de Ehrlich y suministraron datos sobre coe­

ficientes de extinción molar especifica de dicha reacción.

Eh el otro trabajo, Máuzerall y Granick (28) describieron el método de

determinación de PBGy de AZL, mediante el uso de resinas de intercambio

iónico, que anulan de este modola inhibición de las interferencias. También

suministraron datos sobre los coeficientes de extinción molar específicos

y discutieron la reacción de Ehrlich.

El mecanismoquimico de esta reacción está explicado en la figura N°.4



Figura N°.4: PsPirrol; Eáng
puesto coloreado; MaCompuesto

no coloreado. La reacción I

es la que produce la colora­

ción, mientras que si tiene

lugar la II, se pierde el cg
lor. Con un exceso de 11MBy

. . len un medio áoido, esta favo­

recida la primera de las reag
ciones. Tambiéninfluyen los

sustituyentes de P.Si son do­

nores de electrones(ej.:¿lqui
lo), favorecen el color; en cambiolos aceptores (ej.:acetilo, carbetoxi,

nitro, etc.), tienen efecto opuesto. La elección de la concentración de

ácido está gobernada por las velocidades de las reacciones I y II y por

los numerososequilibrios ácido base presentes en la reacción.­

Haeger, en 1958, empleó este método para determinar'óïflly'PBG en dife­

rentes tipos de porfiria (29). Tanto los estudios de Mauzerall y Granick

comolos de Haeger fueron realizados sobre orinas de pacientes con porfiria

aguda.

Conrespecto a estudios relativos a las transformaciones enzimáticas

de PBGen porfirinas, se pueden ver trabajos de Hoare y Heath (30,31) y

Lockwoody Benson (32) y con referencia a la condensación química de este

compuesto en uroporfirinógenos, así comoa la estabilidad termodinámica de

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

Antecedentes sobre porfiria

La porfiria es una enfermedad asociada a un trastorno profundo del me­

tabolismo de las porfirinas, tratándose de una anomalía metabólica de tipo

constitucional; aunque también se puede pensar en porfirias adquiridas en

un terreno sin predisposición especial y causada por un agente especifico.

Entre éstas se encontraría la porfiria experimental, que será tratada más
adelante.

Comoya se ha demostrado, los núcleos pirrólicos sintetizados normal­

mente en el organismo, se utilizan en su mayorparte para formar la proto­

porfirina IX que, combinadaal Fe, da lugar a la formacián del hemo, grupo



prostético de la hemoglobina, mioglobina, citocromos, oatalasa y peroxida—
SBB.

Eh los casos de porfiria, aumentasignificativamente la excreción de

distintos tipos de porfirinas y precursores, apareciendo simultáneamente
distintos síntomas clinicos.

Günther, en 1922 (35) y Waldenstróm, en 1937 (2), elaboraron dos clar­

sificaciones basadas en criterios diversos, que son las siguientes:

Clasificación de Günther

Porfirias genuinas
Porfirias tóxicas
Porfirias crónicas

Porfirias congénitas

Clasificación de Waldenstrüm

I Porfiria congénita
II Porfiria cutánea tarda

III Porfiria aguda

a) Latente

b) Forma abdominal

c) Fbrmanerviosa

d) ¿guda clásica

e) Forma cromatosa, comienza como la a)

Másrecientemente, Watson(36) clasificó a las profirias del siguien­
te modo:

I Porfiria eritropoyétioa
II Porfiria hepática

a) Aguda

b) Cutánea tarda

c) Tipo mixto o combinado

d) Latente

Esta última clasificación está basada en el estudio de 161 casos de
porfiria humana,ademásde las porfirias experimentales en animales.

Eh los casos que presentan una sintomatología similar al tipo congéni­

to de Gflnther (caso Petry), las porfirinas anormalesy las coproporfirinas



an cantidades anormalmentealtas, se formarian en las células inmaduras de

la médula ósea; por esa razón, se la conoce comoeritropoyétioa y se carac­

teriza por la excreción abundante de copro- y uroporfirina de tipo isoméri­

co I, no registrándose la presencia de precursores en la orina. Eh estos ca­

sos, los sintomas clinicos predominantes son la fotoeensibilidad y la ane­
mia hemolitica.

Eh cambio en las otras formas de porfiria, que son las más comunes,las

porfirinas anormalcs y los precursores se formarían en el higado.

La forma cutánea, que se presenta generalmente en edad avanzada y que

se caracteriza por fotosensibilidad, pigmentaciónde la piel y disfunción

hepática, posée la caracteristica de excretar por orina, uroporfirina I más

firiaporfirina III, conjunto antes conocido comoporfirina de Waldenstróm

(37) y ceproporfirina, generalmente comocomplejo metálico.

La forma aguda intermitente tiene una sintomatología clínica muydiverb

sa, que puede presentarse en forma de cólicos abdominales y, en algunos can

sos, con parálisis y trastornos psíquicos.

Esta última es una forma grave de esta enfermedad, más frecuente de lo

que se piensa, pues muchasveces pasa desapercibida por dificultades en su

diagnóstico. Se caracteriza por una gran excreción de precursores de porfi­

rinas, tales comoel PBGy el dnL. Tambiénse excretan distintos tipos de

porfirinas, pero en menorproporción y entre ellas, predominanlas del tipo
isomérico III.

Una de las formas más útiles de diagnóstico, es la reacción de Watson

Y Schwartz (7,38) ya mencionadaanteriormente, aplicada a la orina patológi­
cae

Eh nuestro laboratorio, tenemos registrados dos casos comprobadosde

porfiria aguda, que se han estudiado sn su aspecto quimico para completar

la investigación relativa a porfiria experimental. Unode ellos es una jóven

de 20 años, residente en Junin (Prov. de Bs.¿s.), con avanzados sintomas de

parálisis y de cuya orina se hicieron las primeras aislaciones de PBGcris­

talino. El otro caso, mejor estudiado debido a su residencia en BuenosLires,

es una señora de 27 años, que no presenta sintomas tan extremos comolos del

caso anterior, pero, que en determinadas épocas¡haoe crisis con vómitos con­
tinuos y eólicos abdominales.



Eh un trabajo de Grinstein (39) están descriptos otros detalles relan

tivos a los distintos tipos de porfiria.

¿ntecedentes de porfiria egperimental.

Los estudios de porfiria experimental comenzaroncon los trabajos de

Schmid, Schwartz, Hanson y Keprios (40, 41, 42) en 1952 y fueron continua­

dos por distintos grupos de trabajo, ademásde estos investigadores que per­

tenecen al grupo de watson.

Para situar mejor el problema, se analizarán las contribuciones hechas

al tema por los distintos grupos de trabajo hasta comienzo de 1960, año en

el cual iniciamos nuestra investigación sobre este problema.

InVesti aciones sobre orfiria e erimental cr el ru o de Watsonl 2-1

Schmid, Hansony Schwartz (40), hicieron la primer experiencia de pork

firia experimental intoxicando conejos con plomo, produciendo en realidad

un saturnismo experimental; de este modo,aislaron uroporfirina I cristali­

na de médula ósea, similar a la aislada de la orina de una paciente con por­

firia fotosensitiva (eritropoyética).

Eh ol segundo trabajo de esta serie, Schwartz, Keprios y Schmid (41),

sometieron conejos a un tratamiento combinadode plomo, fenilhidracina y

luz, consiguiendo un estado temporario similar a la porfiria humanasSe ob­

servó una excreción de uroporfirina I similar a la de la porfiria eritropo­

yética sin registrar anormalidadesen las porfirinas formadas en el higado,

pero también presentaban las caracteristicas de porfiria hepática, pues se

excretaba PBGy se registraban aumentos en la coproporfirina III.

Eh el tercer trabajo, Schmidy Schwartz (42) trataron de producir una

porfiria experimental similar a la de tipo hepático. Conese fin, se basa­

ron en el trabajo de Ellinger y Rieser (43), quienes en 1916 habian descrip­

to la aparición de porfirinas insolubles en éter (tipo uro) en orina de pa­
cientes intoxicados con trional (dimetil-sulfón-metil-etil-metano). Por otra

parte Duesbergy Fisher en 1932 (44), habian hallado porfirinas similares en

la orina de conejos tratados con sulfonal (dietil-sulfón-dietil-metano) y

también Waldenstro'my wendt (45) en 1939, habian comprobado que el dimetil­

sulfón-dimetil-metano y el sulfonal aumentabanla excreción de coproporfiri­

nas en conejos.
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Pero lo que hizo que se eligiera el Sedormid(alil-isopropil-acetil­

carbamida) comodroga inductora de la porfiria experimental, fue un caso

de un paciente que por intoxicación con esta droga, contrajo porfiria y fue

relatado por Duesberg(46).

El mismo Schmid, en una de las discusiones del SymposiumCiba (1955),

explicó este caso de la siguiente manera: "Wehave no experience with Sedorb

mid poisoning in man, but Duesberg obserVed just such a case in 1932. Actuar

lly this report gave us the initial idea of using Sedormidto produce expo­

rimontal porphyria in animals. The patient had suffered from chronic osteo­

myelitis and had been taking a variety of barbiturates. Later he switched

to Sedormidof which ha took dayly large quan tities. After several months en

Sedormid, ho was found to excrete large amounts of uroporphyrins. On autopsy

the liver was analysed for porphyrins, but no uroporphyrin was found. Por­

phobilinogen was not knownat that timo. The only porphyrin present in the

liVer was coproporphyrin. These findings are certainly rsminiscent of what

one finds in autopsy material in acute hepatic porphyria that I knowof and

I believe that it was really a case of Sedormidporphyria, and not a latent

hepatic porphyria, which was brought by Sedormid. It was a chronic abuse of

this sedative over a long period of time, with progressive increase in porb

phyrin excretion".

De este modo, estos autores indujeron porfiria experimental en conejos

mediante el suministro de Sedormid, encontrando que el higado de estos ani­

males contenía grandes cantidades de proto-,copro-, y uroporfirina, esta

última principalmente en forma de precursores no fluorescentes; también hap

llaron PBGo

El contenido en porfirinas de los eritrocitos, médula ósea, bazo y ce­

rebro, estaban dentro de los límites normales. Notaron parálisis pasajeras

de las patas traseras de los conejos.

Estos autorc" piensan que el Sedormidactuaría sobre las enzimas deu._ ¿

formación de ferroporfirinas en las células hepáticas.

Eh 1955, Schmid, Figen y Schwartz(47) midieron la actividad de la cap

talasa en higados de conejo sometidos a la porfiria experimental, encontrann

do una caída rápida y marcada de la actividad de esta enzima, con un aumen­

to simultáneo en la concentración hepática de porfirinas. No se encontraron

alteraciones en la citocromo oxidasa y la succino deshidrogenasa. La medi­
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ción de la incorporación de glicina 2scl4 en la catalasa, pareciera estar

de acuerdo con la interpretación de que el Sedormidbloquea la formación de

catalasa en el higado.

En el SymposiumCiba (1955), se discute un trabajo similar, llegándose

a la conclusión de que no se sabía si el bloqueo se producía en la unión

hemo-proteina, o en 1a biosintesis proteica; en ese momento, se carecía de

datos referentes a otras proteinas hepáticas. Ehnuestro laboratorio, se

está estudiando la biosíntesis de proteínas en porfiria experimental (49)
en estos momentos.

Schwartz (50), Schwartz y watson (51) y Merchante, wasjohemberg y

Schwartz (52), 1957, ponen de manifiesto que los homogenatos de higado de

ratas normales y sometidas a la porfiria eXperimental, transforman el PBG

en porfirínas de 11 mismamanera, Esto los hiz- przear que la bioaíntesis

exagerada de precursores, no podía sólo explicarse comoun b10queo enzimáp

tico; ellos pensaron que el gran incremento en la síntesis de pirroles in­

tentaba compensar en el higado, dicho b10queo.

Schwartz e Ikeda, en el SymposiumCiba (1955) (53), describieron una

experiencia similar, haciendo referencia a unas ciertas porfirinas verdes
aisladas de higado de conejos porfiricos. Eh trabajos posteriores de otros

autores y en nuestras determinaciones, no pudimosconfirmar la existencia

de dichas porfirinas que, aparentemente, son diferentes formas de 1a proto­

porfirina IX.

Investigaciones sobre porfiria esperimental por el ¿Eugede Aldrich z habbo
l -l .

En 1953, Case, Aldrich y Neve (54) repitieron la experiencia realizada
por Schmidy Schwartz, en ratas obteniendo resultados bastantes similares.

Convienehacer notar que estos autores dosaran uroporfirinas sin calentar

y sólo hicieron reacción cualitativa de PBG.Las porfirinas que identifica­
ron eran en su mayoria de tipo isomético III.

En 1955, Talman, Case, NeVe, Labbe y Aldrich (55), comenzaran una serie

de experiencias relacionadas con el metabolismode las porfirinas y la porfi­

ria experimental en embrión de pollo mediante inyección de Sedormid en la

yema de dichos embriones.

Ehcontraron PBGy porfirinas del tipo isomérico IIIen el fluido alan­

tóico y que se retrasó el desarrollo de los embriones, apareciendo luego



anomalías congénitas.

Eh otros trabajos (56), Labbe, Talmany Aldrich verificaron que en la

porfiria experimental en embriónde pollo, al aumentar la coproporfirina,

disminuía el ácido úrico. Comoluego de una inyección de adenina verificar

ron que ésta era metabolizada correctamente a ácido úrico, asociaron la

porfiria a una falla en la biosíntesis de purinas. Estos autores pensaran

que la gran superproducción de PBG,prOVenía de un exceso decflflJy, por otra

parte, Sheminy Russell (57) consideraron que existía una alteración en la

desaminación del ¿JAL a e(-cetoglutaraldehido, en el camino hacia las pu,
rinas.

Eh 1957 (58), estos mismosautores estudiaron la estructura molecular

de los derivados de acetamida que afectan a1 metabolismo de las porfirinas,

también en embrión de pollo y llegaron a la conclusión que era necesaria una
acetamida monoo dialil sustituida.

Eh 1959 (59). Talman, Labbe, Aldrich y Sears, estudiaron el metabolismo

de varias bases púricas en embriones de pollo normales y sometidos a la por­

firia experimental y encontraron que en amboscasos la adenina se convertía

bien en ácido úrico, pero no la xantina y la guanina. Un hecho muyimportan­

te fue que 1a adenina reducía la formación de porfirinaa gn los embriones
sometidos a porfiria experimental, mientras que 1a adenosina tua,;en cierto
modomenos efectiva.

Tvdos estos hechos, abonaban en favor de una alteración metabólica de

las purinas en la porfiria experimental.

Investi ación sobre orfiria e erimental or el ru o d min on 1 -l2551

Comose sospechaba que los barbituratos afectaban el curso clínico de la

porfiria aguda, Golderg en 1954 (60), probó el efecto de ellos en el metabo­

lismo de las porfirinas en los conejos.

El ácido dialil-barbitúrioo produjo un aumentode ooproporfirina III,

uroporfirina III y PBG,registrándose con el alilisopropilbarbitúrico y alil­

(l-metil-butil)—barbitúrieo sólo aumentosen la ooproporfirina III. Otros bar
bituratos, no afectaron el metabolismoporfirinico.

Este mismoautor, junto con Rimington (él-62) en 1954 y 1955, inyectaron
PBGa ratas, sin registrar aumentossignificativos de porfirina en la orina.
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Tampocohubo acumulación de PBGen el higado y, por otra parte, la excrec­

ción del PBGinyectado era muy rápida.

Goldberg y Rimingtcn (63) probaron distintas drogas inductoras, lle-­

¿ando a la conclusión de que la estructura quimica que afecta al metabolis­

mode las porfirinas es:

GHZ s QE-CH-¿CHB-CO-N’H­

Eh la figura N0. 5 se pueden obserVar las distintas drogas probadas

por Goldberg y Rimingtan y los efectos que obtuvieron.

Fïg. N0. í Efecvos sobre la cx­
droga estructuras erección urinaria. de

porfirinas.

alil-isoprcpil-acetamida (A.LA. )
W “

.WJI.

Alil-isopmpil-acetil-urea(Sedomid)
Cra-Cu

n-propil-isopropil-acetamida .oo.n.oo.ll.u./
alil-isopropil-ácido acético “un.

.mJl.

ácidodialil-barbitúrico (dial) 32’
alil-(l-metil-butil)-barbiturato de sodio
(seccnal)

m-Ill
ácido alil-isopropil-barbitúrico

tau-cuEQ?"
(Ifema. ¡ao-In

+++ Efecto muy marcado (mucha copro-,uro- \u_. rn. l
porfirina y PBG). “uvcmxwg ¡L

una. gn-In
++ Efecto marcado (mucha copropcrfirina a /

y poco PBGy umporfirina). >13. inn
¡10.

+ Efecto moderado (solamente ccproporfi­
ring. )

i Sólo aumenta.ligeramente la coproporfirina.- - -- Ningú1 htc-sto,

Realizaron experiencias en distintos tipos de animales, “¿alos comoco­

nejos, que fueron estudiados en detalle, ratas y pollos, obteniendo cure: ­

tos en le excrección de PBG,uro y coproporfirina, aunque para el desaje de

PBGusaran el método de Vehlquist y el dosaje de quporfirinas fue hecho

con previo calentamiento de la orina.
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Verificaron que los conejos tratados con A.I.A. o Sedormidperdían

apetito y peso y se costipaban. No observaron parálisis, ni cambios en la

presión sanguínea y en los valores hematológicos.

Además, probaron también que el bloqueo del sistema reticulo endote­

lial y la extirpación del bazo no disminuía la excrección de porfirinas
ni PBG.

Eh opinión de estos autores, la porfiria experimental se debía a sus

perproducción de porfirinas y no a 1a no utilización de ellas.

Investigaciones sobre porfiria egperimental en el grupo de Bénarda Gajdos
Ga'dos-Türok. l 3-1 .

Estos inVestigadores, en una serie de trabajos realizados en el Hos­

pital "Hatel Dieu de Paris" entre 1953 y 1954 (64, 65, 65, 67, 68, 69, 70),

ensayaron también por vía experimental en conejos con Sedormid y A.I.A;

esta última, fue suministrada en una dósis alta y única, registrando una

elevada excrección de porfirinas y PBGa las pocas horas. Tambiénprobaron

porfiria experimental en conejos con higados afectados por tetracloruro de

carbono y llegaron a la conclusión de que no era necesaria la integridad

del higado, para la alteración del metabolismoporfirinico. Esto les hizo

pensar que el PBGpodría formarse también extrahepáticamente.

Eh 1955, estos mismos autores estudiaron la transformación de PBGa

porfirinas en varios homogenatosde diferentes tejidos, en forma similar

a lo que hicieron watson y Schwartz. Además,probaron distintos inhibido­

res y activadores de esta transformación, encontrando que el novarsenoben­

zol, malonato, c(-cetoglutarato y ATPinhibian la reacción, mientras que

la adenosina monofosfato, la aceleraba.

Investigaciones de porfiria egperimsntal en otros laboratorios (1255-12522

Stich, en un articulo del SymposiumCiba (1955) (71), se ocupó de las

distintas estructuras derivadas de acetamidas capaces de producir porfiria

experimental y comoverificó gran eficiencia con los alil derivados, supuso

que en la porfiria experimental hay una competencia entre la succinil-CoA

y la alquil succinil-CoA, formadaa partir de los deriVados alílicos de la

acetamida. Eh la discusión suscitada en dicho Symposiumpor este trabajo,

no fue muyaceptada la hipótesis de Stich. Falk dijo que suministrando
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A.I.A. marcada a un conejo no se encontró PBGmarcado.

En 1958 y 1959, Stich (72,73) publicó dos trabajos relativos a porfi­
ria experimental en conejos en los que induce esta anomalía metabólica con

Sedormidy otras drogas similares, encontrando una excrección elevada de

PBG pero normal de CCH;

Eh la Universidad de Maryland, Solomen y Figge (74), en 1959, adminis­

trando oralmentedieti1-l-4-dehidro-2-4-6-trimetil-piridinaF3-5—dicarboxi­

lato a ratones, observaron un incremento de proto- y coproporfirinas en el

hígado, mientras que en cobayos cm este mismocompuesto, encontraron au­

mentada la coproporfirina urinaria y trazas de PBGurinario.

Situación de la porfiria experimental en los primeros meses de 1260. Intro­

ducción el trabajo egperimental.

Comoya se ha visto, la porfiria experimental ha sido estudiada fundap

mentalmente por cuatro grupos de investigadores; uno en Minnesota(EELUU.),

bajo la dirección de Whtson; otro en Londres (Gran Bretaña), dirigido por

Bimington; otro en Portland, Oregón y Seattle, waahington (EE.UU.), en el

que se destacan Aldrich y Labbe y, finalmente, el grupo francés, en el que

trabajan Benard, Gajdos y Gajdos-Türok, aunque, ultimamente, en la UnÍVer­

sidad de Munich(AlemaniaOccidental), Stioh ha realizado algunos estudios
relativos a este tema.

De acuerdo a las teorias elaboradas por todos estos grupos do investi­

gadores, parece bastante factible que en 1a porfiria experimental, asi como

probablemente en la porfiria aguda humana, haya una superproducción de por­

firinas y precursores, más que unnnn0“0tflización de ellas, comosugirió el

grupo do Rimington.

De todos modos, la disminución de la actividad de la ostalasa hace

pensar al grupo de Watson, en un b10queo enzimá+ico, “fzibuyendo la gran

formación de porfirinas a una compensación de aquel bloqueo. Lo que resul­

tó experimentalmente evidente es que los higados porfiricos pueden metabo­

lizar bien el PBG"in Vitro".

La única objección fundamental que hace el grupo de Gajdos, es acerca

de la posible formación extrahepática del PBG.
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Por otro lado, Stich trató de elaborar una teoría de inhibición compo­

titiva entre la succinil Cody la alquil succinil Cod, pero no resultó muy
aceptada por otros inVestigadcres.

El grupo de Aldrich y Labbe ha enfocado el problema desde el punto de

vista de una alteración en el metabolismode los ácidos nucléicos.

Eh general, todos los grupos de investigación asocian la porfiria ex­

perimental con la porfiria aguda humana.

Contodos estos antecedentes, nos propusimos producir porfiria experi­

mental, con el objeto de estudiar en forma más completa el cuadro quimico

correspondiente a porfirinas y precursores.

Eh este trabajo, se estudian la excrección de crlL, PBGy porfirinas

en porfiria experimental, utilizando métodosmás exactos y específicos.

Finalmente, con la idea de verificar si existían alteraciones en las

actividades de algunas enzimas relacionadas con la biosintesis de ¡{1Ly

PBG, se midieron dichas actividades, en forma comparativa, en higado de cc­

nejos normales y sometidos a la porfiria experimental. Unestudio similar

se realizó en plasma de conejos.

Conese fin, se determinó las actividades comparativas de isocItrico

deshidrogenasa y málicc deshidrogenasa, enzimas participantes del ciclo de

Krebs y de la formación de succinil-Coá, punto de partida del ciclo de

Shemin. Se hizo lo mismocon glutámico deshidrogenasa, relacionada ocn la

formación de ácido cí-cetoglutárico, que forma parte también del ciclo de

Krebs.

Además, teniendo en cuenta que en determinados casos de porfiria, el

alcohol la faVOrecey aumenta la excreción de porfirinas y precursores, se
decidió medir la actividad comparativa de la alcohol deshidrogenasae­



SEGUNDA PARTE

AISLAMIENTOa IDENTIFICACION Y VALORLCION DEL PORFOBILINOGENO.

Aislamiento de PBGde orinas porfiricas.

Para el posterior estudio del metabolismo del PBG,la primer tarea

realizada fue el aislamiento de este compuesto, en forma cristalina, a peru

tir de orina de una paciente con porfiria aguda.

Comoya se dijo, el primer investigador que eisló PBGcristalino a pag

tir de orina porfirica fue Westall (9), en 1952. Cooksony Rimington, en

1953, (24) modificaron el método, haciéndolo más sencillo y aumentando el

rendimiento hasta el 60%.

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

utilizando la centrifugación, en lugar de la filtración, en todos los pasos.

El método consistió en llevar orina porfirica fresca a pH4-4, 5 con

ácido acético, para luego precipitar el PBGcon solución de acetato mercú­

rico (15%peso/Volumen). Se formó un precipitado muyfino, ligeramente colo­

reado, que probablemente sea un complejo mercúrico del PBG. Debido a las div

ficultades que presentó la filtración, se prefirió decantar el sobrenadante
después de algunas horas y centrifugar el resto. Para determinar el final

de la precipitación, se tomaronnuestras parciales y sobre los filtrados se

efectuó la reacción de Ebrlich; se dejó de añadir solución de acetato mer­

cúrico, cuandoesta reacción dió negativa. El precipitado, una vez centrífu­

gado, se lavó dos o tres veces con solución de acetato mercúrico (1%peso/

volumen).

Es muyimportante para 1a eficacia del método, el uso de acetato mer­

cúrico de muybuena 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 hidroliza muyfacil­

mente.

El siguiente paso, consistió en liberar el PBGmediante una corriente

activa de 832; para tal fin, se suspendió el precipitado obtenido anteriors­
mente en la menor cantidad de agua y se hizo pasar 832, dando por finalizada
la reacción cuando toda la suspensión tomó color negro.

El precipitado de SHg, de aspecto coloidal, se oentrifugó y se separó
del sobrenadante. Debieron efectuarse tres o cuatro lavados con agua, pues



el Sflgretiene parte del PBG;pero fue muydificil llegar a una reacción
negativa de Ehrlich en estos lavados.

El sobrenadante, más los lavados, se aereó para eliminar restos de

sulfuros y luego se trató con acetato de plomo (10%peso/volumen) para pre­

cipitar todos los pigmentos que interfieren en la obtención de PBG.Eh este

caso, se repitió el mismoprocedimiento anterior, lavando con acetato de

plomo (1% peso/volumen).

El nuevo sobrenadante, se trató con nitrato de plata al 20%peso/vo­

lumen, con el objeto de eliminar los acetatos. Tambiénaqui se efectuaron

tres o cuatro lavados con nitrato de plata al 1%.Tanto el precipitado de

los pigmentos comoel de los acetatos, fueron de tipo coloidal, por lo que

resultó aconsejable la centrifugación.

La solución resultante de todos estos procesos, resultó ser casi inco­

lora o de leve tono amarillento y se volvió a tratar con un exceso de ace­

tato mercúrico (15%peso/volumen), obteniéndose un precipitado que fue casi

blanco; éste se separó por centrifugación y se liberó el PBGhaciendo pasar

SH2, sin adición posterior de líquido.

UhaVez concluido este tratamiento, se centrifugó este precipitado; el

sobrenadante se filtró para evitar que pasaran particulas de sulfuro y ae­

reó para eliminar el exceso de SH2. Este sobrenadante de color amarillo, se
ajustó a pH4 con amoniacoy, por posterior enfriamiento cristalizó el PBG.

Fue posible obtener mayorrendimiento, tratando el precipitado final de SHg

con pequeñas porciones de agua.

Unavez observados los cristales de PBG,al microscopio, se filtro por

un embudo de claVO y se 1876 con agua acidulada con ácido acético y luego

con acetona. Estos cristales eran de un ligero tono rosado. Eh lugar de

recristalizarlo disolviéndolo en amoniaco0,5 N, con posterior tratamiento

de ácido acético l N hasta pH4, se prefirió transformarlo en clorhidrato

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

Para este fin, se disolvió el material crudo en CLH2 N (lml por cada

50 mg) y se calentó unos minutos a 45-509C; se filtró rápidamente por embu­

do de clavo, para eliminar las impurezas y el filtrado se enfrió bruscamente

con hielo y sal, obteniéndose agujas casi incoloras que se lavaron con ClH
2 N frío y acetona.
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E1 lab figuras Nros. 6 y 7, .se pueden obserirar fotografías de los; crig
tales de PBGy su correspondiente clorhidrato.

Figura Nb 6

cristales de:por­
fobilinógeno.

figura. No 7

Cristales de clo­

rhidrato de ipoxb
fobilinóg‘eno. ,

La estabilidad. de‘ wngmdn compuesto, en mayor que la del primero,pero

también se altera con el tiempo. Lo “0113933939; ee guardarlo al vacio y a

baja temperatura. .

Cookson y Rimington (24) obtienen un rendimiento de alrededor del 60%de

PBG.Eh las repetidas experiencias se han logrado aislar cantidades del orden

del 40 - 50%de lo teórico según la técnica de Mauzerall y Granick (28).
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Ebtudios sobre identificación x valoración del PBG

Aqui se describen las diferentes técnicas que han debido ser utiliza­

das, tanto para identificar el PBGcristalino, comopara valorar dicha sus­

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

Criterios de identificación de PBG

La forma cristalina observada al microscopio, sirVió comoprimer cri­

terio de identificación. Al no poseer ninguna de las dos sustancias, un

punto de fusión determinado, ésta no era forma práctica de reconocimiento.

Westall (9) dice que los cristales de PBGse oscurecen entre 120-13000 y

se descomponen a 175-18000, mientras que el clorhidrato se descompone a

165-17000. A pesar de ésto, y mediante la utilización de un aparato para

micropunto de fusión con calentamiento eléctrico, se hicieron estas deterh

minaciones con el material obtenido de la orina porfírica, observándose

que el PBGse oscureció entre los 115 y los 14090, mientras que la desconh

posición se observó entre los 175 y 180°C. El punto de descomposición del

clorhidrato, coincidió con el de la literatura.

Cromatografía en papel de PBG

Eh base a los métodos cromatográficos descriptos por Westall, Cookson

a Rimingtony Mauzerall & Granick (9,24, 28), se utilizó este criterio de

identificación para soluciones de PBGo clorhidrato de PBG,aislados de

orina porfírica y en eluídos de las columnasde resinas de intercambio ió­

nico, que se emplearon para valorar PBGde orina y que se describen más ade­

lante.

Se utilizó comosolvente, la fase superior separada a 17°C de una mez­

cla de butanol, ácido acético, agua en la proporción 4:1:5 (V/v); el papel

utilizado fue WhatmanNo l y el tiempo de corrimiento, de 7 horas.

Se emplearon dos métodos diferentes de revelado; en uno de ellos, se

pulverizó el papel con reactivo de Ehrlich hasta la aparición de una mancha

roja, mientras que en el otro, se sometió la hoja cromatográfica a vapores

de ácido acético durante 10 minutos; al cabo de ese tiempo, se pudo observar

con una lámparaultravioleta una fluorescencia roja, debida a ur0porfirina

formada, en el sitio donde corrió el PBG.



Eh todos los casos de una serie de oromatogramas, hechos en estas con

diciones, el Ef fue de alrededor de 0,5, comoseñala la literatura.

Se intentó hacer correr orina porfIrica directamente, pero no se tuvo
éxito en el revelado.

Estudios relativos a la reacción de Ehrlich

Comoya se dijo oportunamente, diferentes autores probaron distintos

tipos de reactivos de Ehrlich. Para esta serie de ensayos, se decidió u­

tilizar fundamentalmentetres tipos de reactiVOs; el normal de Ehrlioh,

el modificado con ácido perclórico, descripto por Nauzerall ü Granick(28)

y uno con ácido acético, descripto por Rimington, Kroll & Tóoth (27).

El primero de ellos, contiene 2% de pDMABen ClH 6 N; para el segundo,

se disuelve l g. de DMABen alrededor de 30 ml de acido acético glacial,

se añaden 8 ml de ácido perclórico al 70%Y la solución se diluye a 50 ml

con ácido acético. El tercero, está compuesto de 15 g. de DMABdisueltos

en 65,6 ml de ClH concentrado y 194,4 ml de ácido acético glacial.

Conestos tres reactivos, se determinó la relación entre la densidad

óptica y el tiempo, obteniéndose los resultados que muestra la figura N0 8.

...-qu,0/

Figura N°.8=... a Reactivo normal de Ehrlich

°AAIReactíVo de krlich modificado cm ácido per­
clórioo 2 N. x11: Rssotiva de Ehtlich recomendado

por Rimington, Kroll & Tüoth.
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Curva de absorción

Es espectro de absorción, por ser característico de una determinada

sustancia, sirve también comocriterio de identificación y también nos in­

dica la longitud de onda más adecuada para efectuar las mediciones en caso

de tener que usar esta reacción comométodo cuantitativo de valoración de

PBG.

El espectro de absorción de la reacción PBGmás DMAB,tiene dos máxi­

mos de absorción uno a. 522 mlh y otro av555 m v. Este último, que es el
i

mayorde los dos, es el que se utiliza para las determinaciones cuantitap
tivas de PBG.

Se reprodujo este espectro utilizando clorhidrato de PBGcristalino

aislado de orina porfirica, en disolución adecuaday con el-reactivo de

Ehrlich, recomendadopor Rimington y colaboradores, obteniéndose un resul­

tado plenamente coincidentes con los descriptoe por otros autores, comolo

muestra la figura N°. 9

A

0.6!

054K

04/1

525 550 pg

Figura N0 9: Curva de absorción de la reacción de Ehrlich con el PBG

Determinación de los coeficientes de extinción molar eepecífica

Comométodo de control para las posteriores determinaciones de PBGen

orina de los animales sometidos a la porfiria experimental y comoun crite­

rio más de pureza para el producto aislado de orina porfírica, se procedió

a la determinación de los coeficientes de extinción molar específica con
los tres reactivos descripto: anteriormente.

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

para poder hacer una representación gráfica de densidad óptica en función
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de concentración. Unavez obtenido los puntos representativos, para el tra­
zado de la recta'se utilizó el procedimiento matemático de los cuadrados

mínimos. Las refiïesentacionee gráficas se encuentran en las figuras Nbs.
10 y ll.

Figura N°. 10 ' Figura N°. ll

Arriba: Reactivo de Ehrlich normal ArribasReactivo recomendadopor Ri­

(determinación con "Spectronic") mington.

Abajos Idem (det. con "Beckman") Abajo: Reactivo de Ehrlich modifi­

cado (ambas determinaciones con

"Beckman")

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

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

Conestos datos, se procedió a calcular los coeficientes de extinción

molar específica de esta reacción, can los tres tiene diferentes de readti­

vo. Todas las determinaciones se hicieron a 555 m/¡¡de longitud de onda.
Los resultados están expuestos comparativamentecon los de la literatura en
la tabla N°. l.



TABLA N° l.

Reactivos Instrumental Datos de la 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 ácido perclórico ZN Beckman "DU" 61.000 54.200

Reactivo de E’orlich recomen­
dado por Rimington y colabo­
radares. Beckman "DU" 53.640 53.800

En esta experiencia, se utilizó un espectrofotómetro Bedínnn modelo

"DU"y un fotocolorímetro Spectronio "20". Las mediciones realizadas en es­

te último, no son tan precisas comolas realizadas en el primero; pero al

tener que efectuar series de mediciones, resulta máspráctico utilizar el
Spectronic.

Eh cuanto a los reactivos, por razones de mejor conservación, se pre­

firió utilizar para las series de medicionesel reactivo normal de Ehrlich,

pues los otros dos deben ser preparados en el momentode ser utilizados,

por su inestabilidad.

Métodode valoración de PBGen orina mediante el uso de resinas de intech­
bio iónico. .

Descripción del método

Con el objeto de poder valorar el PBGy el JAL presentes en orinas de

pacientes porfíricos, con un mínimode error y sobre todo en los casos en

que había poca cantidad de estos compuestos, Mauzerall y Granick (28) idea­

ron un método usando columes de resinas de intercambio iónico.

Ei este, trabajo, se utilizó el métodoya referido para las determina­

ciones de JAL y PBG, con el objeto de hacer un estudio más completo de la

porfiria experimental en ratas y conejos, comoya, se dijo ai la introducción.

Antes de la aplicación del método, se hicieron algunos ensayos preVioïs,

tales comocurva de "breack through" ( saturación ), curva de elución y
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pruebas de recuperación.

La descripción detallada de la valoración de «JÉL,figurará en el tra­

bajo de tesis del Licenciado Emilio Rivas.

El método consistió en hacer pasar orina a través de una columna de

resina Dowex2, en su forma acetato, de tal modo el PBOquedó retenido en

la columna, mientras que la urea y el ¿{aL pasaron a través de ella. Luego

el PBGse eluyo con ácido acético y determinó colorimátricamente con el

reactivo de Ehrlich. Los eluidos de la primera columna, se hicieron pasar

a través de otra columna con resina Dowex50, en su forma ácida. Aquí se

retuvo el LÍAL,dejando pasar la urea.

El ¡JALse eluyó con acetato de sodio y se hizo reaccionar luego con

acetil aoetona o ácido acetil acético, para formar un pirrol que también
reaccionó con el reactivo de Ehrlich.

La absorción y la elución de estas resinas tiene por objeto eliminar

las sustancias interferentes, comopor ejemplo el mesobilirrubinógeno, que

se absorbe en la resina Dowex2, pero no se eluye con ácido acético.

Según los autores del método, la recuperación del PBGen la resina es

de alrededor del 90%L

Lplicación del método

Como,por la índole del trabajo a realizar, era necesario hacer numerEL

sa determinaciones tanto de PBG, como de crnL, junto con el Licenciado

Emilio Rivas ideamos un portacolumna de madera que permitía trabajar con

doce columnas en forma simultánea; dicho portapcolunna se puede observar en

la figura Nro. 12.

El esquema de las columnas puede verse en la figura N°. 13, mientras

que la figura N°. 14 muestra el procedimiento de "back wash" (lavado hacia

atrás), que tenía por objeto el mejor ordenamientode las particulas de re­
sina.
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Figura N0 12 Figura N° 13 Figura N° 14
Portacolumna Colunna. "Back wash"

Las carácterísticas de la resina utilizada son las siguientes: Resina

de intercambio aniónica Dowex2-x8, de malla 20-50 (fue molida para llegar

a malla 200-400 comoindicaba la técnica), porosidad media, tipo estireno,

amoniocuatennario reenplazada en forma de cloruro, con una capacidad total
de 3,0'3 0,3 miliequivalentes por gramo seco y una humedaddel 35 al 41%2

1 anión cloruro, se reemplazó por acetato, mediante el pasaje a tra!

vés de la columna de acetato de sodio 3N, eliminando luego el exceso de ar

cetato con agua. Se verificó la eliuünación de cloruro, con acetato de so­

dio 3N, eliminando luego el exceso de acetato con agua. Se verificó la eli­

minación de cloruro, con acetato de plomoy la de acetato, con nitrato de

plata.

Unavez que la columna de resina se encontraba en la forma acetato, se
hacía pasar l m1 de la orina en estudio y luego se añedían 4 ml de agua.

Este eluído se hacía pasar por ls resina Dowex50, para la posterior

determinación de ¡ALglos detalles de esta operación estarán descriptos en

la tesis del Licenciado Emilio Rivas.
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Sin dejar secar la columna, el PBGse eluía con 2 m1. de acido acéti­

co 0,l M. Luego se llevaba a 10 ml. de volumen y se efectuaba la reacción

colorimótrica en una parte alícuota a la que se añadía un volumen igual de
reactivo de Ehrlich.

Se cuidó muchola velocidad del flujo del líquido a través de la oo­

lumna, manteniéndose en alrededor de 3 mil cada lO minutos, pues con velo­

cidades mayores se obtenían datos falsos.

Por otra parte, algunas orinas alcalinas, especialmente las de conejos,

fue necesario lavarlas a un pH entre 5 y 7 con ácido acético pues sino la

elución presentaba dificultades debido al intenso desprendimiento de gas.

Eh todas las determinaciones colorimétricas, se utilizó el reactivo

normal de Ehrlich y un fotocolorímetro Spectronic "20".

Estudio egperimental del comportamiento del PBGfrente a la resiga_nggex 2.

de "breack thro h" saturación .

Se intentó hacer esta representación, con el objeto de conocer qué can­

tidad de PBGpodía retener esta columnade resina, sin que apareciera el

punto de "breack through” (saturación). Comoluego de ser absorbido l mg.

de PBG, dicho punto no aparecía y como esa cantidad superaba ampliamente

a la que se podía hallar en l ml. de orina porfírica, no tenía mayorinte­

rés práctico continuar con esta determinación y, por lo tanto, no se probó

con cantidades mayores de PBG.

Curva de elución

El objeto de la determinación de esa curVa, fue verificar en que frac­

ción de los eluídos con ácido acético se detectaba la mayor parte del PBG

y comprobar así mismoque en, las condiciones de la eXperiencia, se eluye

practicamente la totalidad del PBGabsorbido.

Se efectuaron curvas de elución con una solución de PBGpuro y con o­

rina porfírica, en la forma que muestra la figura N°. 15.
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Figura Nb 15 ’ Arriba elución con PBGpuro;nbajo elución de orina porfi­
rica..

Se pudo concluir que, absorbiendo PBGpuro en solución, ya se eluye

el 80 % del total con 2 ml. de ácido acético l Mmientras que, absorbiendo

PBGde orina en las mismas condiciones, se eluye solo el 63%del total; re­

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

Ensayo de recuperación

Conel objeto de determinar 1a eficacia de las resinas de intercambio

iónico en la absorción y elución de PBG,se efectuaron tres diferentes en­

sayos de recupcñación.

En el primero de ellos, se utilizó solnción acuosa de clorhidrato de

PBGy se absorbió en la columna cantidades de este compuesto similares a

las que aparecen en orinas patológicas. Luego de repetidos ensayos en estas

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

Otro ensayo consistió en añadir clorhidrato de PBGa orina normal,

midiendo previamente en ella la pequeña cantidad que siempre hay de PBG.

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

Finalmente, se ensayo con orina patológica a la que se le añadió el

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

Comobo desprende de los resultados obtenidosl ae ha comprobado una

buena eficacia del métodoy de las resinas que fueron usadas en todas es­

tas experiencias.

Hay que hacer notar que las valoraciones colorimétricae de los ensa­

yos y curVas descriptos anteriormente, también se hicieron utilizando un

fotocolorímetro Spectronio "20".

— FIN DE LA SEGUNDA PARTE ­
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TERCERA PARTE

PORFIRIA EXPERIMENTAL.

En esta parte de la tesis, se describen los métodosutilizados para el

estudio de las porfirinas y sus precursores, en orina y órganos de animales

sometidos a 1a porfiria experimental, además de la orina de una paciente con

pcrfiria aguda; excepto la “oscripción del método de valoración de PBGcon

resinas de intercambio iónico, que ya ha sido motivo de un estudio detalla­
do on el capítulo anterior.

Figuran también aquí, los resultados obtenidos en estas experiencias;

no asi las conclusiones que se tratan en conjunto en la última parte del

trabajo.

La mayoría de las experiencias descriptas en este capítulo, han sido
realizada en colabo;ación con el Licenciado Emilio Rivas.

Parte exparim t 1- .__.._...

Para el estudio de las porfirinas y sus precursores eliminadas por ori­

na de animales SOmetidosa la porfiria experimental; se hicieron dos series

e experiencias con seis animales cada una; una correspondió a conejos,tresp.

tratados con Sedormidy tres tratados con A.I.A. y otra correspondió a ratas

y fue hecha en forma similar.

Los conejos utilizados fueron en su mayoria blancos, de ambos sexos,

de tres a cin() meses de edad, con un peso que oscilaba entre 1700 y 2700

gramos; mientras que las ratas fueron machos, de raza Wistar, de alrededor

de 400 gramos de poso y tres meses de edad.

Las detcrm sesiones de SAL, PBG, copro- y ur0porf1rinas se hicieron en

orina” de 24 a 48 horas y, excepcionalmente, de 72 horas.

Tanto las ratas comolos conejos fueron colocados en jaulas metabólicas,

siendo alimentados, sin restricciones, antes y durante la experiencia con
Forramox Lab.

En el caso de las ratas2 se suministró AIA comosolución acuosa, en con­

centraciones del orden de 24 mg. por ml. y en cantidades diarias de 200 a

400 mg. por Kg. de peso, por vía parenteral o intragastrica, según el caso;

mientras que el Sedormid fue suministrado en forma de suspensión acuosa, ho­

mogeneizado con "Tween80", 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 cápsulas de ge­

latina por vía intragástrica, en dósis diaria de 150 a 200 mg. por Kg de

peso.

Se probó en algunas ratas, el efecto que producía la administración

de glicocola, ácido succinico y otros cofaotores sobre la excreción de por­

firinas y precursores, considerando que ambosintervienen en la biosinte­

sis de PBGy porfirinas. Para ello, se inyectó a los animales una dosis

diaria de 50 micro moles de ácido succínioo, 50 micro moles de glicocola,

l micro mol de acido pantoténico, 0,25 micro moles de piridoxal, 5 micro

moles de ATPy 5 micro moles de ClZMg, todo disuelto en una solución tank

pón de fosfatos de pH 7,3.

Para las determinaciones de isómeros de porfirinas en orina y en los

estudios realizados en órganos, se utilizaron otras series de animales que

fueron sometidos a porfiria experimental de 1a mismamanera.

Métodode dosaje de porfirinas en Eorfiria esperimental

Comose tenía la intención de hacer frecuentes dosajes de las dos prig

cipales fracciones de porfirinas que se excretan por orina (o sea: las so­

lubles en éter que incluye fundamentalmentea las copro porfirinas y las

insolubles en éter, que comprendea las urporfirinas y porfirinas de 7 co;

boxilos), se utilizó el método de Schwartz, Zieve y watson (73), que des­

cribe fundamentalmentela extracción de la fracción "copro" para su dosaje
y la separación de la fracción "uro" con solución de acetato de sodio. Para

poder dosar esta última fracción se adeptaron técnicas descriptas por Dre­

ssel y Tooth (74) y algunos otros autores.

Esta última variante del método, se consideró aplicable debido a que

las uroporfirinas excretadas por orina en casos de porfiria aguda humanao

experimental, nunca pueden llegar a valores muyaltos, comopueden ser los

obtenidos en algunos casos de porfiria cutánea tarda.

Una amplia discusión sobre la determinación más minuciosa de urOporfif
rines, se puede encontrar en un trabajo de Dressel, Rimington & Tooth (75).

Enmétodoaplicado en este trabajo consistía en los siguientes: A l;

2 o 5 m1. de orina, según fuera la intensidad de la fluorescenoia roja que
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presenta la orina a la luz ultravioleta, se añadía el mismoVolumende una

solución tampón, compuestade cuatro partes de ácido acético glacial y una

parte de solución de acetato de sodio saturado. Luego, se agregaba el mis­

movolumen de agua y se extraian las porfirinas con un exceso de acetato

de etilo para evitar posibles emulsiones. Posteriormente, se extraía la

fracción "uro" del acetato de etilo, lavándolo con dos o tres porciones de

solución de acetato de sodio al 1%.

Si la cantidad de porfirinas era muygrande, se Juntaba la primera

fracción acuosa con las del acetato de sodio y se hacía una nueva extrao­

ción con acetato de etilo, para recuperar la "copro" que pudiera haber par
sado.

De este modo, se tenían ya separadas las dos fracciones: "nro", en ap

cetato de sodio y "copro", en acetato de stilo. La primera de ellas, se

llevaba a pH 3-3,2 con ácido acético y luego se extraía la "uro", con ace­

tato de etilo. Posteriormente, se trataba con una solución de iodo al

0,005%para oxidar los posibles porfirinógenos. Finalmente, se hacían ex!

tracciones de C1H10%(3 N), hasta desaparición de la fluorescencia.

A la otra fracción, o sea la "copfo", también se la oxidaba con iodo,

comola anterior; posteriormente, se hacia la extracción con ClH 5%(1,5 N),

también hasta fluorescencia negativa.

De tal modo, se tenían las dos fracciones en 01H, adoptándose para su

dosaje métodos r‘tstpectrofotométricos, utilizando los coeficientes de extin­

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

EQEEM‘EQLPLÑEEÉSJXQEV‘EMQLO rjlaal

Para la identificación de porfirinas excretadas por orina, se siguie­

ron fundamentalmente las técnicas del laboratorio de Watson, con algunas

modificaciones aconsejadas por las circunstánzi"ï,

Eh el caso de las ratas, que fué la primera serie de experiencias de

este tipo, se siguió un caminoun poco indirecto, pues de un "pool" de ori­

na de ratas sometidas a la porfiria experimental, se extrajeron las porfib
rinas con acetato de etilo.

De este solvente, luego de una oxidación con iodo, se separó el conqu

to de porfirinas mediante Sucesivas extracciones con ClH 3K.
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Unavez llevadas esta última solución a Ph 3-3,2 con acetato de sodio

saturado se procedió a absorber las porfirinas con talco, hasta desapari­
ción en el sobrenadante de las bandas de absorción características que pre

sentaban en la observación espectroscópioa.

Luego, se extrajeron del talco suSpendiéndolo en sucesivas porciones

de una solución de 19 partes de metanol y una parte de SO4H2que, simultá­
neamentelas esterifica.

Después de estacionar esta solución durante 48 horas para conseguir

una buena esterificación, las porfirinas se pasaron a cloroformo, agregan­

do un exceso de agua para eliminar el metanol; luego, se lavó dos veces

con agua la capa olorofórmica, una con NH4OHal 10%, nuevamente con agua

y, finalmente, con solución de ClNa al 7%. para evitar las emulsiones, se

filtró a través de un papel embebidoen cloroformo y se concentró casi a

sequedad, por medios de una destilación al vacio. Eh estas condiciones, las

porfirinas pueden ser sometidas a procesos cromatográfioos.

Para una separación primaria de los distintos tipos de porfirinas, se

adOptó el método de la cromatografía en columna que, primitivamente ideado

por Tswett fue aplicado a las porfirinae en el laboratorio de watson.

Este método cromatográfico con CO3Ca,de muy frecuente uso en nuestro
laboratorio, se haya descripto en un trabajo de Grinstein (37). Eh la fi­

gura Nb 16 pueden observarse dos columnas cromatográfioas de diferentes

medidas.

Figura N° 16

Columnas cromatográficas
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Según el tipo de porfirinas que se sospechaba tener en los extractos,

se usaron diferentes tipos de solventes para su absorción y desarrollo en

la columna crcmatográfica.

Las porfirinas de menor número de corboxilos, corren más rapidamente

y, por lo tanto, fue necesario utilizar bencenoy, en algunos casos, éter

de petróleo para absorberlas, pero a una temperatura de alrededor de 40 a

50°C, debido a la poca solubilidad de estas pcrfirinas en ellos. Los sol­

ventes de desarrollo, eran distintas mezclas de cloroformo benceno, aumen­

tando la proporción del primero de ellos cuanto mayor era el número de car"

boxilos en las porfirinas.

Cada fracción separada del cromatogramase sometió, si era necesario,

a recromatcgrafias hasta obtención de banda única y poder, de ese modo,

cristalizar de metanol los correspondientes ésteres de porfirines, determiu

nando así sus formas cristalinas y puntos de fusión o, de lo contrario,se

sometieron las fracciones a la cromatografía en papel, que permite una más

exacta identificación.

Cromatografía en papel de ésteres de porfirinas.

Para la cromatografía en papel de ésteres de porfirinae, se utilizó el

método descripto por Falk y Benson (79), con algunas modificaciones, sobr‘

todo en su aplicación cuantitativa, que fueron efectuadas por Batlle y Grjn;

tein (80) en este mismolaboratorio.

Esta cromatografía consiste en hacer correr los ésteres de porfirinas

en tiras cromatográficas de papel WhatmanN0. 1, primero con un solvente

compuestode 4 partes de kerosene, fracción destilada sobre cloruro de cal»

cio entre 190 y 25000, y 6 partes de cloroformo etanólicc al 1%durante 15

minutos, para eliminar las impurezas, en una cube saturada previamente con
cloroformc.

Luegode eliminar las impurezas, cortando el extremo inferior de la

tira cromatográfica, previo secado del papel y marcado de las manchas, se

procedió a hacer correr las muestras en el segundo solvente, compuesto de

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

En poco más de dos horas, al frente corre unos 20 cm. y se puede reve'

lar el cromatogramaempleandola luz ultravioleta.
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Para adoptar el-método cromatográfico en forma cuantitatiVa, fue nece­
sario cargar la solución clorofórmica de los esteros de porfirinas, cuya

concentración era conocida mediante una medición preVia en el espectrofotó­

metro, en la tira cromatográfica con una micropipeta graduada que permitía

conocer la cantidad de porfirinas agregadas; Eh una linea de 5 css, se carb

garon alrededor.de_8ujhg de porfirinas en ceda tira cromatográfica.

UnaVez revelado el cromatogramacon la luz ultravioleta, se cortaron

las manchasde_cadaporfirinaf'identificada mediante los testigos, y se elg

yeron con una cantidad conocida de cloroformo; de este modo, haciendo uso
del espectrofotómetro, se determinó la proporción de cada porfirina en la
mezcla.

Se utilizaron testigos de uroporfirina I (aislada de orina de pacien­
tes conporfiria cutáneatarda), uroporíirina III'(aislada de turaoina),
firiaporfirina III de origen similar a la uroporfirina I), coproporfirina
III (aislada de orina de pacientes con saturnismo) y protoporfirina 9 (ais-'

lada de glóbulos rojos), gentilmente cedidos por la Licenciada Alcira Batllea

Conrespecto a los coeficientes de extinción, se usaron los que figuran en

el trabajo de Salum, Batlle y Grinstein (78). Las supuestas porfirinad.d4¡

65 5 y 3 carboxilos, se dedujeron por laposición en el cromatograma. Asimisd

mo, en muchoscasos fue necesario utilizar coeficientes de extinción estimar

tivos promedios, comopor ejemplo en el caso de las mezclas o de los esteres

de porfirinas recientemente citados.

Comose puede.ver en la descripción de este método, éste no tuvo por

objeto determinar la cantidad de los distintos tipos de porfirifias en estu­

dio, sino simplemente estimar las pr0porciones de cada una de ellas y con
ese fin se utilizó.

Las recuperaciones, o sea la relación entre la sumade las distintas

fracciones cortadas y eluidas con cloroformo, con respecto a la cantidad

cargada en la tira cromatográfica, fue variable; pero, en la mayoría de los

casos, oscíló entre el 80 y el 95%.

Cromatografía gg papel de porfirinag 1113593L

Eh el curso de la identificación de las distintas porfirinas excretadas

por orina, se utilizó también, aunque no con tanta frecuencia comoel método

anteriormente descripto, la técnica cromatográfica en PaPél Para Porfirinas
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libres de Nicholas a Rimington (81) modificada por Ekicksen (82) y Puesta

a punto por Batlle, en nuestro laboratorio.“

Esta cromatografía, consiste en hacer correr en una cuba saturada can

NH4OH,porfirinas libres dieueltas en NH4QH2 N sobre papel WhatmanNb 1

y con un sistema de solventes consistentes en 3,5 partes de agua y 7 par­

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

Este método permite la diferenciación más o menos clara" se ún seanQ I

las proporciones, de coproporfirine I y-IIIo

Descarboxilación de uroporfirinagL

Esta técnica tiene comofin 1a identificación o confirmación, según

el caso, del tipo isomérico de las urOporfirinas, pues las coproporfirinas

obtenidas se cromatografian por el métododescripto anteriormente.

Para poder descarboxilarlos, los ésteres de porfirinas se llevaron a

sequedad en un tubo de descarboxilación de Carius, al que se añadió luego

ClH l % (0,3 N). Luego se hizo el vacio y se cerraron los tubos a la llama,

sometiendolos a un calentamiento de 18000 durante 4 horas. La etapa si­

guiente consistió en eliminar el ClHmediante vacío. Posteriormente, las

porfirinas descarboxiladas fueron esterifioadas y llevadas a cloroformo

por métodosya descriptos, para la ulterior purificación por columnasde

COBCa.Finalmente, para poder hacer la cromatografía de porfirinas libre
fue necesario hacer una nueva saponificación.

Aislamiento de porfirinas de_grganos.

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

que fue necesario aplicarle algunas modificaciones para el fin que se per­

seguía.

El método consistió fundamentalmenteen tratar los tejidos, con una

mezcla de acetato de etilo (4 partes), y ácido acético (l parte), en suce­

sivas porciones para lograr una buena extracción.

Esta solución se trató con acetato de sodio al 3%, que eliminó la ap

oidez y extrajo las urOpPrfirinas, las que fueron tratadas en la forma que
se describió para la orina.

Las ceproporfirinas restantes, extraídas con acetato de etilo, también
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sufrieron el mismotratamiento que en el caso de la orina.

Comointeresaba hacer una identificación del tipo de porfirinas exis­

tentes, se eliminó el ácido acético de la mezcla mediante sucesivos laVa­

dos con agua y luego, rápidamente, se extrajo el conjunto de porfirinas

con varias porciones de ClH 10%. Las porfirinas disueltas en 01H, se llevar

ron a pH 3-3, 2 y se absorbieron con talco. De aqui en adelante, la identi­

ficación se hizo por técnicas ya descriptas en este trabajo.

Estos procedimientos fueron aplicados a hígado y riñones de animales

sometidos a la porfiria experimental.

Para estudiar las porfirinas presentes en la glándula de Harder (83)

de las ratas, se procedió a extraerlas y, simultaneamente,a esterificarlas

mediante la mezcla de metand»SO4H2,ya descripta anteriormente; de esta ma­

nera, se evitó el caminoindirecto que es necesario seguir para obtener és­

teres de porfirinas. Para ello se trataron las glándulas con sucesivas por­

ciones de metalnol-SO4H2(19:1), hasta que desapareció la fluorescencia ro­
ja de la glándula frente a la luz ultravioleta.

El extracto, luego de ser filtrado o centrifugado, se dejó 48 horas en

la oscuridad para la total esterificación de las porfirinas. Los procesos
que siguen, ya han sido descriptos anteriormente en este mismotrabajo.

RESULTADOS OBTENIDOS

Eh las figuras 17 y 18 se exponen los resultados más representativos

de las de terminaciones de <5AL,PBG, uro y coproporfirinas, realizados en

orina de ratas y conejos, antes y durante la porfiria experimental.
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Droga
Summ/srrada

mg/ d/a
ALA.

¡a mo/es/d/a

p BG.
JJ mo/eS/d/‘a

Ill/[Q0 1/

,u mo/es/d/a

"COPÑO ”
¡a mo/es/ d/a

Figura N° 17

PBGy porfirinas excretadas por orina de ratas tratadas con A: Sedor...
mid; B: AIA.

- Droga 1 W V. CB)
sum/histrjada 40° 3 l H Jmgflúa i IIIIIIIIV J

ALA. 2 '

(¿moleS/dt'a 4

PBG. “J A

u moleS/dz'a _

"¿IDO ”

u moles / dba

"CODDO "

u moles/ d¿a

Figura N0 18

éAL, PBGy porfi'r‘inas' nvcrcfañas por orina de conejos tratados? cor}: ¿tSe­
dormid; B: ALL El rayado del cuadro de PBGcorrfsponQe al dosaqe duecM:por dilución de la orina. Métodode Vahlquist (6, apllcado tamblén por u,
zerall 8: Granick (28).

Se observan aumentosde al segundodia de iniciadas las ingestlón

de dr°8a, 108 Quese acéntúan en el sexto día para las ratas y noveno o dé­
' lascimo dia Para los conejos. Hacemosnotar que los aumentos reglstrados en

4 ' ' ' Resultados similaresratas; son muchomas pronunclados que en los coneJos.
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se observaron para PBG,constatándose por lo general, que los Mentes más

pronunciadas aparecen en el octavo o noveno días en las ratas y décimo pri­

mero o decimosegundo día en los conejos. Eh las ratas, se observa con fre­

cuencia que los máximos de excreción de 61LL, preceden a los de PBG.

La identificación cromatográfica en papel de dichos precursores, coig

cidió con los Rf de las sustancias patrón.

Conrespecto a las porfirinas, se observan aumentossignificativos de

copro- y en menor cantidad de uroporfirinas en las ratas;mientras que en

los conejos, se notan aumentos similares en la excreción de ambasporfiri­

nas. Los valores de uroporfirina registrados en esta experiencia, son muy

inferiores a los de los trabajos citados oportunamente. Eh dichos trabajos

gran parte de las uroporfirinas dosadas, son sintetizadae "in vitro" por el
precalentamiento de la orina acidificada.

241314.1; 2.

PORFIRINAS Y PRECQRSORES EXCRETADOS POR CHINA

yAgggEs NORMALES

(AL PBG "uno" "como"

,ug mol ,wnol ¡Mg ¡LL-".91 ,(Amol ¡g ¡anal ¡ag jzmol
por por e uiv por por equiv por por por por
día día p día día. día p/día día día día dia

RATAS 18 0,14 0,02 27 0,12 0,03 0 0,00 37 0,05
CONEJOS 22 0,17 0,02 18 0,98 0,02 9 0.01 29 0.04

EALQRES MJXIMOS

RATA Bag
GIL.

1 ¿IA 2.750 21,10 2,64 4.760 20,77 5,18 0 0,00 98 0,15
2 AIA 1.650 12,60 1.57 3.400 15,47 3,86 o 0,00 118 0,18
3 ¿IA 210 1,38 0,17 190 0,84 0,21 18 0,02 89 0,12
4 AIA 200 1,54 0,19 200 0,67 0,17 26 0,03 90 0,13
5 Sed. 750 5,85 0,73 1.280 5,76 1,44 89 0,10 190 0,30
6 Sed. 800 6,16 0,77 1.400 6,20 1,55 350 0,39 125 0,19

Gong
Jo.

1 Sed. 140 1,07 0,13 4.000 17,40 4,35 85 0,10 75 0,12
2 Sed. 290 2,30 0,28 5.600 24,60 6,15 200 0,24 165 0,26
3 Sed. 150 1,00 0,12 4.400 18,20 4,55 300 0,36 325 0,48
4 AIA 900 7,00 0,87 29.000 1yn00 32,50 670 0,80 .330 0,48
5 A 230 1,90 0,24 4.800 21,10 5,30 40 0,06 235 0,37
6 AIA 240 1,90 0,24 8.000 35,40 8,85 150 0,18 290 0,44

caso

HUMANO 10895; 825 106 36665 1,620 405 300 0,36 1.300 2.00
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ACLARACION:Los valores normales de ratas y conejos corresponden a prome­

dios de nuestras determinacion. Haeger (84) en 1960 da comovalores norma­

les de excreción de cïALen humanos 3 mg. por día y para PBOl mg. por dia.

Distintos investigadores dan comoexcreción normal de urOporfirina en huma­

nos: 15//1g por día y para coproporfirina: de 100 a 300¡ag diarios.fi,
Eh la tabla N°. 2 están expuestos los valores normales de porfirinas y

precursores de porfirinas, en ratas y conejos, así comolos máximosde ere

creción urinaria de CLAL,PBGy porfirinas observados en el transcruso de

la experiencia. Para facilitar la compraciónentre estos datos, los precur­

sores se expresan también en sus equivalentes de porfirinas, teniendo en

cuenta que una molécula de esta última equivale a 8 moléculas de «ÍALy 4

de PBG. En la mismatabla figuran los máximosde excreción correSpondientes

a la orina del caso humano.

El análisis de los datos consignados, demuestra que la excreción de

precursores es muchomayor que la de porfirinas y, dentro de ellos, predo­

mina el PBG. Uh fenómeno similar se observa en el caso humano, lo que conv

firmaría una similitud ya señalada por otros autores.

Eh la tabla No 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 máximosen cada caso.

TABLA N° 1

Laboratorio Animales PBG "URO" "CQPRO"

ge investig. de ernerim gg/día Aglfg/dia Á/ïgfigga
watson Conejos 13.500: 450
Aldrich Ratas 110 150

1.500!
Rimington Conejos llex 18.500! 340

Ratas 6x1 -- 52
Grinstein Conejos 29 670 350

Ratas 3 xxx 190

ÁCLARACION¿x: Orina precalentada y acidificada; zx: Método de Vahlquist;

xxx: Sólo registramos un caso de 450 d/kg por día. Indica solo
reacción cualitativa.

L La figura N° 20 muestra un resultado similar al de las figuras l! y MB,

pero en ella aparece el efecto producido por el suministro de cofactores a

una rata sometida porfiria experimental. Durante el periodo en el que 3° 1°
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suministraron üfáo‘übï‘és,‘se obserwú'm damn: en la gar-0311;“ PNWI‘TÉ.»-.
sorea y porfiriñas. Y

Sin embargo; con otros animalés se: obtuvieronmalgmos Vresnltados.m po­
co contradictorios.

IL.¡Emu-u 5

DRMA.5 und-J M.“ Í
A.I A a, ax.

Fïbá

Figura N° 20: Efecto de los caracteres.

El cuadro clínico, no mostró mayores­

diferehcias con el que observaron los in-e

vestigadores ya. citados; sin embar'go,la

pérdida. gradual de peso fue bien notoria 9

en las'ratas, pero no en los conejos. 9

Además, conviene hacer notar que en los
q

00..
animales muertos espontáneamente o sacri- v

e
{IT}

fibádos, se observó un gran aumento del

tamaño del hígado.- _Se‘hizo un estudio cualitativo del

tipo de porfirinas que se excretaron en
orina, de ratas durante la. porfiria expo». N°
rlment'al,‘ extrayéndolas con acetato de e­

UI: Uroporfirinq I;
tilo y CIB, con una posterior adserció'n- 0111¡ Uroporfiflna 111 '

F: Firiaporfirina
, C: Copraporfirina

SO4H2,por los métodos ya descriptos. Ps Protapor-firina IX
o: ¿Marea de porfin-q
nas de orina ¿e más

en talco y eterificación c‘onmetano;­

,__’—A_I
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La identificación se hizo mediantela camioneta.“ n11: y Benson,

(79) obteniéndose manchascorrespondientes a urcporftrina I, uroporfirina
III, firiaporfirina III y coproporfirínaayen úne-ccrridn.linnltánea con
testigos de estos compuestos.

Tambiénaparecieron manchas'entre-hfiriaportíríney ooproporfirina, con

Ef que, mw probablemente, correspondan a‘porfirinas de 6 y S oarboxilos,

comopuede verse en la figura 21.

Eh la orina de los conejos y la. «humana,por contar con mayor volumen,

se efectuó directamente la. absorción de las porfirinaa con talco, previo

hajuste del pH a 3-3, 2, siguiendo luego con las técnicas ya explicadas para.

la. obtención de ésteres de porfirinas.

Een este caso, se determinó la proporción de cada tipo de porfirinas

mediante el método de cromatografía en papel de Falk y Benson, modificado

para su uso wantitativo.
5

Eh 1a'figura N° 22 y en la tabla. N° 4 se indica el proceso seguido pa­

ra calcular distintas proporciones de porfirinaa, mediante dolmmas croma­

tográficas de carbonato de calcio y cromatografía en papel cuantitativa, en
el caso de la orina. humana.

Las proporciones finales de este caso, comolas de la. orina de los co­

nejos al comienzoy aVanzadala. porfiria, figuran en la tabla N0. 5.

"gs,

' Figura N0 222Va1enanleracionee de 1a fisura N° 21
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TABLA N° 4

Porcenta- Porcenta- Porcentg-Porcentg‘lPorcentg Porcentg
je sobre je de ca- je en la je delas je de gg je de ca

Frac- el total da porfi- Fr‘a- fracción fraccio- da porfi da port;
ción de porfi- rinas en ción N° 3 nes 4 y rina en rina en

rinas de las frac- 5 sobre la frqg el total
la frac- ciones 1 el total ción 4
ción l, ó 2 de port; 6 5

2 ó_3 nag
l 22,2 C:9l,5 C:20,3

. T: an rx T: 1.9

C:29,0 'C':5,l4
2 1797 P34395 P3

H:27,6 H: 5,41
UIIIilB,2 UIII:O,71

4 6,6 3,9 F 322,2F ¡0,86
H' 128,4H' ¡1,1
P" 317,6P' :0,69

3 60,1 m C" :¿35 C" ,O,53
UI ¡22,4
UIIIk37fi UIII221,2

5 93,4 56,2 F. ' 7,5
H" '5.1

en la fracción 1; C': Coproporfirina en la fracción 2g'P: Porfirina pentap

carboxilica en la fracción 2; H: Porfirina hexacárboxilica en la fracción

2; UIII: Urporfírina III en 1a fracción 4; Ft Firiaporfirina III en la frqg
ción 4; H1: Porfirina hexacarboxílica en la fracdión'4; P‘: Porfirina pen­

'tacarboxílica en la fracción 4; C": Coproporfírina en la fracción 4; UI:

Uroporfirina I en la fracción 5; UIII': Uroporfirina III en la fracción 53

F': Firiaporfirina III en la fracción 5; H": Porfirina “hexaoarboxïlioaen

la. fracción 5.
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TABLA N° 5

CIMIIJES RELATIVASDE PORFIRINÁS AISLADAS DE GRUA DE CONEJOSY Emili

x

Orina de conejos porfiricos Orina humana
Porfirinas Estado fl estado % Porfiria %

ini cial avanzado gggda

"Protoporfirina" 3,5 1,0 -—
"Tricarbozílicas" 1,3 1:3 2,0
"Coproporfirinas" 45,0 11,0 26,0
"Pentacarbozílicas" 12,9 6,4 8,0
"Hexacarboxílioas" 6,7 3,2 12,0
"Firiaporfirina III" 10,9 9,2 8,o
"Uroporfirina III" 4,5 47,8 22,0
"Uroporfirina I" 15,3 20,0 22,0

ACLARACIÓN:Protoporfirina IX, firiaporfirina III, urOporfirina III y uro

porfirina I, coincidieron en Ef con los testigos puros . Las porfirinas tri­
pentaP y hexacarbo-zilicas fueron deducidas de su posición en el cromatograp

ma.

Aparte de estas mediciones, algunas bandas de la cromatografía cn co­

lumnafueron recromatogrefiadas hasta obtención de banda única y, de este mg

do, se logro cristalizar copro-,uro-y firiaporfirina III.

La ooproporfirina observada al microscopio, permitió Ver cristales de

las formas isoméricas I y III. E1 punto de fusión obtenido luego se sucesi­

vas recristalizaciones, en un aparato para micropunto de fusión Fisher con

calentamiento eléctrico fue, para 1a primera recristalización de 145-14700

y para las siguientes, 155-15700 y 163-1650C, lo que demostraba una mezcla

de los dos isómercs con enriquecimiento del I en las reoristalizaciones,pues

los puntos de fusión para los productos puros son: Coproporfirina I 252° C

y coproporfirina III doble punto de fusión a 142 y 172°C. La cromatografía

de lutidina agua, reveló también una mezcla de los dos isómeros, can prepon­

derancia del tipo isomérico III.

La uroporfirina presentó la mismacaracterística al microscopía y el

punto de fusión dió, en una oportunidad, 270-27500 repitiándose el mismoda­

to en la recristalización. En otra partida se obtuvo 260-264°Cpara 13 Pri­

mera recristalización y 262-2670, para 1a segunda. Como106 PuntOs de ÏUS16n

teóricos son 293-302°Cy 256-25800,para la uroporfirine Ivy III respectiva"

mente, aquí también se estaba en presencia de una mezcle. Tanto cromatogmfiüh
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de Folk-y Benson directamente, comola cromatografía de lutidina agua de las

copropcrfirinas obtenidas por descarbozilación de las uroporfirinas arriba
citadas, dió una mezcla de los dos ieómeros con preponderancia del tipo iso­
mérico III.

En la firiaporfirina III ¿e hizo la otservación microscópica, se deterh

nfinó el punto de fusión, que dió 208-214PCen la primera recristalización

y 210-21400, en la segunda (el valor teórico es de 213-21500).y además, se

determinó la curva espectrofotométrica característica, que coincidió amplia­

mentecon una firiaporfirina III, testigo, aislada de una paciente con porh
firia cutánea tarda. Ver figuga N0. 23.

Las distintas proporciones de porfirinae encontradas en hígados y riño­

nes de conejos, aparecen en la tabla Nh. 6.

Conlas porfirinas de la glándula de Harder de las ratas, se realizó

una columna cromatográfica comomuestra la figura 24, pero en la cromatogra­

fía en papel, ambasfracciones solo dieron proporfirina IX. Ademásse logró

cristalizar dicha protoporfirina a la,qpe Se le hizo una observación microe­

cópica y una determinación de unto de inaiánquue.ooincidió con el teórico
de 228° C.

Figura N“ 23 Figura N° 24
curvas espectrofotométricas de Cromatografía de esteros de por»

firiaporfirina III _ firinas de la glándula dg Harder
de las ratas.
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TABLA N° . 6

CANTIDADES RELNTIVAS DE PORFIRINAS AISLADhS DE HIGADO Y RIÑON DE CONEJO.

Porfirinaa Hígado 7€ Riñón si

"Protoporfirina" 47,0 18,5
"Tricarboxïlioas " 33,0 '­
"Coproportirinas" 7,0 27,5
"Pentacarboxílioaa" 390 590
"HeXacarboxílioas" 3,5 5,0
"Firiaporfirina III" 5,0 12,0
"Uroporfirina III" 1,5 32,0

ACLARACIÓN:Rigen las mismas aclaraciones que en la tabla N°. 5.
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CUARTA PARTE

ESTUDIO RELNTIVO A LA ACTIVIDAD ENZIMATICA QE ALGUNQÉíPRECURSORES DEL PBG.

Se describen aqui, los métodos aplicados y los resultados obtenidos con

la medida de actividad de algunas enzimas relaciondas con la formacion de

succinil Con que, comose sabe es intermediario en la biosintesis de PBGy

porfirinas.

Eh esta parte del trabajo se midió la activad enzimática de isocitrico

deshidrogenasa, málico deshidrogenasa, glutánico deshidrogenasa y alcohol

deshidrogenasa, en forma comparativa en polvos acetónicos de higado de ratas

normales y sometidos a la porfiria experimental. Además,se hicieron similap

res determinaciones con isocitrico deshidrogenasa y málicc deshidroganasa

en plasma de conejos antes y durante una experiencia similar.

Fundamentodel método para la medición de activadas de deshidroganasag.

Debido a que algunas deshidrogenasas tienen comocoenzimas a los piri­

din nucleótidos y como, por otra parte, la forma reducida de dichas ccenzi­

mas presenta un máximode absorción característico a 340 my. y se aprovecha
esta propiedad para seguir la acción enzimática a través de un determinado

tiempo, pues trabajando con un exceso de sustrato y en condiciones experi­

mentales adecuadas, a medida que actúa la enzima en estudio se puede leer

en un espectrcfotómetro la variación de la densidad óptica debida a la apa­

rición de la forma reducida de la coenzima I, o su desaparición según sea el

caso. De este modo, se cumple que a mayor cantidad de enzima presente la ac­

tividad sea mayor en una proporción directa, siempre que se sitúe en la parb

te de la curva en que se cumpleuna relación lineal entre la densidad óptica

y el tiempo.

Aprovechandolas variaciones de densidad óptica se definen unidades de

actividad enzimática en relación a dicho cambio, en un periodo determinado de

tiempo; estas definiciones son diferentes según sean las enzimas que se con­

sideran. En el caso de extractos, en donde, pueden Variar las proteínas to­

tales se definen actividades especificas refiriendo las unidades enzimáticas

a los me. de proteinas presentes. Se encuentran dentro de esto caso las me­

diciones realizadas en extractos de polvos acetónicos de higado de ratas. Eh

cambio , en el caso de mediciones realizadas en suero o plasma es frecuente

la referencia a unidades de actividad enzimática por ml de suero o plasma.
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“¡todos

Pr ' d lvos acetónicos de hi ado.

Para la preparación de los polvos aoetónicos se siguieran tecnicas

descriptae por Morton en 'Tbthods in Ehzimolgy" de Collowiok y Kaplan(85 )

con muyligeras modificaciones.

Para esta experiencia ee utilizaron ratas sometidas a porfiria expe­

rimental, que fueron eacrifioadae cuando ee registró una gran excreción

de PBGpor orina.

El hígado extraido rapidamente fue cortado en pequeños trozos y homo­

geneizado con aoetona muypurificada a 15°C en un homogeneizador Virtie

"45 N.

Luego de una centrifugación a la misma_temperatura en una centrífhga

refrigerada "International", ee repitió el tratamiento con acetona y la

centrífugación.

Para eliminar la acetona, se lavó con éter etílico libre de peróxidos

en dos oportunidades, con posterior filtración rápida y al vacío.

El secado final se hizo al aire con la ayuda de un secador de cabello.

Unavez obtenido el polvo bien seco y tamizadc se guardó al vacio y a 15°

bajo cero.

Las determinaciones en los polv°e aoetónicos se hicieron dentro de la

semana de obtenido y en cada uno de ellos, tanto correspondiente a hígado

de-ratas normales comoporfíricas, se hicieron determinaciones cuadruplica­
dae de cada medición de_actividadee enzimaticas (en realidad dos duplicar

dos en dias diferentes).

Además, los polvos acetónicos fueran preparados con un "pool" de hi­

gados provenientes de tres ratas normales y tres ratas porfíricas respecp

tiVamente, en forma simultánea para que los datos obtenidos fueran más
cemparativos.

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

experimental, de las cuales 3 fueron intoxicadas con AIAy 9 con Sedormid.
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Métodosutilizados Rara la medición de actividades enzimáticas.

Isocitggcc deshidrogenasa {10D}.

Disocitrico + 1)?er¿qcetogiutárioo + co2 + IPNOH-3+

Se adoptó el metodo descripto por Plaut y Sung (86 ) para la determi­

nación de la actividad enzimática. Estos autores definen una unidad de ao­

tividad enzimática comola cantidad de enzima, que produce un incremento

en le densidad optica de 0.01 por minuto bajo condiciones tales, en que 1a

velocidad de incremento de la densidad optica se mantenga lineal durante

por lo menos5 minutos. La actividad especifica se determina en unidades

por mgde proteinas.

La extracción de la enzima, se hizo con un buffer de fosfatos 0.01 M

de pH 6.5 en la proporción de 20 cm3de buffer por gramo de polvo acetóni­

co, mediante agitado mecánico durante media hora a una temperatura de al­

rededor de 0 a 500. Luego se centrifugó a 000 durante 30 minutos y 25.000 s

en centrífuga refrigerada. Para la determinación, este extracto enzimática

se diluyó 25 veces y la sustancia empleadapara esta medición realizada

en un espectrofotometro Beckmanmodelo DUfueran los siguientes:

TPN Oemlsu¡yeso-ocooeeesoooseeseoeeeeo’ 2ml.
dl iBooitrato0.08BL”....u.....uo....n0.05 ml.

0.0...‘...............o.lml.
Buffer trim 7.4 ooooooooooseosoeeoeeeeseslm1.

.0OOOÓOIÓCO.0...’............1.5ml.
Soluciónenzimática(dilución 1/25)..............o.2 m1.

Málico deshidrogenasa SMD).

Oralacetato + DPNH+ 3+: LMalato + IPN"

Para esta determinación se adaptó el método de Ochoa (87) que define

la unidad enzimática comola cantidad de enzima que produce una disminución

de 0.01 de densidad óptica por minuto, cuando la caida en el valor de den­

sidad óptica entre los 30 y 45 segundos de comenzadala reacción no pasa de

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

El procedimiento de extracción es exactamente similar al anterior y la

sustancias empleadaspara la medición en el espectrofotómetro fueron las
siguientes:
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BuffertrispH7.4 m1.DPNH0.0015 ml.
“Soluciónenzimática(dilución 1/350);r..‘........0.l ml.
Oxalacetato 0.0076-M...........:;;;Á;:........O.l.ml.
ma destilMaOCOOOOOO..0....COOO‘O'UI.....COI000010‘2OI3m1.

Glutámigg_dgggidrogenaea SGD)

L glutamato + DPN++ 320;;j:<xcetoglutareto + DPNE++NH4

Se aplicó la técnica de Strecker (88), que define la unidad enzimática

comola cantidad de enzima que produce un cambio en la densidad óptica de

0.001 por minuto, considerando el intervalo entre 15 y 30 segundos después

de añadido el último reactivo. La actividad específica comoen los otros

casos se expresa en unidades por mg. de proteinas. Las extracciones son

similares a las de las a'úas dos enzimas pero usando un buffer de fosfato

0.05M de pH 736.

Las sustancias empleadas para la medición en el espectrofotómetro son

las siguientes:

7-6......O.......‘.O-.....Ó.. 6
NN o. M.. . l:O.. .- . . . . I . Í . O.. G. . . . .0. l

enzjlnáticaSin diluir.on'oooo'o‘ooooooo-coooonlm1.

Glutamato de potaSiO 0.5 Moooo-ooooóoaoo'c'oococoooov0o2ml.

Alcohol deshidrogegagga

Alcohol + ppm: Acetaldehido + DPNH'+ 11+

Se utilizó la +¿cnica de Bonnichsen y Brink (89). Según estos autores

una 8 de enzima por m1. da un incremento de la densidad óptica de 0.045

en tres minutos. Comolos otros casos la actividad específica se expresa

por mg. de proteína.

La forma de extraerla del polvo acetónico es similar a las enzimas a.»

teriores con buffer de fosfatos 0.01Mde pH 7.

Las sustancias empleadas para las soluciones eSpectrofotometricas son

las siguientes:

Bufferde " 9.6 (001M).OOI'Io'.o.........2.5 ml.
M)0.00DO-O:IQ..‘lomo0.00....OD'O'QIOOOOO¡OOOOIOOlml.

MCOhOIGtilico .o..‘.......'.....oooo9.-7-000°-'°“°"""0'1 “11..
Soluciónenzimática(Diluciónl/s).......................0.1 ml.
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Todos estos mz’todoeson adaptaciones de los originales e los aretes

de poder hacer las determinaciones en extractos de polvos acetónicos . Di­
chas variantes fueron posibles Pues se tenía la intención de obtener sola­

mente datos comparativcs.

En la figura N° 25 se muestra el comportamiento de la ICD en un deter­

minado hígado de rata y mo de control con extracto de polvo acetónico de

higado de bovino; en la. determinación espectrofotométrioa de aparición de

le banda de absorción correspondiente a DPNHen 340 iii/¿1.

Figura N° 25: Actividades especificas de I. 4C.D.

ACLARACIÓN:La. actividad menor, corresponde a. determinaciones efectuadas con

extractos de polvos acetónicos d: higado de bovino; la. mayora preparaciones

similares de hígado de rata.

Determinaci nes enrirpla'giïcaguenhplasma¿e conejo.

Eh cuatro conejos se hicieron extracciones de sangre de lavene margi­

nal de la'oreja utilizando hepsrina comoanticoagulante, en diferentes días,
antes y durante una intoxicación producida por Sedormid.

Se oentrifugó la sangre para obtener plasma y sobre el se determina;­

ron ICDy MDsegún técnicas de los laboratorios Sigma Chemical Co. Las sus­

tancias utilizadas para. la determinación de ICDfueron:
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BufferTris. Ph7.4 ................................. 1.75ml.
TPN0.0015M......................................... 0.65ml.
SO4Mh................................................ 0.1 ml.
Plasmadeconejo..................................... 0.5 ml.
dl isocitratOOOUOlio0...0.0....DIOOOOOOOOOCOIIIOOOOCO 0.1 m1.

Las unidades enzimáticas fueron definidas por wolfson y Willians-Aahman

(90) y consisten en el valor del incremento de la densidad óptica por minu­

to multiplicado por 30,000 debiendose leer en el espectrofotómetro durante
por lo menostres minutos.

En la determinación de málico deshidrogenasa se utilizaron las siguien­
te sustancias:

Bufïerde fosfatos 0,1 MPh7.5 ......................2.0 ml.
DPNH0.0015NL........................................0.25 m1.
Plasmadeconejo......................................0.1 ml.
Olalacetato0.5MpH7.0..............................0.1 ml.
Agua destilada-oeooooeo0.0.0.0.0.eoooooooooeoeooooootooo-65 ml.

con incubzciín _ L-Mpcia;-i; ambiente de 10 a 15 minutos.

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

ción de 0.001 de densidad óptica por minuto.

Ambastécnicas descript n para sueros humanosfueron adaptadas para

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

polvos acetónicos.

Métododeudosaje de proteinas totales.

Para la determinación de la cantidad total de proteinas se deacriben

diversos métodos pero el que resultó más aconsejable para este tipo de ez!

periencias fuel el de espectrofotometria ultravioleta descripto por Warburg

y Christian en 1941 (92).

Este Método, que está basado en la absorción que presentan las protei­

nas debido principalmente a su contenido de tirosina y triptofano, a 280 mn
en la zona espectral ultravioleta, permite dar un valor bastante aproximado

de la cantidad de proteinas totales con una dilución adecuada para eVitar

las interferencias. Debidoa la absorción que presentan los ácidos nuclei­

cos a 260 y 280 m¿¿ es necesario efectuar una corrección debida a esa cau­
sa. Para tal fin se aplican diVersas fórmulas empíricas, luego de leer las

densidades ópticas a 260 y 280 5,0. En las experiencias realizadas se apli­
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c6 una, descripta por Layne (93) que es la siguiente.

Concentración de proteinas (mg/ml) o 1.55: D 280-0,761D 260

Para evitar errores en estas determinaciones, las mismasfueron hechas

en cada caso por triplicado.

Resultados obtenidos

Eh la tabla No 6 están resumidos los datos correspondientes a actividap

des especificas enzimáticas de los extractos de polvos aoetónioos de hígado

de ratas; tanto los controles comolos sometidos a porfiria experimental,

mientras que en la tabla N°. 7 se pueden observar los valores de unidades

enzimáticas correspondientes a plasma de cenejos antes y durante una expe­

riencia de porfiria.

TABLA N°. l

El zima I. C. D. H. D. G. D. A. D.

Hígado Normal Pgrf; .Normgl Porf. Normal Porf. Normal Porfz

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"Pool" N° 1
34,8 41,0 53,0 29,0 22,4 18,7 0,58 1,16

__,,. 28,8 36,8 453.0 -— 18,8 16,4, 1,35 1.02
22,6 24,2 42,3 50,0 7,8 10,4 - ' ­

H n o 3300 27.4 4016 3898 916 _ ""
P°°l N 2 26,3 17,4 19,7 17,5 10,8 .12,6 1,12 1,11

20.5 18.0 16.3 16.3 -“ 9,6 2,12 0.87
13,1 21,3 9,2 27,6 "9,2 10,4 1,18 1,00

"P001"N° 3 17,6 20,0 18,4, 28,0- 9,7 6,8, 1,10 0,73
22,2 20,8 12,0 11,7 9,8 7,5 -—— -—
31,2 19.8 ,9,o 11.1 10.8 7.9 -—e -­
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 24,441,17.8 21.7 1128 1,14
40,5 26,2 —_ 9,1 12,8 15,8 1,54 1,55

__1__ 332.0 33.0 19,7 12.23, 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

ACLARACIÓN:Cada "pool" corresponde a polvos acetónicos de higado de tres r3
tas normales y tres sometidas a la porfiria experimental. El primero de ellos

corresponde a un tratamiento con AIAy los restantes a un tratamiento simi­

lar con Sedormid. De cada "pool" figuran los cuadruplicados (dos duplicados

en días diferentes) de las actividades específicas enzimáticas expresadas en
las unidades ya referidas anteriormente en el texto.
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TABLA N° 1

ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN PLASMA DE CONEJOS.

Enzima Normales Sometidos aporfiria experimntal
4° dia 8° dia 12° dia

ICD 2. 704 l. 571 l. 138 l. 074
1'71 335 ll’l 125 110

ACLARACION:Las unidades en las actividades mzimátioas son las ya señaladas

en el texto correspondiente.

Comose puede observar no hay variaciones significativas «¡tre las ao­

tividades especificas de los extractos de polvos aeetónioos de hígado de ra­

tas normales y sometidas a porfiria experimental.

1h plasma parece haber una caida en los valores de las midades enzimá­

tioas con el aVancede la porfiría pero no son lo aurioimtemente significa­

tivos, pues la alteración de estos valores en algunas enremedades humanas

son mucho mayores.

FIN DE LA CUARTAPg!
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DISCUSION DE LOS RESUIII'ANS Y CONCLUSIONES

Eh la primer parte del presente trabajo se ha realizado un estudio e:­

porimmtal exhaustivo de la metodologia relacionada con el PBG.

Se ha adaptado el método de aislamiento de PBGde orina porfirica des­

cripto por Cooksony Emington (24), asi comodistintas técnicas de identi­

ficación y Valoración cuantitativa de PBG(forma cristalina, cromatografía

cn papel, determinaciones espectrofotométrioas y comportamientofrente a ro­

sinas de intercambio iónico).

Se determinaron coeficientes de extinción molar especifico con distin­

tos reactivos de E‘nrlichy con material cristalino aislado de orina porfi­

ricae, LosValores obtenidos coinciden con los de la literatura.

Se han estudiado las condiciones óptimas de'absorción, elución y recu­

peración de soluciones puras de PBGo mezclado previamente, con crinas nor­
males y porfirioas; en columnas de resinas de intercambio iónico Dower2 em­

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

Se ha encontrado comodato interesante que, aún con cantidades del or­

den de l mg. de PBGabsorbido en la columna, no se llega al punto de satura­

ción, trabajando en las condiciones descriptas por los autores arriba citar­
dos.

Eh los estudios realizados sobre pcrfirie experimntal, en los que se

han empleado las técnicas de Mauzerall y Granick (28) para la Valoración

de ¿AL y PBGurinario y otros métodos adaptados de diversos autores para

la determinación e identificación de las porfirinas excretadas por orina,
se obtuvieron los siguientes resultados:

1°z Tanto en las ratas comoen los conejos llama la atención la gran

desproporción en los aumentos de ¿AL y PBG, con respecto a los de nro- y

coproporfirinas, aunque 1a. excreción de JAL en los conejos estuvo por deba;­

Jo de 1a de las ratas. Además, en los primeros se notó una mayor excrecián
de uroporfirinas que en las segundas.

2°: El cuadro químico ofrecido por la administración de AIAen ambas

especies de animales, resultó practicamente similar al producido por Sedoib
md.

3° s La medición comparativa de PBGpor el método de Vahlquist (6) con

la tómica de las resinas descriptas por RMauzeralla: Granick ha demostrado
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que, los resultados obtenidos por el métododirecto pueden dar errores por

exceso hasta de un 100%.

¿demás conviene hacer notar que los estudios realizados en la fracción

"uroporfirina" fueron hechos en orina. sin preoalentar, a diferencia de los

efectuados por otros autores.

Los resultados obtenidos son coincidentes con los comunicados por Abbott

y Rudolph (94) en 1961 y discrepan» con los de Stich (73) que sugiere una di­

ferencia entre la porfiria agudahumanay la porfiria experimental, basada
m los distintos niVeles de excreción de ¿AL­

Conrespecto el tipo de las distintas porfirinas encontradas en la orina,

tanto procedentes de porfiria experimental comodel caso bumnc, se ha demos­

trade que la mayor parte de la uro-r-y coproporfirina. es de tipo isomérico III.

Tambiénse ha nncontrado proporciones variables de porfirinas de siete, seis

y cinco carboxilos.

La de siete carboxilos fue identificada comofiriaporfirina III (37) m­

yo porfirinógeno se considera precursor metabólico de la protoporfirina IX se­

gún Batlle a Grinstein (95).

Todo este conjunto de resultados pueden ser interpretados mediante una

hipótesig que considera la biosintesis exagerada deJAL, comoresponsable de

la mayor producción de compuestospirrólicos observada en la porfiria aguda.

La acumulación de JAL favoreceria una mayor formación de PBG, a través de un

mecanismode estimulación de la actividad enzimática; en este caso, sobre la

dehidrasa del JAL. Esto se realizaría por un mecaná similar al que se dis­
tingue como"feed back" positivo (Davidson, 1960glolos aumentos registrados

en la excreción de porfirinas podrian explicarse en forma similar por el au­

mento defi la biosintesis de PBG.Esto estaria de acuerdo con los resultados

de Gibson (1955) (96) que encuentra una mayor actividad de la dehidrasa de

¿AL en higado de conejo tratado con Sedormid, y de Scott (1955) (97), que cons­

tata que en porfirias agudas humanas la transformación de JAL en PBGes

más rápida. Las variaciones que se pueden observar en uro- y coproport’irinas,

pueden deberse a diferencias de actividad de las enzimas que regulan su apar­
rición o a diferentes niveles de su velocidad de excreción.

La disminución de la eliminación de porfirinas y precursores en una rata

porfirica a la que se le suministró glicocola, ácido succinico y algunos oofag

tores entre los que se encontraba ATPno tiene una explicación muyclara, pero

00m0en 10! (¡laicos tiempos se ha encontrado que el AMP(Benard, Gajdos,GaJdos­



Tbrnka Gallistin) (9B)y la inosinz (Lottsfeldt, stbe a: Aldricb) (99) prg
duos. un descenso sn 105 niveles de excreción de porfirinas y precursores,eg

ts disminución podria explicarse comoun efecto del ¿IP._

Los estudios realizados con las actividades snzimátioas de isooitrioo

deshidrogenasa, málioo deshidroganasa, glutámioo deshidrogencsa y alcohol

deshidrogsnasa en polvos acetónicos de higado de ratas y plasma de conejos

normales y sometidos a 1a porfiria experimental, no manifiestan-alteracio­

nes significatiVagde las mismas en dicha enfermedad. Esto aparentemente ox­

cluiria la posibilidad de que una formación anormal de sucoinil Confuera

la responsable.de la biosintesis exagerada de ¿{3L y PDO»

Finalmente, los resultados del presente trabajo confirman una vez más,

la similitud de la porfiria experimental con la porfiria aguda humana, como

ya fuera señalado en anteriores trabajos.
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¿{mpg

Int inv si science el o de 1 r erim te

Solomony Figge en 1960 (100) continuaron los estudios dc pci-{iris ex­

perimental en ratones cat derivados de ls oolidine. Encuentran coproporfiri­

na III y pretopcrtirins a hígadosin hallar las porfa-ines verdes descrip­
tas por Schwarzec nodo (53). las dress oxidada parece nc tenor efecto.

Richards y Richard a Scott (101 y 102) en 1961 comprueben un inoremmto

de y PDOsuministrando¡lisina s minach sometidosa la' porfiria expe­
rimental y a peoimtcs afectados de pcrtiria aguda.

Ooknery Schmid (103), en 1961 analizando 1a aparición de porfirie cu­

tánea en Turquia, en la que se registreben sintomas abdominales y neuroló­

gicos y pensando que pude ser originada por ingestión de hsxacicrobenoeno

mezclado cai el trigo con el que se fabricaba pan; hacen una experiencia

ocn rates ¡e las que suministran este droga con le comida.

Después de tres a ocho semanas obserVan emnentos de JAL, Pm, uro- y

coprcporfirine comoen la. portirie producida por Sedcrmid. Sin embargono

registran disminuciónde le catalan. hepática.

De Matteis, Prior 6: Rimington (104) continúan con estas experiencias

observando que los experimentos ocn ratas confirman loa resultados de Ockner

y Schmidpero el orden de aparición de los compuestos anormales es primero

copro- y urOporfirinc, luego PBGy finalmente JAL. D: conejos la enfermedad

se parece más e la humanacon mel-ación de urcporfirine III, pseudouroporfi­

rine (hoy conocida camefirieporfirina III) y por firinse de seis y cinco ce;

bcxilos y aparición de PBO.

Estos mismosautores en 1962 (105) han hecho una porfiria experimental

comparative entre los derivados de la colidine y el Sedormidy encuentren

que actúen en forme similar. La catalase hepática también cae pero la nueva

droga fue menos lente en producir esa disminución.

Labbe, Henaway Lottsfeldt, (106) integrantes del gmpo de Aldrich que

entes trabajaba en Oregony actualmente lo hace en Seattle, di una comunica­

ción preliminar describe un mento de la incorporación del Fe sl hemoY en

la biosintesis de ácidos grasos en el higado de ratas porfiricas.

E1 otra comunicaciónpreliminar, Lottsfeldt, Lebbey Aldrich (99) encuen­

tren que la inosina disminuye1a excreción porfirinas en ratas sometidas s le
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porfiria experimental y consideran la- posibilidad de un efecto benéfico de

este compuesto en porfiria aguda,humana.

Por otra. parte Gajdos y Gajdos Türok (98) prueban el efecto de la adeno-.-­

sina 5 monofosfato en porfiria. experimental en embrión de pollo con resulta.­

dos similares a. los de, la inosina. También encuentran que actúa. favorablemen­

te en la- porfiria debida a. hexaclorobenceno..

Comose puade observar el metabolismo de las purinas ocupa.un lugar pro­

ponderante en los futuros.,estudios de perfiria .experimantaL

FIN DEL TRABAJO DE TESIS
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