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El presento estudio ¡tono por objetos la btoslntosie

o ¡donttftcaclón de porrírtnaa for-ade: in vitro por ¿toscana

de ca o fracciones de los ¡Lanus en presencia de ¡cido delta o

nino levfilico o portobilinógeno; la investigación do 1a astur;

loza quimica de 1a porfirinafldoacrlpta por Bulk comoPaoudoulo

¿orfirino y su identificación con la aislada do orina do porfi

ria bunonag denomina1aorigiüalnonto “partition 268". Ilnalaonp

to. siendo dicho porrirxnn úo ostructurn sentirlo. 111. el esta

dio de su significado biológico y posible intermediario en 1a

bioalntoaio del halo.

SI describen una soria do alzado; aplicados durant

el ‘rabnjo. en partioulnr un ¡Loro-¿toco para lo determinación

cuantitativa de porfirlnas. nue ha surgido do nuestro laborato

rio (114). Adonisolgnnas modificaciones insorosnntea n otros

técnican que han noJorado las Iiñlss desde el punto de vista do

an rondimiento.

El empleo do distintos sintomas de incubación. en di

forenles condiciones. de ntlówfera , temperatura . tratamiento

previo. o‘c. ¿Lord a la aleación do un coterainaúo aistona cono

el al: eficaz. es decir quo produce un moJor randisiento. en lo

referente a la bioslntoata de la Piriaportxrina III.

Coniguales concentraciones de sustrato. a mayor tia!

po de incubación, hay mayor sintesis; pero a Los iu‘ so alcanza

apronnaiiuenh. e]. aáximo. de donde el mejor tiempo do incuba

ción oz. pora nneLLrOErines. co flO'.

El nao do solución ftdioiágica o de sacarosa 0.25H .

colo líquidos de lavado o disolución, no produce ninauna nod1(¡
ción.
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So nan oatuúiaco indoyandlentaaentc, oadaana da la: po;

tatiana aisladar do Los distintos vis‘elaa de incubación. compaq.

Ltvanante, cuando ora posible. con los corranponálentoa ¡sóaarua

provantentea da fuentes naturalc:; idonszrlclndoae a"! dichas pq;
f1ti mw.

3. aprecia que 1a fraccián 'Uruporflrina' consiste no 3

proaiaadaaenta 60%da Urogprttriaa III y aproximadaaanta do 50 i

de Firtaporririna III. acaba» do aenoraa cantidades da porfirinaa
qua posean una movilidad correspondiente a. una naaacarbóailica 1

otras dos que sa sitúan cn'ana posloiáa internauta entre 1a Uta

;orf1rtaa I y 1a Uroporfiriaa III por croaatogtafln sobre papal .

La tracción 'CoprOgorfirina' constata prlacigalaenta de soprOPorb

tirina 111 y cantidades sonoras da porftranae uexaclrbozilzca ,

panaaoarboailica y Lricarboaíllca, qua no habian tido cascrlptas

anterior-ente. Hmtacporfirinas que ac encuentran en pequena can

tidad. fueron datectacae utilizando 1a cromatografía en coluana

de carbonato üo calcio, que denomtrfi Sar aár aan iblo para 1a so

paración do porrirtnau que 1a cromatografía cobre pagel do Pala y

Benson.

31 al si tema se calienta previamente a 609€ durante

sin da 15'. ocurran caabtoa ¡uy significativov an Lo que atado a

la naturaleza da laa porfirznas sintatizaaas, así: la fracción

'droyoriirina' conmlntecasi exclueivaaonto da ÜrOporfirina I y

desaparece 1a Firiaporflana III; en tanto que 01 rcndzaxenao de

1a fracción "coprOgorfilna' disminuya considerabluaento y ¿:ta

consiste 5:61am“ do Coomyorfirina I.
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Cuandoe. atpioa ¡cido delta ¡mino ievfiiico coso vunttg

to. aproximadamente un 15%del ALA¡gregnéo no 30 utiliza en ia

bionfnteaia y un 25fi 5o tranerbrna on porrobiiinógeno; en tanto

que cuando se una portobiiinógono cono nustrlto. ¡prozinadanonto

un 40! doi sismo queda sinutiiizar.

Utilizando Uroporiirinógono ¡II-C"4 y Coproporfirinógo

no ¡II-61‘ ¿o deaueatra por il vos su transformación a Ptotoportl

tino IX. coníirnfindono que ei Droporfirinógeno III y ei supongo:

ririnógeno III. pero no el PPCI. ni ei Cra I. “on intermediarios
en la bioain‘osin cai nooo.

Se nan aislado o idontificndo lar porririnaa libroa iq;

nadan cuando no usaron 109 distintos porfirinógcnoa cono rastro

zoo. determinánáoao 10a porcentajes de los diferentes conponcnzoe

de esta fracción.

SE I.,=EHÜ¿'Z.JÏKAQU. LA i'u;i..-IR¡I‘M DE'ÉCRIÉ'ÏA POR ¡“ALS COPA.)

1).;ÉEULÉULÜLÜHI'IRIM. IGUAL A LA AI ¿ADA DE 0615.1 ’á‘ïïEGsÍfFIRIA

namas, DELIGKAUAGJM'POHK‘IRIHA 203" Y ACNAMELNTEmm FIRIAE'OR

¡"IMMIII.

POR OTRA PáRI‘E. “¿IJIAISTS LA Tri'u'üICA 1 ÜI‘GEICA. FB ESTA

BLECE ¡QUEEL n¡ua.--=.mz'u1:wc.=m III. Et? UH Ih’l'ïmïiü AHIO HORA“. .

’ÍIGüIï-Jflm AL UMNRÏ‘IRIB‘GVLM III LA BIOílk‘i‘rE '18 DE LA PHOTO

manana u. Ymi! P031m.¡=:=::s:;rsLAmanzana“ ‘ERIAUH¡"m

Ci'lii) EN EÏAPÉS QUÉ."SE ’ U'TMIA AL 'IGUIZZPSTE ESGUÉLMA!

? ?
¡Mmüi'GIII-qPï’CIII-qNG-Cnchfi-C-36POIII-fi

?
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Ugg¡z Unporftrinógm I
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w: HriaporfirinaIII Bioonautica.
Mi nnnporfirinógemIII
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4: Hdaporfirina III-(2‘14
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gc ¿IL-E l CopmcürfirinóganoIII
ng Ooproporfirinógm
2G. Porfirin do 3 coca
¡125: Porfirlnógeno do
23: Peruvian. do 5 COOH'
¿(Las Porfirinógeno do
_6-¿: Porfirina de 6 CUOH
M: Borfirinógeno do 6 GOGH
PG 1-9: Porfirinógono do 7 GOGH
m leido delta anillo10m1“.

4: Acidodelta nino 1241111160 marcado con
m: Porfobiunógm
93;: 011000013

- ‘z 21‘me. marcadaconen o]. I ¡02

11;: hace“. "Uroporfirinaa'
:2: tracción “cul-oportunas"
2:: Fracción'Protoporfirina"
m ProtoporfirinaIX
gg: Bmglobina
fi! Santa“
93: (¡lóbulos rojos
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Las porfsrinns casi: ¡apliquento distribuidas en ln na
turnltzn. funcion-a talts comotrnnsport. o alnnccnalicnto de ga
ses. oxidsclonoa intrnculalaroa. trnnaporto ¿a electronoa. ota,@g
pasion dt «¿to tipo a. activados totrayirróllcos (1).

La sintesis do porfirinss parece sor una de los atribu
tos fundnltntalca de las eilulna. Partiendo do nol‘culaa rtlatiqg
¡esta 313910.. zo construyan laa oatrneturas ¡is o nenas calplo 
¡la de cañonnotabolitoe.

in as r ,
Gracias a loa trgbadoa da los_grupos ¿o Hillstator (2).

Fish-r (3), y nc Donald(4), ¡a química de antes canpuestoa no ag
noc. perfect-mento. Derivandal núcleo de 11 porftvls (5)y(tig.1)

(")

Fíg.1: ¡fisico do
1a porfin;

2155;: Las cuatro Etioporfirtnan 1aoséricas.
padsastitueión do las hidrógenosen posición bet. de las ¡sillas
pirr6l1608¡ con distintos rndiealca. Según1a posición rclativa <'
d. laz andinas litorales, se originsn los distintos lsónoros .21
recsplazo por dos ¡rayas diferentca, por eáanplo notilo y ottlo ,
da lugn: a las cuatro Etioporfirinas pomibloa(fig.2), lan cua 
lo: fueron sintctizadns por Flshor (6). quita propuso que bodas
las porfirinas ac retirioran a 011... para dotar-¿nar su tipo iqg
S‘l’i” c

La reducción vigorosa do una porririna, lleva a la adi
ción de 6 (tamos do hidrógeno, produciéndose un coapueszo ¡analo
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rn, sin Iluoroeconcin ¿lanzan portirinógcno. Estos porfirinóganos,
eatia inttna-ento rclaoionndoscon 1h bioelntesia dt pertirinas.

Gracias a su intensa fluoresceneia rujn y espectros do
absorción. a. pued-n dctoc‘ar en p-qnoñns cantldndns, soparlr por
extracción o identificar por tienicas cronatogrltians y actor-1 
nar ensntitativnlcbto. W
91i2222i!.2222.22!22!522

La ¡asar parte ¿o nuestro oonoeinianbe ¡eaten ¿o 1g bug
sintesis de porfirinaa. darivn de ostudton reluclonndos con la
formación ¿al humo do ¡a Hb.

Varios Iktfitbs han rcalizndo ¿aportantos ¡austin ¡1 ¿la
sabre asu punto (7.8.3.10.11,12,13,14). u

Los estudios do bioaíntoaia de estos compncstoese inl
ettron un 1345-46. (15,16,17), ¡odiantc al nao de glicocola ¡arg!
a. con ¡15, dctorninándoso que esta cnnpuosto su usa especifica o
mento en la sintaxis del hace, proveyendolos nitrógenos ae la
P IX de la Kb. suecia, Londony Rittenber¿ (18,19) cncontraron
que incubando GRde pato o eritrocitos ¿a ¡uniforo innafiuros, con
glicoeela-flls, gatas aistolas arts capacesde aintatizar Hbin v;
tro; y afin un heaolizaáo do GRdé pato. rotoaía dicha cnpacidnd de
síntesis. El grupo d. Noubargerusó sangre do conejo, y el dl Ri
nington, un bañolizado de eritrocitoe da pollo con al mismopropó
Plkfl. A .

Para probar la distribución db los 4 nitrógenos del
nano y ga utilización a partir do ¿lioocoln-Il
Ecu'erger (21) obtuvieron hcainn marcada con N15. Por eliminación
dci ¡tomo da hierro y rtdnceión dc los grupos vinilos a ctilos. su
Ilegñ a neseperfirinn, la cual a. degraáó con ¡cido erónico,‘(iï¿fl5.

Cu.1

11¡¡_33 Dngradación de la heaína

5. anto-¡bug (zo) y
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los cuatro pufintüs metínicos e oxidaron a 602. produciéndOwe dos
moláculau de matil etil naleinimidn (anillos Ay I) y dos ¡alícu
las de [cido nenatinico (anillor C y o). La actividad en N15obtg
nina de ambanfracciones era semejante, io que apoya la idea de g
na igual utilización del precursor eencionado.

Experiencias ciguientes con 614 (22.27.24). demotraron
que el carbononotilénico de 1a glicocola se utiliza en la biosig
tesis de ie protoporfirina, pero no así el átomoJe carbono cer
boxilico (24.25.26). La degradación mostró awinialo que los cua
tro carbonos de loa puentes natinicoa provenían tanbien de la gli
cocola (21.27.28).

Denanera que queda perfectamente establecido que 1a
glicocola suministra el Ny el c netilénioo. cuya utilización pr;
cisa fue determinada por Uitteaberg y col. (29).

¿gotato comop;gcnr:2:
La glicocola suministra sólo 8 de loa 34 ¿tonos de car

bono de La protoporiirina. Se inició entonces otra serie de traba
Jos inportentes, con el objeto de conocer 1a procedencia de los
26 átomos de carbono que restaban, con las experienciac de Blocn
y Rittenberg (ÉO), quienes ussndo acetato narcedo con deuterio o!
tuvieron homomarcado, señalando ací 1a participación del acetato
en 1a bioaintesie (Él); Raddin, Ritteaberg y Shooin (32) y Nitteg
¡org y she-in (33,34) incubaron GRde pato con ¡oido acético ear
caco en el netilo o en ei oarboxilo. obteniendo protoportirina
naronda. ¿ionetiendo el beso así sintetizado a degradación (29) .
determinaron 1a actividad de los núcleos pirrólicos. verificando
que 1a de los núcleos Ay B era idéntica a ia de los núcleos c y
D. Concluyendo que el acetato nninistraba ica 26 átomos de carbg
no remanentes de 1a molécula de protOporfirina. De estas enpe-
rienciae resultó tanbión evidente, que ei acetato misao no podia
ser el precursor inmediato, tino algún netabolito derivado de 61.
Sheain y Wittenberg (73) postularon entonces 1a participación de
un compuestodt 4 cnrbonos, derivado del acetato a travlc del ci
clo de los ácido; tricarboxílicoa, cuya exirtencia fue confirmada
por Rubinstein y col. (35) y ïriston y col (36). Pruebas sólidas
al respecto se obkuiieron de las experiencia» de sheain y Knnin .
(37). quienes incubaron GRde pato con ¡cido pucclnico marcado en
los carboxilos. eugiriendo que hay una condenractón de 2 ¡clica
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las de succinato para dar el precurror pirrólico.

gorfob;¿igé¡eno ggao interaediario.
Se sabía que la orina de pacientes con porfiria aguda

contenía una sustancia que producía color rojo con el reactivo de
Erlich (p-diaetil aminobeazaldehido). no extraible por clorofor
mo (ïa), que se denominá porfobilinógeno (79). En 1952. Hostal .
(40) con iguiB aislarlo y Cooksony Rimingtoa (41,42) deaortraron
su estructura. confirmadapor distintos procedimientos (4Ï.44.45.
46,47). Consideraciones generales. acarca de la e tructura y pr!
piedaner del PBG,lo confirnaron cono un precursor porfirinico(32
48.49e50e51052)0

como re r del ‘ .

Una vez nue se deterninó la estructura del PBGy ce de
mostró que esta -untancia se fonna a partir de ¿licocola. siendo
ademásun paso intermedio en la bioninteais del halo; se buscaron
lar etapas entre ¿licocola-succinato y PBG.

wriston, Lack y Shenin (53), utilizando cetoglutarato y
citrato. encontraron los carbonos radioactivos ubicados donde se
lo había previsto teóricamente. AlbORcompuestos se incorporan a
traves de un "succinato activo". que al combinarse con la glicocg
la da lugar a la formaciónde un precursor de la protoporfirinn e
Dicha conbinación debe ser de una naturaleza tal que la glicocola
se distribuya entre los puentes aetínicoa y 103 carbonoa 2; por g
tra parte el grupo carboxilo debe poderse liberar floilaente; y
el producto que satisface todas actas condicionan, ac el ácido 
aaino levúlioo.

Sheain y Russel (54), informaron ya en 195?. que el ALA
podía reemplazar a1 suocinato activo y a la ¿licocola en 1a aint;
sis de portirinas. La actividad de este interaediario en la pro
ducción de heao y porririnas fue confiraada. por Reuterger y scott
(55), trabajando in vivo con animales; por Dresel y Fnlk (56) .
qtienea demostraron su conversión en PBGy en porfirinaa con en
siete-a de heaolizado de eritrocitos de pollo. Por otra parte ,
Sheaia. Russel y Abraasky (57) incubaron ALA-614.con eu sistema
de sangre de pato, luego de la degradación del heao rintetizado ,
hallaron la distribución de radioactivided esperada; con el lis
no sisteaa (58) encontraron protoporfirina marcada con ¡asar ac—
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una“: quo1. obtenidaconm «num ¡guzman a. alt-c“.
Dita-onto: tragos (48.59,60),

oonfinmn«¿noo].m eso).precursorno-
¿chmn

upirrólioo que regula de una mudusr- 53:" 33°" cloou
016: ¿o 2 ul‘oulu de un. canalizado la fois-nc...2432*EL 3.::
race“; uu «sin; dominada ¿Lg-daung ' 33:": CW em",
aa. D. m’r. W OIQMOI‘ÉÍfiücfltO, .8“ ALA#ALA pgs

C00H COOK

91‘13"; “1M Se pu“. royroeentar cono no . 3:; 3:3" 91333:; ¿aii?
c -6' oc cu; c

‘11. Str. a 1.. ‘13. 4. H2.\*¿:o-cuzuuz ' '-cu¡mz. y ¡haz
mi Requenamuscu

tando lu etapas
hioaint‘ucu dogdoGli-suecia“

ALA

.a PBG

giclo goEn“.
3 Colo1aslicooola‘I
o].mount. sonutilizados

( . onolamargo,paravariassig
¿ ' W” ‘tesisanonimo“,ammy
\ J: m1. (61,62). interpretan oo
\\ “TO” mawwecvwwcotas tmafomioáu, ¡odian

_;_¿¿M “Mmm to ol nando Ciclo¿o1aal;
caga-2:»).0‘: 2.1.1; ' ¿ ' ' ancla-suecia” (¡195).

vrï-sflá-f-WC" MM.
ucm'wwoo

Mi
nu n d r ir n .

h a 1939¡inmunes y vmqust (39). obtuvieron¡I III
«alentando Schmidt: d‘bilnonto ácida do P36. Bobomagma quo e;
ti. ahora porfoctuento clan que 01 primer pigmentomnoícuoo'
¡reducido durante la Masía-¡toasdo podium o: una porfirlnn al
imento ontboxilada. pmbnblaonto U III y que las otros, oopro y
protoporürina proceder!“ do aquella cono resaltado do una serio
¿o docarboxilaoionoa sucesivav. Esto. rin ganarse, produjo una n
volución on ol ponsuionto bioquinioo "latino a1 ¡“abonan do cg
tos conpumtnamuosto que por ancho tionpo so en” que la protopo;
rima ora el prinar producto feriado y quoooyroy mporflrinas ,
¿o proéucian en el cuerpo kmo a partir de “nella, roapondiondo



a-un ¡ocnaisno dc 'doalutoxieactón' (67.64).
La íbrnación de u III a partir de PRGtu. confirmada por

wastall (¿0), aunque de ¡cuerdo a Conteo: y Riaington (42) tanbiül
so furnin poqueñnaoantiáadoá de otrns portirinas an asta reacciéa
Ftlk y col bin cncontraéo quo cn 1; reacción eatnllzada por «¡zi
nas, en condiciones actuales (65). a. torna principalneato UIII y
Pau. pero no U I; aunque ai so calienta previamon‘o el sistena a
601€. Boot: y Rinington (66) y Bogornd'y Granick (SO), hallaron
que se forma prineiyalnanto U I. ‘

Parece difícil explicar la fornaciGnde una porfirina a
nilltriéa, til conola UIII, a partir do 4 unidades de Pao, y tu
este sound. a. han elaboran sm, ' M " ’ i
varios Oquells. así, al ¿eca—- ‘ “ '
night de la conversión biológic í
ca ¿e Pac en porfirinas, no os
ti todaví; perfectanen‘o darán; 2

do; para parce. que dicha cou—- Í

versión, roguiero des clases ¿o i
enzimas. Do acuerda con Virtua 3
hifiótosis (66,67.68.69). 2 6 5 1

¡oliculas de PBGsu condénsln i]

hago la influenein de la PES-q; ‘ 4aminasa a pirrilnetono y anonfig ¡l
en. Par acción continuada de la l S
PBG-deuinasa, a. prodnco um 1 t
01 cual bajo la influencia do i s
la UEG-¡sonarase se triunfar-a í l 7!
en UPCIII. 2:3.¿3LosuaïïerontiQÍ¿sáóá ¿d la

La reacción no «pl; ' biosintosia do].nao.

e: de digtintas tortas. asi, 313ÏÏÏÏÏZÏ.É'1 °i°1° 4.1 ¡“14°
saldenstron y Vahlqulst (í?) . g 3 ¿L¿ gintgtgg.

suponenla condonsncióndo 2 E : gg: 2:2:2;:;:
distros: Boanrnd , Granick y E4, Ugg lgoaQrgaa

CPCoxidaea, CFGdooarboxilg
un trímero, que puede orcindi; sa.

ue en 2 formas; Cooknon y Ri-— a BOIB sintetïsa ia ti> z Indica que a enz a con o
mington (42), suponenuna ¡13- n. un grupo .s’nciil su.
¿ración de caáenas lateralas¡y 4:) 23313; qu. .gt‘ ligada a ¡1

tocondria.finalmente Hittcnberg (72), la
formación de un oetaplrrol.

Shenin y col. (50,62), 1. a. gg: UPGdtcnrioxilaaa

38
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Por supuesto, que todos los pasos de la bioslnteaia. tienen laser
«bajo le acción de enztnee y se pueden eeqnenatizar, según lo he
propuesto ReegevbAronaen'(73). cono se nuestra en 1a fis. 6.

Podemosye.efírler, que los porfirinógenoe son loa ver
dnáere internediarioa en la btosíntesie
“1 “m Í74»75a76v77.78.79.80.81.82.7o> 1 ’ ° 22::2cn,2::::c°:;’;ow
que se convierten en las respectivas pq; m nÏÏÏÉÉÏÍZI°A

UPM 1.3.5.90 2.¿.6,7.

firïnlsg por oxidación; sobre lo cual ‘ 1 w 6 5 3;;Éïzïgg:
Yülvarmg ¡La aá.Mt.. PPI!1.15,“2,4u5,1e

Mi Principeleapor
firmes ideas“;cad”.

Egogintesis de pggririnas e ertir de AL ? .
Ya hemos mencionado el hecho, de que cuando giatelas ,

'talea comoeritrocitos de aVea en generel, o bien heaolizedoa de
los 818808; se incuban con ¿licoeola, tiene lugar alguna foraaeí
ción de porfirinas ¿unha con el nena (83): Pero usando P36 o ¿LA
comoaustratoa. la producción de porftriaaa es nacho levar. ann
que por supuesto. la centidefi de protoporfirine excede general
mente la de copro y uroporfirines (48.84). Se he detereineéo que
el ALA983). se convierte fietlnente, por_c61u1ea lavada; o sann
¿re total. en P IX y ¡anar ¿entided de ¡ra y coproportirines, q;
pendiendo ello de la concentración de ana; el P36. por otra par
te, can esas preparacianemáa lugar sólo e trasaa de P 1x. tor
nándoaeprincipelnente eopraporfirine, le cual, segúnlos ¡leo
rea. se originaria no enzimáticanente fuere de lea c‘lules.

Pero el coaporteniento del P86, es distinto con pregg
raciones de henolizndoa, en cuyo ceso las fracciones 'C'. 'U' y.
‘P‘ se fbrnen libreaente. con rendtaientoe iguales a aquellos q;
tenidos con cantidades equivalentes de ALL.Por lo enel se defin
ee que ALAy F28 ae coeporten en torna diaeinta con eritrocitos
intactas, e cause de que existe una inperleebiliáad eeluler. ce
31 eoúplete el PRG:pero con henolizeées de eritrocitos de pollo
(83). ALAy PRO. ae evaportan en fbrle similar cual: y cuantitan

tivnnente. }
Las porfïrinee formadasfueron identificadas granate

gráficamente comoP Il, c III y U-III junto con la Pau, (65). u
na porfirina que share se ha identificado comoheptacarbozilice.



de tipo iaoaerioo Ill.
El agregado de hierro a los ristenas, anlentó la prodng

ción de heno y dianinuy6 proporcionalaente la de P IX; sugirilndg
se entonces, que el hierro es el factor limitante en la sinte is
del heoo in vitro.(84).

Ia hemosdicho que hay pruebas ruficientes, para elelr
que las porfirinas se encuentran en el canino biomintético del ng
no. Grinatein y col. (85) y Londony col (86), eatudianáo indepeg
dientemente casos de porfiria congénita. hallaron que la nroporii
rina era un anabolito en el metabolisno del halo. Ya en 1950.
Grinstein (87) había vugerido que la c III era el inmediato pre
cursor de la P IX. Salomony col (88) informaron acerca de que la
U III era utilizada por una preparación de medula 6rea de conejo,
y por un henolizado de eritrocitOn de pollo. para la einteais del
bono; pero los datos no eran nuy ooneluyentea. Falk y col (48).
trabajando con bajas concentraciones, obtavieron alguna converb
sión de 0 III a P IX; pero no encontraron tal transfer-ación a
partir de c III. Algunosexperiaentoe en los cuales ve esperaba
un efecto de dilución, por el agregado de una n otra de las port;
tinas, a bemolizaooscapace: de rintetizar heao radioaotivo. a
partir de Gli-C14 comosu trato. dieron muchanenas disminución
de la actividad del nano, de la que e esperaba de ver verdaderos
internediarios (89.30). Los cálculos demotratan que las porfiri
nao agregadas no se oomportaban comoinhibidores; pero posibleneg
te existían al¿unaa barrera: de permeabilidad, que lea impedía ag
tuar. Lor 'pools' de esLas ru tancia: agregadas. reaifilndos el fi;
nal du cada experinento, ¡astraron cierto grado. aunque any peqng
ño, de radioaotividad; pero nada comparable con el de PBG. rini-—
larnente empleado.

Existe entonces un cúmulo de evidencias. contra la nupg
sici6n de que las porfirinne mismasson los directos iaternedia
rios en el canino biosintitico, y está ahora perfectamenteesta
blecido, que ni U III. ni C III son los reales internediarioo en
tre PRGy P Il o kelo; -ino que ellos eon productos de oxidación
(espont‘noc o catalizada enziaátioanente) de loa GOPPOHpOldiOltOB
porfirinógenoa; es decir, compuestosestrechanente relacionados
con ellos pero que contienen 6 ¿tonos extra de hidrógeno por ¡al!
enla. Las porfirinas encontradas en sistemas incubados con ALAo
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P36, son productos que provienen de aquellos. Cualquier porfiring
gano que quede en el sistala el final de una operación. no puede
oxidar any facil-ente a 1a correspondiente porfirina durante las
aanipulaoiones.

Estas conclusiones se basan en nuaeroeas obrervaoionea.
que anestran entonces, que nro o coproporririaa III, aaroadas iq!
tópioaaente no son incorporadas ea P IX o heao (49.87.90), en tea
to que clioocola o los correspondientes porfirinógenoe lo son (77)
así el grupo de Neve y col. (77) han delostrodo que el UPCIII. oe
ancho aeJor preourmor de la P IX. en GRde pato ligados; aunque el
rendimiento no fue el óptimo. Baahour halló, anllogaaente. alguna
utilización en una preparación de higado de perro (82); Hoare y
Heath (70) han encontrado una conversión, del 705. de UPCa CPC,
en un sistema preparado a partir de Rhodopseudoaonasnpherlidea .
En general, se han descripto preparaciones de GRde mamíferos o a
ves (67.71.79.91) y de tejidos de plantas (68.69) que oatalizan
respectivamente, la conversión de PBGa UPGIII ( o cuando se ca—
lienta a 50-60 ec. al ieómero I) y de exte conpueato. o sea del
UPGIII, pero no de la U III. a CPCIII. Ya dijiaoi que el aecanig
ao de PBGa U 111. no está totalmente claro, Bogorad (68.o9), ais
16 de polvo de aoetona de hoja de espinaca, una fracción. que coa
vertía PBGen UPC.que lla-6 PRGdeaainasa, aientras que de reai
lla de trigo ae aialó otra tracción, que transforaaba el PDOea
UPCIII, rugiriendo eatonoee que el is‘iero III se for-ata por la
acción coabinada de 2 enzimas, lo cual estaria confiraado tanbila,
con los trabajos de nooij y Lookvood(66.71). quienes encontraron
que por calentamiento arriba de 60 oc de un aistana capaz de forb
aar UPGIII, ¡ste ae convertía en uno. foraador de UPGI. con una
velocidad de reacción igual; de aanera que el eisteaa enzimátioo
capaz de producir UPCIII eotl constituido por 2 enzimas distintag
una de laa cuales es teraoestable y la otra no lo ea.

ggnvergión de UPCa 922.
Las etapas interaediaa entre UPCIll y CPGIII tampoco

están totalnente aolaradea; la transforaaoióa requiere la pérdida
de 4 lol‘culas de 0023pero lo 90 sabe ri ha: si tales eazialtieoe
individuales para tal dtcarboxilaoión. Por lo menos, Heuzerall y
col. (7)). han ai lado de eritrocitos de conejo, una preparación
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enzinitica. que ellos llenaron UPCdecarboxilasa, que decarboxila
el UPCIII. pero no la U III. produciendo CPCIII como producto
final.

Se han detectado, conobien anhelos. porfirinas conte
niendo 7,615 grupos carboxilo por molécula, tanto de notariales
aoraales cono patológicos (32.93.94.95.96.97)3 pero su cantidad
ha sido pequeña en comparación con lar cantidades de nro o copro
porfirinaa presenten; Ianbiéa se han inforaade porfirinaa tri y
afin acnocarboxílicns identificadas por cromatografía (36); pero
no ao sabe 91 el sar-tene decarboxilante del UPGcontiene docarbo
xilasasindependientes; Hoare y Heath (70), han inforaado de la
participación de un oofactor tornoestable an la decarboxilación
del UPC;pero su naturaleza todavía ae está investigando.

anversión de CPGa 2 ;;.
De 1a ob erVación de law estructuras del CPGy P IX. se

dcduoe que la tranrforaacióa de uno en la otra. involucra, no 56
lo una d'carboxilaoión, inc también una oxidación de 2 de las 4
cadenas prOpiónicaa laterales dv la coproporfirina. Queel precc;
cor directo de la P IX es el CPGIII. «e donantró con distintos
latente (67. 119.100).

Es conocido, que preparaciones de eritrocitos de pollo
ncnolizadas. producen norlalmento considerables cantidades de PI!
Junto con menores cantidades de nro y coprOporfirinae. 31 la inc!
bación con el sustrato, se lleva a cabo en ¿tmócfera de nitrfigeno
la foraación de P IX divninuye notablemente. en tanto que se inp
crementa la de copie. Aniloganente. si dichos henolizados, se oe;
trifugan a altas velocidades y “o enplea el líquido sobrenadante
que reénlta, la biosfnteais re detiene en 1a etapa de ooproporfi
rina, afin en el aire. Se observó que la fornación de P 1X se rea
tituye por adición de la fracción particulada de nitocondriaa de
higado de rata (101). Rimington y BooiJ (39) usando GRhnnanos
nornalea, ncwtraron que la bio Inteúis se detiene en la etapa de
coproportirina, salvo que se agregue una suspensión de nitocon-—
driae de hígado, al hemolizado. Einington y Iooth (102). lo con
firnaron, trabajando con nitocondrias de distintas fuentes. Sano
y Granick (78) por su carte, aislaron. de nitocondriae de higado
de vaca una prdlración enziaática, que llenaron CPC-oxidasa, que
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actúa únicamente sobre CPCIII transforaándolo en P Il; pero ni

CPGI. ni c I. ni c III. sirvieron cono sustratos; lo cual, según
los autores. oxplica en parte 1a ausencia, en las c‘lulas,de protg
porfirina perteneciente a la serie I.

Deaanera que el proceso total de bicsintenis a partir
de PBG,hasta el comento previo a nuestras experiencias, podria eg
queaatizarse asi: ? , ?
Pac -9 UPGIII -e PG 1-C -e PG 6-6 -9 P0 S-C -o GPOIII o) PG 3-0
-9 P IX.

Es decir que se supone que 1a decarboxilación, procede
en etapas y que los intermediarios reales uonlos porfirinJgeloP.

Menosanticipado. que las principales porfiriaaa que se
encuentran en estos sirteaar ia vitro, nonlas nroporfirinaa cota!
carboxilieaa, coprcporfirinaa tetracarboxilicae y protoporfirina
diccrboxílica; pero 1a crcnatogrnfía sobre papel revela la preso.
cin de pequeñascantidadcc de porfirinas con ni de carboxiloa in
tenedio (50.65. 92.9,7.94.95,96a97o 0

Erimrfirina ¡H o gsgdogroggrfirlng.
Enuna serie de trabajo: Palk y col. (67.83.84.89.103).

han demostrado que la incubación de eritrocitos de pollo. o bien
de henolizndos de los ¡10898. con ALAo PBGcono sustratos, llCVa
a 1a fonnación de varias porfirinca. cuya conntituoióa ae definió
croaatogrificaaente y ade-ás. llevó a la identificación de una pq;
firina que ellos lla-arca PseudocrOporfirina, la cnal, s. encontra
ba en cantidades casi iguales a las de U III. en 1a fracción 'U'
de algunas nuestras.

Observaron un conportanionte similar a1 de 1a Pa” en
nuestras de porfid.naa aisladas de orinaa de pacientes con distin
tas tornan de porfiria.

Engeneral, dicha porfirina estaba presente en progor-
ciones relativanente pequcñnl, en la mayoria de las muentran estup
diadns (cristaliz*das cono¡”terna ¡etílicoe), incluyendocanalla.
provenientes de porfirin atuda y congénita yipicas (48). Canivet y
Rinington (jS) hallaucn cantidades relativamente grandes de una
porfirina, cuyo 6=ter cotilleo fundía a 211-216nc. en las orinas
de una serie de porfirias cutáneas. la cual, analizado por ¡nik y
co1 (65). comparatiVanente con 1a Ps0 de rue inoubados, en cronaflg



grafía sobre papel, present‘ un oonporteniento similar. ideala.anp
bea produjeron c iII poqdecarhoxilaoión.

Grinatein, ¡aoaon y col (93,103) airlaron un aaterial .
cuyo enter ¡etílico fundia a 208 nc, determinfindose que ne trataba
de una poriiriaa hepteoarhóxílioa, 1a que denominaron'porfirina
208”; pero una nuestra de la misna, estudiada por Folk (65) compa
rativanonte con un Pan. rerultó diferente a esta últina por crono
bogretla sobre papel (105). aunque tanbi‘n producía c III por de
oarbonilnoión. Nosotros suponemosque esto último haya sido debido
a que 1a nuestra de 'porfirina 208" cedida a Folk, no haya sido lo
müdwhmüewn.

Conoae verá mia adelante. los estudias de biosintesin
reelizaaae en ei presente trabajo han pernitido demostrar que an
uns porfirinaa, es decir. 1a aialnda de aateriel hunaney la bio
sintética, son idintioan. Este ooapueste que llenarenoe desde ya
Firiaporfirinn III. denominaciónque pro o'nemos (106) y ya fuera
sugerida por Grinsteia (107). parece nintetizaree en cantidades
significativas en ciertas condiciones (65.109).

Además,considerando 1a estructura inontrioa de la F III
esta podria sor derivada de nn internediario. afin no identificado,

en el canino biosintetioo del nene; en este aoatido, tel oo
Io lo sugirió el Dr arinstein¡ ee ha denoetredo qno el PPCIII .es
decir 1a torna reducida de 1a r III. es un netebolito nora-1 en 1a
bioeintesis do la P Il, siguiendo el UPCIII e individualizlnúoae
con eso '26 7-C' del eeqneaa señalado en 1a P“el6e



-18

rama

MM
amm:
AL}:oedide ¡entilaente por Parte, Davis a ce. Laboratories.
Egg: se preparó a partir de orina de una paciente afectada con pe;

tiria agudag aplicando la tecnica de cookson y Rinington (42)
Se oonserVa y eaplea ooao clorhidrato.

¿L¿=¿=gïfa de NewEngland Corporation. Iaaaaohusetts; actividad eg
pecítioa: 3.1 nclnnol.

Q;¡:g:fiíts de ley EnglandCorporation, Haaaachuaettas actividad e;
peeifiean 6.10 ac/naol.

1L;;La aislada de orina de porfiria cntinea.
Q_1113aislada de Turacina.
U__{:aislada de orina de porfin-na congénita.
g_1: aislada de orina de portiria ooagénita.
Q_LLL:aislada de orina de intoxicados con plano.
g¿¡¡¿ aislada de Hb por el método de Grinatein (108).
r ¡Lg-¿4. u ¿II-¿4. g ¡gg-¿4: se :intetizaron a partir de ALA-4
-614 y sobrenadantes de eritrocitos de pollo henolizados, por el
procedimiento descripto ¡la adelante (80}

gregaración de coaplejog aetfiliggg:
Fueron preparados sobre la base del nétodo de Fisher (2)

con ligeras modificaciones (8,). Se parte de una solución olorofS;
nioa de la porfirina. que ee nezcla con una pequena cantidad de a
cetato del natal. disuelto ea any poco volunen de ácido nc‘tico
glacial; la aezola ee calienta unos ninntoa a baño naria, al foru
aarse el coaplejo desaparece la banda del rojo; se lara entonces
la solución cloroffiraioa 3 veoea con agua, se filtra a travis de
filtro plegado enbebido en cloroforno, se concentra al vacio y se
cristalina de netanol. Se recristaliza de oloroforno-netanol. Para
eliminar aquella fraccion del ¡acer que no se hubiera aooaplejado.
se reoronatografia por carbonato de calcio; el complejo qneda al
tope. en tanto que el resto se desplaza hacia abajo.
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8otrata los ortetdos do los ¡stone do los porfirtno

oooun poquolovoluou de nel 258 ¡Glam-uno 1-2 ¡1. Mondia
do ollo ¿o lo cantidad o sopoolfloon oo «lan moro do 1o luz do
mto 24hsol oobodo lu culos 1o hidróqu oo oonploto. Soug
vo 1o solución toldo. ooo ¡conto do sodio sólido, o nl 3-352. o.
ol cual precipita: lu perth-1m; so ona-1M... so lona 4 6 5
voeos con o‘uu bldosülodo y so soon on un desooodor ¡1 noto.

WM.
Soproc-616 niguioudolu ¡todos lo alonso) y Stuart:

(110) conngom Vanuatu.
mu cantidad «Retomandodo lo porflrila, eo solución

clonar-ion. ao oolooo ou un tubo do Col-ua. ao «¡pero n bollo
¡orto o "quedao y oo 1o agrego ¡{Cl0,3 ll (15); 01 volunon total
puedo sor do 3 o 15 ll. m tubo so ana-go ou uu bano do Molo y
so 1o noooun noto do ¡woman-onto 10 u do oorourio ooo una
boom oo ¡aun-oo oato presión Cuanto 20'. ol ocho dc los ouuloo
ol tubo ao sono ooounonooo ¡o oxigooo.¡cuando Sii-p" 1o
succión. Entomo. ao oolooo ou un “tuto. lovunhdoso ou 20' 1o
ocupen-atuno no ec. 1a que so ¡num 4 llo, dosputa oo ¿ojo vo;
vor lutneu‘o o lo t-poroturo outlook y room: so rotlro o]. tu
bo.

a ortos ooudioiooos 1o doourboznuolóu do uno uroporfl
riuo produoo 957€lo «¡opi-oportuna. cono “nino uodto.

El. producto cuando. o Mol ao 11m a soquododou un

dosooodor¡1 vacío, oo prosoucio do c1ch o 30K. y ao ostentan.
o bios. so nova ol pu teoouotrioo, so cant-1M... lavan con a
gua dosttlodo y nooo. los porflrnoo pnoipitodoa. y luego so ost!
rifioau oolo o. ol oo. autorior. puro su ootudio mploto.

6 o ir .
3o to“ conobno ol ¡“odo do honor (3), ul no]. so 1o

introdujo”. '"1" oodtfioooiouostdiontoa o lograr un roma
¡Lomo óptimo.

3o propororou aoluoiooosdo loa distintos pornrim 11
broa. en HOla0,15. ou uno ooooontrootóu do]. ordol do 5.0:10'5l.
los malos so puodouconsten-vorcongelados hasta ol noo-to do su l
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eo. De estan soluciones se tone un volumen deterninado, de acuer
do a la cantidad de porfirina requerida en cada experiencia. y,b¿

2 en un recipiente adaptado a tal
fin; luego se le agregaanalgnna de sodio 3%reciente-ente pre
parada y previamente pulverizada (lg/nl de solución). Se_tapa el
tubo conservandola atnóstera inerte, y se agita fuerte-ente; al

Jo luz roja se satura 5' con H

cabo de 5’ la reducción ea completa, lo cual se puede apreciar
por desaparición de las bandas de absorción y consecuentemente del

color y fluorescencia. Siempre en atnósrera de N2, la solución se
filtra a traves de placa filtrante y se titula rápidamente con

HJPO440%hasta pH 7.2-7.4; en estas condiciones la solución de
porfirinógenoa. se puede usar directamente. Todas las operaciones
incluyendo el agregado al sieteaa, ne efectúan bajo luz roja. lle
nos deterninado el rendimiento del procedi
miento por oxidación a porfirina. resulta!
do estar dentro del orden del 86-90%.

Las operaciones anteriores se rg
elizan en los recipientes del tipo nostra
do en la ¡13.8. Se ha comprobado que el a!
todo recientemente deacripto ea el que da
aeJoree resultados.

Sistelac de incubación
Materialeg

Se utilizó la sangre de conejos, pollos nornales, o hi
nanoa; la cual se recogió sobre heparina, (cedida gentilmente por
Laboratorio Inorp), 0,5 ng/nl de sangre, disuelta en solución fi
310163160..

granaración del henolizado
La sangre se centrifuga a 2.000 rpn, a oac. 15'. eliai

nando el plasaa, laa células se lavan luego con solución {inició
5163. sienpre entre O y 2 nc. Despues de loa lavados. se elimina
la capa de leucocitos por succión. Los eritrocitos se hemolizan
entonces por el agregado de li volumende a¿ua bide:tilada previa
mente enfriada a occ. con agitación; ¿e deja entonces durante i a
l hora en la heladera, sacudiendo a interValos reáulares.
Pregaración del aobrenadante

Los eritfocitoa así henolizadoe, ce centrif‘ugan a25000‘
a occ, durante 45'; al cabo de cotaepóración, se obtiene un sobre
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Las incubeciones tienen lugar en erlenaeyera de 50 6

100 ll. mms con algodóny gane en el cg
ao de atmósfera aeróbica o bien con un dig
positivo burbujezacor (115.9) on el caso de

¡boston analítica Odela). Se colocanen
bano tematetizade a 3-7-36. con agitacidn
nnifom de aproxinndnnente 100 novinientca
por ninuto. Alc luz ordinaria o bion en la
oscuridad.

o lo t a da b ia)MW
Conligeras noditicacionea ao siguieron lao tecnicas

descriptnc por Folk y col (103, Falk, comunicaciónpersonal).
20 nl do sangre total, (humana, da conejo o pollo), o ¿robrenadaa

te de eritrocitos do pollo henclizadoc. l nl de 612K;0,12 ll, 1
Il ¡e CII 0.604 Il. 0.2 nl do buttor fc:.tcto do ¡il 7.0, 0.5 Ig de
penicilina, 0.5 u de estreytcnicinn Oy0.1 nl de octanol. en el
caso de incubación ana-rocio.) nin 5 a; da ALA6 2.5 ng de PBGy
aobrenalante. disuelto: en solución fisiológica (1-2 nl). Con
luz natural. Cuandolar cantidades de sangre o sobrenadante se
miaron, proporcionalnento se modificaron los denia ccnponcntes
Salvo on las axperienciae que r-‘caclare, la cantidad de ALAo
rm ea proporcional situ-estodel su“...

Cuandola incubación me anaer6bicn, el sustrato. ALA
o PRG,se agrego luego dc saturar preyienentc la atnóefera. daa

rante lO' con la. ug) gg; lg gbgmióa ge Estiu-¿m garage; gn g .
El time sistana que el anterior, pero usando ALA-#014

coneastra“. y aMsrore meróbica.
c) {gg 1; gbgaciéggez Lz-é‘ o ha gm.

Sc empleeneritrocitos de pollo analizados. poro an
tes de la incubación cc añade un voluncn, igual a la mitad de GR
lavados, de tria buffer (tri-hidron-netil-aaino-eetala. 12,114;
en 1000 nl de agua. llevado a ¡il 7,4 con fiel concentrado)

En el hcnolizado nal obtenido se dotar-inn la concen
tración de Hby ae dt-tribuye usando película frasco aprozinada



-22

lonto 20 ll, adonh de 2 a; do penicilina. 2 ng de ostrcptoaioiu

Po" cono s‘hdlzo Onaacantidad tal que rosulto nao concentra
ción do 4[dll de aistcla)n1o loa matratoo correspondientes ca
cada uporiencia, ya BoaGli-c“ o los porfiricógonos derivados
do las distintas porfirinac. La Gli carrior so aliadocn cantidad
tol quo resulto aproximaduento una concentración dc 1 ¡dal do
aczcla a. incubación.La eli-c“ ao agregaea muan acuosa. a;
redodor do 3 franco. lo que da apmxiladmlcntc 3,11 z 1.5 cpc/

feudo por neatro a6todc. Asunto noaclara en ca. caso.

Sc basal en ¡edificaciones de varios ¡“odos (103.111.
uz). litoral-pida la incubación, sc trata con aproxiladaccnto 10
vococ aa volta-oa. de una ancla dc acetato de ctilo‘ z (cido no“;
oo (4:1.v/v). agitando constante-ente; no deja descanaar. en ¡la
aos ensayo. durante in, ea otros dumtc toda la aocho. cn la ho
ladera; ao ao aprecia ninguna diferencia.

¡mom se filtra ol precipitado de proteinas a trav‘s de
filtro plagado. a una aapolla do doentacióa, se lara varias vo
ooc dicho precipitado con pequena porcioaos de la nezola precipi
tanto, hasta que los liquidos dc latadc son inoolorcc.Mi!

a. prendo lam a extraer las traccion» "C"y 'U'. p.
ra lo cual ao trata ol filtrado con una solución saturada do aco
tato de sodio cl pequoñac poroionoa. hasta que los lovadoa del
nloroaocaoia negativa; la solución de acotato de sodio coatonieg
¡lo la tracción 'U'. ao lava varian vocca coa acetato de ctilo.rcg
lindo ostoa lavados coa la raso dc acetato de otilo ea 1a cual
co encontra la fracción 'C'.

80 ajusta lnogo el ¡a dc la race acuosa coa ¡un concen
trado, hasta 3-3.? (viraJo del ¡ojo Gong), so oxtrao eatcnooa
coa pequena: porciones dc aeotato de etilo. siempre hasta fluorcg
ccacia Nativa: dcepnis do ello, de 1a taco acetato do otilo a
la cual ha pasado toda la fracción 'U', Gretasc pasa cnaatitativ;
aonte a Hal Si 6 los empleandol al por vez.



-23.

Generalmente. esc-tafase clorhídrico se lleve, nuevenente e pu 3-3,2
ae extm coneeetato de etilo y otro vez neune e un. mm
veces colo eee necesario, hasta conseguir tener 1a treooión “0' il
pequeñovom-en; ee esta eondioionee se puede ledir se concentre
oión en el. Bom. Mente oebe hacerse notar que le presencia de
hmtin en eatensolucionen.interfiere Inem en le "tendrias
ción. cuando“te. se haoe “¿cornudo previmnte lee pon-firman
con tele” por lo cual. se debe tutor de obtener solucionenli 
bres dehanna.
me“. 'g'

Le fase eoeteio de etilo origina se trate repetidas ve
ces con¡a 1.0!. que extree le freeoih 'c- y 'P" Li la hubiere .
con pequeñovolnen por vez. En esta: condiciones se puede duero;
ner su conocen-eo“. en el Beomn (generaleente se procede e oo.
oentmle ein ¡le per suoesivu extracciones).Mmm

se probaron 3 procedieientoa pere esteririoer los oo-po
nentes de cado"miel.
e) Le solución clorhídrico (eprexinedeeeate 2 ¡1 en hotel) se eve
pon a sequedaden un desmdot el veoío. en presencia de einen 
gel. H0! y 6126" el residuo seco ae trate entonces ooo le ancla
esteritieene (net-no1 a enrdrioe 19:1. v/v) y ee deje en 1o ooo;
ridad durante 24 le.
b) El extracto clorhídrico se 11m e ¡Il 3-3.2 con acetato de sodio
sólido. se deje esta “¡nos ¡inutoe (o ¡le tie-po ai fuere.neoee
sal-io) en la heladera; en tales condicionesprecipita. lu porfuï
nos, que ae centrimgen. se 1am 3 6 4 veces oo. una. ee seen
el el deseoedor, y luego se traten oon le eoule esterii‘ioelte, dg
¡índole actuar 151381que utee.
o) Le solución clorhídrico nevada e nn isoeléotrioe. se iran oo.
taco. ¡citando bien, luego se filtre por buhner; las partir-im
son edsorbidos por el. teloo, de sm. bien seco. ne eluyen ool le
¡enla eateritioante. se filtre y ae deje conoen los casos ante
riorea, en la oscuridad, 24 he.

Se observe que los "mundos obtenidos en los 3 cases
fueron similares; por lo cue]. se trate de evite: le evaporación
de]. clorhídrico, sobre todo en e]. caso de la fnooión 'C'. pues si
hey P IX presente. ¡ste se destruye paroielnenee.
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Por medio de cualquiera de estos procedimientos, se ob
tienen los componentesde cada fracción esterificados. al cebo de
24 ha. Se pasan entonces e cloroforno, se lavan con agua. anonfn
co al 10%. agua, y cloruro de sodio al 7%: filtrando finalmente

pofipapei de fiitro enbebido en cloroformo.
Se determina la concentreeión de porfirinno en ceda frog

ción. en las soluciones clorofórnicns.
Dichas soluciones se concentran al vacio y ce procede e;

tonces a identificar los componentesde las nirnas por cromatograe
fin "obre papel. en columna, crintnliznción, puntos de fusión. etc

thenoion de P I; a_pg;tir de los sistemas de incubación
La P IX se aisla en torna de enter netílico, si¿uiendo

ln técnica descripto por Grinstein (108), con algunas modificacio
nes. Suspendido la incubacion se mezcla el sistema con aproximan;
nente 8 volúmenesde acetato de etilo i ácido acético (3:1, v/v) ,
el precipitado se lava luego 3 6 4 veces con la nicne nezcle. una!
do 20-30 nl por vez. La solución de henatina se trata entonces 3
veces con un exceso de agua destilada, eliminando ceda vez 1a fase
acuosa, luego se extrae con fiel 10%hasta fluorescencin negativa ,
empleandopoco volumenpor vez, pare-einlar lan porfirinas libres
formadas; a continuación se vuelve a laVar 2 Veces con agua. l vez
con solucián de acetato de sodio saturada. 1 vez con acetato de q;
dio 10-15%. y finalmente 2 veccr con relación de cloruro de sodio
5-7%. A1cabo a. todos estos lavados, la henatina ha quedado con
centrada y precipitada en la fase acetato de etilo, se filtra por
papel plegado, y el precipitado ¿e seca en 1a estufa, durante l ng
ra a 100 9C. El precipitado seco se suspende en una solución de
oxilioo al 10%en metnnol. agitlndose durante 15-20'. Se separa
la solución de nenatinn por filtración. Se repiten las extracciones
con varias porciones de oxilico al 10%en netnnol, hanta que ln ag
lución extraída sea casi inoolora (5-6 extnncciones son suficicn——
tOE)e

Entoncesal totel de las soluciones conbinadae se le e

green aproximadnnente 5 ¿[lOO ll de rolución. de 504Eb.7329. se qa
tura con una fuerte corriente de HClgaseoso; la solución de henat
tina se aclara y aumenta su temperatura. Al cebo de unos ninutoa ,
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el color original rojo pardo, celbia a violiceo. lo cual indica la
liberación del inter ¡etílico de la P IX; se interrumpe la corrieg
te de Hal.

_La solución ee dela enfriar a temperatura ambiente y en
tonces ae ui¿ue el procedimiento comúnaplicable a la obtención de
estereo de porfirinae. es decir la solución ae trata con un cierto
voluaen de clorotorno y un exceso de agua. esta solución clorofór
mica se lava 3 Veces con agua. l Vez con amoniaco los. en esta et;
pa se forma un precipitado blanco que ee debe filtrar; se hacen log
go 3 lavados con agua destilada y finalmente l con cloruro de ao
dio 7%; la solución clorofórnica límpida ee pasa a través de filtro
plegado cabebido en cloroforao; se concentra al vacío y se cristal;
za la P IX de aetanol, recriatalizando de cloroforno-aetanol. El
rendimiento de la operación es del 58-60%.

roaato' i eob e .
a) gar; ggtereg agtílioo .

se utiliza el metodo de Ehlk y Benson (105). con algunas
noditicacionea.

Ea una cronatografía de tipo ascendente, se trabaja a 22
25 ac. El solvente para saturar laa cámaras ae coloca en un tubo.en
el fondo de lee disnea. por lo nenes ¿h antes de cada corrida. Se u
tiliza papel Hathnan891, en torna de rectángulo (9o. x 23o.). Loa
esteree metilicoe de las porfirinaa ae aplican en solución clorofór
nica sobre una linea a 2 ca de la base, en for-a de lanchas, ntili-—
zando einplee‘capilares de vidrio. la'mancha no debe tener un diáme
tro mayor que 5 no. Puede sembraree en pinceladas con nicropipetac
especiales. '

Conoen todas laa croaatogrntíae con portirinae, el revelg
do ee hace con luz ultravioleta.

Este métodorequiere dos desarrolloa en el ¡lean eentido .
en dos cámaras independientee.
gglveatee:
Kerosene: incoloro, fracción 190b250ec, destilada sobre clase.
Cloroforao: laredo 3 veces con agua. seco sobre Claca y deetilado.
umuzammu
Dioxano: para cromatografía Merck.
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griner corrida: El ‘0Lventea desarrollo, consiatc en una mezcla
de Keroseney cloroformo etanólico (al i; de etanol en clorofor
no v/v}, en La relación de 2:3. La atmósfera se satura con clorg
torno. la tira ae deja correr hasta que las manchasse hayan no
vido alrededor de 1/3 del total de canino diaponible, lo cual
¿leva aproximadamente 15'. A1 cabo de ese iapco se saca el papel
y se seca perfectamente. Los ésterea de la U I. U III y F III. o
sus mezclas. ee mueven casi a la mi ma velocidad. en tanto que
los de C I o c III y P IX corren un ¡eco más ¡111 de la linea de
pareidc dondequedenlas trazan de yorfirinas libres u otras in
purezas no móviles. Luego, 352 o menos 0.5 cl por debajo de las
manchas se corta el papel, eliminando es! dichas impurezas. Une
vez marcada la nueva fieeición de las muestres (linea punteafla} ,
se hace el segundo degarrollo.
ggñundncorridas El solvente es una mezcla de kereaene-¿ioxano .
4:2, con atmósfera de dioxano. La tira se desarrolla en 1a misma
direccián que entes, unos 26 cn en total, aproximadamente 2 he .
al cabe de este tiempo se retira, se seca y :e revele.

En estas condiciones se obtienen separaciones óptimas
de B I, U III. P III. C I o C III y P IX, adonde de obran porfi
rinas con n? de carboxilou intermedios, que también se pueden
áiatinguir por e ¡e método, el cual ea útil para la separación
de los i ¿meros I y ¡11 de las ureporfirinas, aunque no ¿epara
i¿6meros de las aemás porririnas. La resolución del mismoes de
aproximadanente S-Sfi para mesclas de los iaómeros I y III de las
uroporfiri nas.

Se hace notar, y este es válido para el método recien
temente deacripto y para 10s que se describen a continuación,que
con cada partida nueva de cuelguiara de los solventes, es neceeg
rio ensayar previamente 31 las progorciones mencionadas cunplen
su fin.

Micrométodopara ln determinación cuantitativa de ggrfir¿nae(114)
En una aplicación del m5t3do anterior. Es decir ee usan wolncio
ne: clorofórnicas de los ¿sueros metílicoe de las porfirinas.

Se enplea principalmente para 1a determinación de 1a
preporción de los distintos componentespresentes en las fraccig
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nea "ü" y 'c' citiadas de los diferentes nirtouas de incubación.
Para ello. conocida la concentración total de cada ec;

cia a estudiar se siembra una cantidad detereinada de ia niaea s
que no debe ser superior_a 1 por eancha; en a1 caso dc nacer
1o en torna de pincelada, se puede colocar una cantidad superior
Se procede exactanente comose indica en el método anteriornente
descripto, y luego de revelada 1a 20 corrida, se recorta cada
cancha del papel, y se introduce en un tubo de ensayos pequeño .
en el cual ae eiuyc del niaao con 3 mi de cicroforeo. De esta
manera1a solución ciorofórnica de 1a porfirina está lista fiara
nedir su concentración on ai Beckaan (115). una vez conocida 6e
ta, comose cabo ia cantidad total de 1a mezcla ¿cebradalpodeeoe
determinar fácilnonte. 1a proporción de cada componentepresente
La recuperación de porfirinas del papel, por ciución con cloro
far-o. ea dei orden del 95fl.

Aprociceoa quo cantidades tan pequeñas cono 1/45 total
de nuestra. con suficientes para 1a aplicación de esta técnica.

b) rara ¡ggfirinas iibreg.
Se basa en ei n‘todo de Eriksen (116), con algunas nodificaciónea

Es útil para 1a identiíicación de los isóeeros 1.11.1
III de las cooroporfirinas, con una sensibilidad del 10%.para
mezclas de ellos; aunque no separa los iróneroc de laa denia po;
ririnao.
¿oiventca.
2-6 Lutidina: para croaatografia lerck o BBB.
Amoniaco:para análisis.
Afilia:bidvatima
Usamos1a técnica ascondente. papel Nata-an 821, en for-a recta!
guiar (7 n 30a.). Se colocan las nuestras sobre una linea base a
Zce. en foraa de lanchas de diáeatro no layor que 5 en. con ping
ta capilar. Las porririnas libres, en solución de amoniacoa1
ici. en cantidades hasta 0.8-1/A5 por mancha. La cuba se satura
con amoniacodurante todo un dia; i hora entes de colocar 1a ti
ra ne introduce un cristalizador. con 1a mezcla de desarrollo.
2-6 Lutidina a agua (7:3). ae deja correr durante 14-16 ha. fue
ra de 1a luz, a temperatura ambiente. Retirada 1a tira se seca y
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ae revela. En estas condicionan la separación de los isáaeroa ea
buena.

La proporción de Lutidina a agua se puede variar de a
cuerdo a las porfirinas que se deaaen saparar. cnando tienen a;
yor ni de carboxiloa¡ convione aumentar la proporción de agua.

Engeneral loa dos método. deacriptoa peraiten distin
guir laa distintas porfirinaa da acuerdo a su n! de carboxilos,
ya sean libres o eateriticadoa.

ngaatogggfía en colnana ds carbonato de calcig.
La croaatograf‘a en columnase utiliza principalmente,

para la purificación da portirinao. 30 han usado columnasde ta;
co para la purificación de loa ¡stores do las portirinas por Big
her y flotnann(6) y para porririnas libres por Confort (ll?) .
quien oaplaó HCl para su clución.

Columnasde alñaina se emplearon para la separación de
¿stores do porfirinas por Ualdenstroa (118), Prunt: (119). Lede
rer (120) y nc Svinoy (121) mientras qno ol carbonato de calcio,
fue usado por Grin3tein (96)¡ Hatson (104) y Gray (122). La tác
nica fue estudiada sistematicanente por Nicholas (123). .

Las colnnna: de carbonato do calcio fueron usadas por
Grinstein (96) para la aislación do las porfirinaa a partir de g
rinaa patológica: incluyendo la porfirina 208. La misma¡nostra
de carbonato de calcio permitió la separación do la U III y de
la Pan a Dresal y Folk (65).

Nosotros eapleaaoa la técnica del
carbonato dv calcio.dcacripta en el trabaJo g
ri¿inal de Grinstein (96). So usa una cola-na
cronatogririca del tipo lechneister y Cholno
hy (124). do distintas dimenaionoa de acucrdo
a cada caso particular (tig. 10); adaptada a
un kitasato que ae conecta al vacio. Se nti- l /_
lizaron distintas clases ¿o carbonato de cal- Li1\ f
cio; pero en general es de tipo precipitado
para croaátografía. Unavozconectadala co- Mi
lunna cr0aat0¿rafica al vacio, se aplica nn vacio de 30-40 an de
Hg. so va introduciendo en ol tubo, el carbonato de calcio en
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porciones suoeeiVas, golpeando regularmente en las paredes del mig
mo, con una varilla especial. tipo émbolo. que se utiliza para pr;
aionar la columnapor la parte superior. con el objeto de lograr g
na vela homogénea y compacta.

Cuandola altura de la columnaas! lograda llega a una
longitud de 9/10 de la del tubo, se suspende el agregado de carbo
nato de calcio y se elisa, presionando la parte superior. Unave:
lista la columnase esti en condiciones de proceder a la croeato
grafía. Proceso que se puede dividir en etapas: l) adsorción del
soluto sobre la parte superior de la columna, 2) desarrollo. 3) e;
pulsión de la vela de carbonato de calcio y revolado, 4) separacion
mecánica de las bandas. S) elución.
l) El residuo seco de los estereo netflicoa a cronatografiar se di
suelve totalmente en un pequeño volumen de cloroforno-benccno (a
veces ee le añade tambien un poco de 8tor. según laa porfirinas
presenten). ein suspender en ningún nonento el vacio se echa esta
solución por la parte superior; se permite adsorber en la menor ng
na posible y se le agregan porciones sucesivas de benceno hasta
que la adsorción sea conpleta.
2) Se continúa luego con la mezcla de desarrollo del cromatogrena.
constituida generalmente de benceno-clorotormo, cuyas proporciones
varian en cada caso, de acuerdo a la constitución de las portiri-—
nas a cromatografiar.
3) Unavez logrado un cronatograna estable. se deja escurrir el
solvente, se desconecta el vacio y ee expulsa la columna ayudñndo
se del émboloya mencionado. ae fija la posición y loe limiten de
las distintas bandas. 3a sea de acuerdo a su color. si están sufi
cientemente coloreadas. o previa iluminación con luz ultravioleta.
4) y 5) Conun bisturí se cortan lan distintas bandas. que se run?
penden en clorotormo para la alusión de las porfirinnn adsorbidan.
las cuales pasan a solución, y se separan del carbonato de calcio
por filtración a traves de placa filtrante.

Finalmente se concentran las distintar fracciones, por
dertilación al vacio, las cuales ee recroaatografian tantas veces
comofuere necesario. hasta conseguir entidades cronatogrificas ,
es decir bandas únicas.
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Las cun-vude absorciónde las porcina“. a. runn

roa con sus soluciona elomfómus o 631d“. en un Espcctrofo
ati-otro Bocina; 9.6.

mezclan,ya m un ¡volunteanalomtónim . o bin manes. ¡se
midieronoa o].“panorama” Baena nm. . utilizando loa'
mmsgonfinhs cancun“; a. B:tinci¿n.(ll5)

n o vid
Lasauna-a de ns nuestras wanda con c“ se ¡“16‘

coqu holaa Manso,noticiaD47.oca"Mm ¡tamil
y comenta dopa, alguna“ los ¿chiles técnicos doscripton
porcrusan (111,125).Lu «traccion: ¿“un a mwúsorción
se encantan amic unacum construidacon¡atar ¡etílico ¿o
la P III-cu. mudado“ los "saltado: uncpun un “posar inf;
¡im-nt. ¡»moño(tu. 11 y 12)

“humus.”

=:«'

l/
¡1/

0/1
r

\ /°

W

l I O V I U fl ü O J I 3 C Í C 7 O Ó O c

M‘Wr"6d° “‘08! Mama: dceo
901'6101Pm tracción por1’11’ auto-lacra“.



* É :-.-.‘*_ 2,. ' '
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_gg__‘_gd fugión.
Se tomaron con un npnrato para licropunto de fusión del

tipo Kootflor o con un Fisher-Johns. sobre plattns calentada 01‘s
trioamente.

Phtogratíag dc'loa cristales.
Se tonaron en un microscopio con cámara Integrifics ln

torior. del Laboratorio de Genética de la Phcultad.

e '00
todos los reactivos cnpleanoa fueron de ¿rado P.A.
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Se renliznron une serie de experiencias. en atmósfera ng
rúbioe, enpleandc diferentes sistenee, durante un tienpo de 4 ha .
En onde una de ellos ee procedió. aplicando las técnicas de;crip—
tes. a le eisiación, purificación. reparación, identificación y 6g
terminación de las porfirinna Diosintetizadna.
Podenosreaunir los resultadoe obtenidos en el siguiente cuadro:

Inblg La Biosinteain de porfirinns

Porfirinas iornadns
traccion "C" Fraccióí'"u". Se

(') PIX 3-c c111 5-c 6-c 6-c ¡111 UI 0111 no id.

eOPOhO'¿LA 4+ - ?+ - - - - - tr o
--.t.c. ALA1.86 - - ++ - - - - — +1, 
".t.c. ALA3.73 - - ¿4 - — - ++ - ++ 
s.t.c. ALA5,59 tr t ++ t t t ++ - ++ i
a.t.h. ALA3,73 tr + ++ á ü t + - * ’
a. tec. ' ALA7,46 tr o ++ A + e ++ - +++ e

sot.c. ALA3.7? tr o ++ 4 ¿ e '++ — ++ e

s. he. ALA 5.59 tt o ++ e e A. JH» + +++ e

Algunos resultedoa corresponden e promedios de duplicados.'
(') La concentración de ALAse expresa cono fipnolee' equivalentes
en porfirinne; teniendo en cuentn el hecho de que 8 moléculas de
ALA91 361o 4 de PRG). se requieren para sintetizar 1 de porfirinn
o sen, que Ice concentraciones que figuren, tanto en este Table .
cono en lee siguientes, hey que nultiplicnrlee por 8 (6 por 4. pe
re P36), pere tener los eoleridndee reelee.
Las cruces. indican 9610 proporciones relativas en cada experiencia
e.p¡h,: eritrocitos de pollo henolizndos.
s.t 0.: sangrototnl de conejo.
s.ï.E.: enn¿re total humana
Le identificación de lee distintas porfirinns. ee unn consecuencia
de le epliceción de lee cronntografíns en papel y colunnn, tanto
en lo que ae refiere e este Tabla cono e las siguientes.

mdmw«>\.nnw

Le secuencia de operaciones aplicadas en todos los oasoe
fue en general: incubación, aigleoión de porfininnn, eeterificeoión
cronetogrerie en papel, en colunne, obtención de entidadee croneto
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gráficas, nueveidentificación sobre papel, cristalización. curvas
de absorción etc...

Teniendo en cuente que una atmósfera anneróbica (109). de
1u¿nr e un mejor rendimiento de in fracción 'U'. sobre le cual rea
cne nuestro interes, se llevaron e cebo distintas experiencias en
tales condiciones, es decir burbujeo continuo de nitrógeno.

Asimismose probó 1a influencia de le modificación de cie;
toa factores.

Ieble ¿La Con distintos concentraciones de ALA

Porfirinno forlanao (enfig)
8

fpnoles"
Exp Prepnr. Fracción 'C' Fracción "U"

PIX 3-6 CIII 5-0 5-6 6-0 PIII UI UIII no id

la So’opeho - ’ 40 Ó' " ’ " "
2. Beee’oho - *’ 70 ” + 4' - 180 *
c.e.p.h.z sobrenedente de eritrocitos de pollo hemolizados
Tiempo de incubación: 90’

Lee determinaciones cuantitativas, se realizaron . en to
dos los cenas, aplicando el nicrometodo para tel fin descripto en
H‘tOdOCO

T5215¡Vaalpleo de distintos soluciones isotónicea

Porfirinee for-eden (enfg)
8

Zonales"
Exp Prepar. FracciSn 'c' Fracción "U"

PIX 3-0 CII! 5-0 6-6 6-6 ¡III UI UIII no id

1.30°:oh. - - - a 4 27- +1
2. SQSQZQh.ALA3,7?9 - J U4 * fi + 3° tr 118 *
3. 30.0poh. P30 Ïg7Ï9 - * 56 * * - Ï7 tr 125 #

('): Exp 1 .ce empleó solución de sacarosa 0,258 comoliquido de lge todo y disolución.
Excepto en le única experiencia indicada, en todo: las demás se usó
solución fi 31016513..Iienpo de incubaci n: 90'
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Table ¿11: Adistintos tiempos y celenteniente del sietene, previo
e le incubación durante intervalos de tiempodiferentes

Porfirinee formadas (enflg)
8ExpPreper. Fracción 'C' ¡rección 'U'

jfeoles' PIX 3-3 CIII S-C 6-3 6-C HII UI "III no H
(o CI)

1h BeeepeheALA ' ' 5 - - - 5 " "
2h80.0peho - - 9 - - - - 21 
abBe'epehe ' + - + + 30 tr m +
4. :1 - r y 15 4 50 +8.0.poho ALA1, " ‘(')

SeCepehe 3, - " Y ? 1’ " *
SeCop-h. - ? T Ñ’6° - ’

ulNH

OOO

Q0 oeehe c- - - - - - 1.
s :.?') ALA2,242 6,6 1,2 - 

1d s.t.c. ALA7.478 - 5 80 4 4 + 100 - 360 O

2dBE:;ïe - - 4.6- - " " -
(') a calentede 10’ e 6090 lb g incubade durente 30'(") a celentedo 15‘ a 6090 a incubado durante 60'
("') z calentado 30' e 60's dos los deals incubadoe90'
(") a calentedo 15' e GoicW:

Delee tables anteriores. pode-es deducir:
Dele Tabla I se verifica que se necesiten eritrocitos

nucleadoa (Exp.1), pere la sintesis de P IX.
Las trazas de P IX que se encuentren en las denia expo

riencias, posiblemente se deben a fuentes endógenaa.
Se han identificado en todos los casos porfirines de dig

tinto n9 de carboxiloa.
Debehacerse notar en general, que le aisleción de port;

rinea de estos sistemas, no es cuentitative; sino que se ha deterb
einedo que le extracción de porririnee del sistema de incubación,
precipitado con 1a mezcle 3:1 (6 4:1) de acetato de etilo z ácido
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acético; tiene un rendimiento menor del 50%. pues hay una coneid;
rable adsorción . sobre todo de la fracción 'U'. sobre 1a protei
na precipitada; de manera que las valoren experimentales informad
dos, son en realidad menorca que la mitad de 103 realce. A pesar
de ello, no se ha encontrado un método mejor. Aúnasi. es el mia
conveniente, particularmente debido a la presencia de la P III en
la fracción "U".

De las Tablas siguientes, 11,111,1V, se comprueba que g
na atmósfera anaeróbica, detiene la síntesis a la altura de la
tracción "C".

De la ranla II, vemosque un aumentoen la concentra 
ción del sustrato, produce eorrelativanente un aumentode einte—
51 Be

Dela Tabla III. ae aprecia que con la mismaconcentra

ción de sustrato (Exp. lb,2b.?b) a mayor tiempo, mayor sintesis 3
pero se ha observado. que lue¿e de los 90', para una concentración
dada de suatrato, la cantidad total sintetizado permanecemáso
¡anos constante, aunque aumentala proporción de la tracción "C'.
a expensas de la "U'; lo cual no es de nuestra conveniencia. De
donde el tiempo óptimo para nuestros finca es de 90'; por ello tg
daa laa demásexperiencias ee llevaron a cabo durante tal lapso .

Ademas,un calentaaiento previo del sistema durante un

tiempo menor que 15’ (Exp. 4h) no produce nodificacionee muynota
bles; pero cuando ese intervalo ee de 15' o mie, confirmandowe lo
hallado por otros grupos de investigadores. ee sintetiza U I en
lugar de UIII, detaparece la F III y el rendimiento de la free
ción "C' tambien disminuye notablemente (Exp. 3°.4°.2d). los re
‘MltüdOScon eimilaree, empleando sangre total de conejo o sobre
nadantea de eritrocitos de pollo henolizadoo, ésto sería debido ,
muyprobablemente, a ln inactivaoión de la UPS-isomerana. y ade
más debe afectar también, el sistema enzimática que conduce hap
oie la "C". evidenciado por la menorsíntesis de ella y la total
desap=rición de P III.

De la Tabla IV, diremor que. si en vez de lavar laa c6
lulas y disolvor los sustratos y antibióticos con ¿lución fi ie
lógioa, ccoo ne nizo siempre, se emplea solución isotónica de oap
carena 0.25H, los re ultador no ze afectan.



Ceacya indicaron otras autores (8?) de laa tablas III: IY
vanos que ¡LA y PBG, en cantidades equivalentes, wacomportan sisi-x
larnenta.

Otras conclusionea, GXPORÓPHNOFmás adelante.
En algunas experiencias. una vez suspendida la incubación

se tomó1 ml del sistema y se detarainaron las concentraciones de
ALAy P86; resultando en ganeral que: cuando usamos ALAcono sustrg
to. aproximadamente un 15%del ALAagregado, no a. utiliza en la
biosínteais y un 25%se transforaa en P36. En tanto qua cuando aq;
nos Pac cono sustrato, aproximadamenteun 40x del viano queda sin g
tili zar. '

En este último tipo de cxperiencias anaaróbieas so proqg
¿16 al análisis da los proáuctos formados en 1a minha forma qua con
las anteriores.

La mayordiferencia entre aabos tipos dc experiencias, ng
'aidiría en 1a ausencia abseluta de P IX en el segundo tipo de ensa

yos. Daaanera que teniendo en cuenta este últiao, los croaatogran
nas tanto en papel cono an celulas, obtenidos en las alterantca aa
parienciaa, aa puedan represantar asqueaátinaaenta cono sigue:

La {15.16 anemtra un crematograaa sobre payel (105), en
el cual. caso en todos los que eiguen, se han colocado testigos de
U I, U III. F III, C III y P IX, además de las fracciones "H" y ‘C'
oorraapondiantes a sistemas normales. La fracción "U", reveló como
conetituyentaa principales a U III y F III (paaiblanenta haya una
pequeñapreporción de u I), mientras que la fracción "c' a c III.

Ó
VV V

V VOOV
V

V V l> i: ‘J'xj ¡:3u .’S‘afi'“"“«¿Juán-¡wc

¿a? 25.11: " Hg}18:
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L; fig.17 representa un cronatograla en colunna de la frgg
ción “U”, re¿uelta en 6 bandas, ao hace notar aquí, que la sensi
bilidad de la columna, en lo que respecta a 1a resolución, es nep
yor que el papal. a}

La {13.18 ¡nastra otro crenntograna sobre papal. en el
cual, afiemásde los testigos. bonos coloeaáo nuestras do cada una
de las bandas de la columna que se representa en la 113.17. Se 0Q
ser“ que las bandas 4 y 5. correspondena I III y 1’III respect;
vanessa, aparecen tsiaisao dos lanchas (bandas 2 y 3) situadag en
una pesictón interneain antre U I y fi III¡ y una porririna. que
por su posición, es deduce que on hoxaoarboxílicn.

ML. M‘
La {15.19 representa una cromatografía en columna de la

fracción "C", resuelta en 6 bandas, cada una de las cuales se pag
de ver luego cronatografiada sobre papel según se nuestra en la
fis.20. La banda 2 corresponde a una porfirina de 6 COOK,(muy
probableaente esta porfirina se distribuye entre albas fraccionas)
1a banda 3 es una pentacarboxflica, la 4 se identifica con el tqg
tigo de C III; la banáa 5 sería una tricatboxílica y finalmente
1a banda ‘6 corro igual (me la P 1x.



-39

Las fig. 21,22,23.24,25. corrésponden a sistemas previamente calqg
tadOS (Exp. 3a.4o,2¿).

La fig.21, mas tra un cronatograma aobre papal, en el
cual vanos, comoya se ha anticipado, que la fracción 'U' consiste
casi exclusivamente de U I, en tanto que la fracción "C" de c (I).

La fig.22 representa un crouatograna en columnade esta
fracción "ü", resuelta en 4 banáas. cada una ¿e las cuales apartes
luego, en la fig.23, cronatografinda sobre papel. Se revelan acá
también 2 manchas en una posición intermedia entre la U I y la UH!

v
V

ü ü‘ü‘n’v v a a uï is z

El a: Hg, 2?: F1 . “z

La f13.24repreaonta ' \ "‘““""“_’7
una cromatografía en column de o
la fracción "6‘ proveniente de
los siatenas previamente calen
tados, resuelta en 2 bandas, q;
da una de las cuales se ve en
la f1g.25 cronatografiada sobre
papel.

Unicamente se rencia
' enoOOÜOla presencia ¿e coprogorfirina. - J ;
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Aclaruos que en todos los casos, la banda 1 de las eo

lmu de carbonato de calcio, so rooaterlfiofi previamente a ¿ser
mnetida a una.mov: corrida sobre papal.

Adonisdel ¡studio ornatoüráfieo. cada una de eatas.
porfirínas bioeintátim tuo metida n otro tipo dc identifica
ción, y un todos los cams posibles se procedió a oatuáiarla non
pmtimento conla porflrina dslada de fuentes:naturales.

finmrgirig; 1;];floslntéugg *
Dead. el punto de vista de nuestro interés-:2,se realizó

un estudio mis exhaustivo con 1a pez-firma. ¿e la bmda 5 (¡13.173
para la qm se ha propuesto la dmottnacián de Firiaporfirina III

a. hn ostudiado ocupan-aumento con la P III. aislada
de orina: a. pol-fina cantina. tarda. a) porbmatografin sobro pg
pol, los Gatensjotíucos de la P III-B. el de la 1'III y una
nula dc “boa, correnemanan“ igual (¡15.27). b) por oma
mgnfin on celulas. m ¡aula do “bos éstoru, no comportacon
no una entidad cmutogrifica (115.26) y si esta bandase cmutg
anti. luego sobre papel, vuelve a dar una sola mancha(1515.27).



c) su ¿star aetílico presenta una íbrmacristalina idéntica a la
de la y III (fis. 28 y 29)

¡13.2838r15tales de la P15.22:Cristnles de 1a
P III-B.‘ P III.

d) se determinaron los puntos de fusión de ambos, separaéanento ,
as! comode la mezcla, resultando iguales (Tabla V).
e) se hicieron las curvas de absorción de las Gatitos metílicoe
en solución clororórnica (fig.30). coincidiendo sus máximos(Ta
bla Y), ¡si comolas correspondientes a las formas libres, en so
lución de ECI 25%(f13.31)(Tab18 V).

.Z‘ {3‘

a ¡A I.

t, ¡ é
_ ' L-

I l .. .

su} l I! ‘ .2 I ien 5 \ 2 : 

A i! 0 i-' 4' 51 e : =

" ¡a a ‘z M\:
’ A W; H 11. ;,' ‘H
¡no l g ¡"T v: ‘ a. u \

-Ï ii ï'h ;; H ¿I K‘ ' E u s á "

J-Ï .-‘A2 5' {a .:: \ 2 ¡
J- . Í, l f \" ‘12 .l '

¿,. ï‘ ¡_ \*_; i \‘,_ ¡ 1

’É‘o' a ¿h " g 1'“ ’ Y“. "l?
Vol ill \J X“ j. lm ¡r 'x'/ za a v' 'xM

' v».ha?“ w
“L N:*’I

0' U U 3“ ICO no IU U Ü Q - -‘

E15, ÏO: Espectros de absorción de los ¿states
uetillcos de la F {II (l) y de la
F III-B (o)
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:ï A

:7: {1‘ ' 1 .

Í: ¡fl 7 ’- ' o
:Ï' ¿A Ï: 8

:- f 1:, i. O O O
za VP". '

¿.ñ. 7- lx, A ‘

un Y... n a A A
a-_¡, A A A sm“. :¿*.:le4¡ ‘, a E. u n.

o! H H H un M W M 0Q Q ‘U ’l >-—-—_._-_ ._.__J

M Espectro:doabsorcióndeha Mi
tornan libros dc 1; r ¡II (t) y J tía de las
de la r III-B (o) tornan 11

brce do 1a
F III y la
F III-3 .

t) en “patriarca albumporfirinu y se maneras a un ematg
gra“; de Landing, presentandoel ¡1m R! (110.32)
g) no pnpmron los 00.9103“ “mico; de Cny de a ¡lo ambaspo
permuta a los mln se los detonante; m puntosde mafia y
mas a. “391.9163(tu, 11-!3L)-¡ALA-hu.Más: mmm,”
cotoju' en 1. Itbh Y.

A

mi
.4 A

‘ ; i l

m' l "n
ooo, í
no .7 1,

A' '-.‘° '.
g

«o . 1

no . ' ¡rx
l. l'

no ._ I/

no . ll. " l

- . , .

"°f /.\ ‘ 'ï
no . _ / \\ x' rd ‘ Ï'
.9. 4 °\ A

. / \ ‘

ao_ °\k’_°/ / \\ 4
no ‘\.\ _.

albo sin 9;» ¡lo ¡Ano ;u su: oleo 'f

wEGPeetros ¡o absorciónde Íïé ‘. 
¡”Jonathan lo Fa‘dp1g.n:1A n ’G, i"
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Ï f.
:
.. .-' 2' a
m / m . \‘¿¿.\_._ 8 o o
__ \.n.

M3 Espectro:a. absorcióndo ‘W
los 903910303notamos . U
deal dela l"III (l) y "——J
¿0II FHI" (a Ma emutograflado’

lutidina ¿o los
productos do do
oarboxumón de
h F III-B y III!

h) se ymeedló a efectuar una ¿acumulación dc alba: porfirinaa
y ao identificaron ¿susproductos de ¿acumulación comoc III e;
eliminan» para subasnuestras,“ ‘porla torna cristalina del '
¡am retina. su puntode M63 (TablaVI) y ademáspor won;
montón y cronfiogratía de Lutidin: (¡1335).

tal; 1: rante: de fusión y máximosde absorción do la F III. nat;
n). y Mountain y de sus activados.

Partida: P. 1’. 30h. Bandasdc Absorción(nf)
¡c I II III IV Y

r III-B 213-215 ment. 625 570 534.6 500.8 405.5
1’ III 213-215 " 625 570 534.5 500.8 405.5
F ¡III-Oil 275-280 " 562 525
F III-m IIS-2% " 552 527
F HID-a 268-277 " 571w ’37
P III-al 267-276 " 571 537
P ¡IL-B mn 25f 59?. 551 409
1?III HC]. 255 594 552 409
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Iablg gg: Productas de áecarboxilación provenientes de diferentes
porfiriuas

Porfirina Froductoa{%)(') F.Fïde1 éster ¡etílico

Bacarboxilaáa C I C III ¡C

F III-B - 100 138-141 (170)
F III - 160 140.14? (170}
U III-B - >95 133-140 (170)
U III - 100 140-142 (172)
U 11‘! > 95 - 248-250
U.I . 100 - 250-252

(a) Identificacián por cromatografía
Conclugionos

Los resultados obtenidos, permitan afirmar que la F III.
originalmente llanaáa porfirina 208 (36,164) y esta porfirina bio
sintética, la F III-B, asi caso la Psü aislada por Falk de siste-
mas similares, xau un mismo compuesto.

üronorfirigg ¡Ilwggosintáttcn
(Banda 4, fig.17) Se estudió comparativa-ente con la U III aisla
da de turacina. Presentó igual comportamientocmsatográflm tanto
en papel cama en columna de carbonato de calcio.

Se tomaronlos puntos de fusión de los ¿states ¡etílicos
(Tabla vn). '

Se observó su típica Iorna cristalina (¡13.Ï6)

¿12.4638r1afales de la Cri tales de la U III-BUII.
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xf dq decarboxilg
¿ g a g a a a z - g ‘s ac' ción du laa4 "

—rr r r — 7N r w w r . " (¡III-B y mn.
¿1¡,21: Espectro: de absorcifia'do Los ¡starts

¡etilieoa dc 1a 8 III-B (o) y de la . j
U III (A). 9

_j¡ytgEEsssey;Si:1z:¿g_w07:35-III|vvIIIvñwn1v11
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g ‘\
Qx
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Si efectuaron las eurvus de ab332916aan clorofarlo dc
los iatcroa Ictilteos (fisa37). coincidiendolas liliana (tabla VII)

ïor dacarbaxilación o tdcntificacxón do los productos rn
aaltantca. 1a UIII proánoe totalnonto c III. la U Ill-B. podcnol‘g
sosnrnr ds acuerda al rizado que por La ¡anos un 35%¡a c III. no,
a. apreciaron ni trazas del otro ¡adicto (113.38).los puntos do ru
sión de las ¿stores ¡etílioos son casi idénticos (Tabla VI).

Uroggrtirggg 1 gtos¿gtág;cg
(nana; 4, ¡13,22) s. oatadló comparativamentecon la u I aislada d
orinaa ¿a porflria congénita“ Igual comportanlcntocraaatogritieo .
30 tonaron las puntos de fusión de sus ¡store-:notílicos (tibia V19 ,
Presentó la tonta cristalina tipica (fic.39) J

ïor decarhoxilación c identificación d. los productos ,
¡ibas produjeron exclnaiv-nonto c I (sin ¿rusas do c III) (flcQQO)
cuyos ¿stores ¡etiltcos cristaliznrcn cono C I y fundieron colo gg
1.a (Tabla VI) ‘
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215,ï2:€rxsta1os ¿51 Cristaies del ¿rte? '¡sus ¡etílico ¡etílico de la u I-B
de la {JI.

3. efectuaron 132-:curvas de absorción da los ¿Esteras no
tíncos en olor-atom “1341), coincidiendo sus náxinos (Tabla VII)

CDC)

É

la.

¿ l ,1 E ï. a É L

. A f' . ¡ada glák Í Éïg EB\ P É

:Eh& f is“! V "xhrfíílM: Cronatogrnfía "w
do Landing L A ' ‘ A _ A _ I. ‘ ¿ ‘ ‘
de los m m m u 9“ su no no no no a. un
“5 d’ “cm” flízilz Esfiecfroa de absaorciSnde ¡léíaígteros
É°‘11‘°15“ d“ netíliooa de 1a n 1-3 (o) y de la u I
Ü I‘B y U Io (‘).

En!

Qggraggrfirina LI; Biosiméuca
(Bands 4, 135.19) Compartüvaaente con la c III de intoxicados: con
plomo. animal-tamiento cronato¿¿r6fico, en papel y columna, idéntico
con el del testigo.
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?resent6 farsa cristalina típica (fig.42)

113,5230r13talea del Cristales del -6gterlater ¡etílico ¡etílico de la CIII
de la C III‘B.

ü Por ¡aponifioación del ¿atar y corrida de 1; form: 11
bra, dió únicamente C III (fig.47)

Se efectuaron las curvas de absorción en cloroforao dc
los ¿eterna metilicos (fig.44), resultanúo coincidentes los Big;
mas (Tabla VII}.

cu En cnct

O

.HPHHFHHFHPH!HH’v

F13.5?:Cronatograp
ría de but; v ' ”
¿inn de 138 F15. 15: Espectros de absorción de los ésteres
c 111-3 y metílicos de 1a c Iii-B (o) 3 de la
la C 1-3 o C 111“).
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gabi; 111: Puntos de fusión y mini-os de absorción do los distin
tos porfirinna biosint‘tiona y de los oorrespondiontos
iaóneros aislados de fuentes nnturolos

Porfirinn P. Ft Hixinoa do absorción ( nf)
nc 1 11 111 Iv v

u 111-3 244-246 626 571 " 536 503 406

u 111 256-258 626 571 "5'56 503 406.5
u 1-3 289-291 626 >71 536 '5 406

u 1 2413-2» 626 571 5'56 3 406

c 111-3 142 (170) 621-622 566 33- 4-98 401

c 111 142 (172) 621 566 533 493 400-401
33411517) 120-138 628,5 566 53-7 5035-35 404
3.34 ¡13.17) 130-130 628,5 566 57:7 5035-35 404
3.24 fig.22) 626 57o 537 502, 5 406-407
B. 2( fis. 22) 626 57o 537 502. 5 406-407
B.6( 113.17) 180-135 624.5-25 568-70 5:7 503 405
B.2(fig.19) 130-165 624.5 57o 53.7 50? 405
¡»3111919) 150-108 624 568-570 537 500 404
n. 5( r1g.19) 170-184 626. 5 575 542 505 401
3.6(fig.19) 220-224 629.5 577-574 54o 507 406
P 1x 228 630 574 543 507 407-408

ggnroggrgirinn 1 bioaintótiga
(Bando 2, fig.24) Conpnrativo-ente con la C I. Comportamientoorg
nntogr‘fico. de la torna libro, idéntico con el del testigo (fig.
43).

thgg ggrfirínnr biosintétiggg
Conol resto de las porfirinns biosint‘tioas presento:

en nenor cantidad, so reunió notarial suficiente, comopnra ohne;
vor ol comportamiento cronologrifico en papel y en columna do cap
da unn de ollas aoparadnmonto;se cristolizaron sus ¿stores meti
licos, oprociñndoao tornan diversas, y ao detorninoron sus puntos
do fusión (Tabla VII). So identificaron con porfirinna do 2.3.5 y
6 grupos COOHpor IoIchln, por cronntografín.
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Debeseñalarse que todos los datos tabulanes o ¿rating
dos. son ei resultado de repetidas deterninacienes con materia
ies purificauos por varios procedinientoe. hasta encontrar valeO
ree constantes para lne diferentes propiedadee. estudiadas.

92221252221!
De todo lo anterior concluinoe, qne 1a F III-D, ln po;

firine 208 y le Pen son el ¡18.0 conpueete.
La nroporfirinn aislada de los niaeee Iistllna de inp

cubación presenta comportamientosiniiar a la U III de tnrneina.
La copreporfirinn presente tanbiln en estos sistenns, ea iaónere
III. con propiedadeeidenticns el testigo de c Ill.

Le urcporfirina que se outiene de sistenae previa-ente
calentados n63 de 15' n 6090, ee U I; en tanto que ia cepreporfi
rina que se revela en ellos, pero en any pequeña cantidad, port;
necerin nl ieólero I.

De las demie partidas 5610 podemosinfonnr que se tr;
ta de compuestos con ni de carboxiioe intermedios.

Y en general. digimon qne ln fracción 'U' (fig.17,18)
de estos eistenae de incubación consiste principelnenje de U III
aprozinadanente 60%)y de P III (aprezinadanente 30%). además de
pequeñas cnntidedee de una porfirinn nexacarbozilicn y de dos
perfirinas que por cronatografia se encuentren en unn posición
inter-odie entre 1a UI y le U III.

La fracción l'c" (fig.19.20) consiste principalmente de
c III. aconpeñadnde lucha menorcantidad de porfirinne hornear
boxílieae, pentacarboxíiicen y tricarboxilicae. ademasde P IX
(en algunos canoa).

La fracción "U" correspondiente a sintenae calentacee
previamente (fig.22.23) contiene cono constituyente principal a
ln U I. junto con pequeñag cantidades de porfirinae con poeición
intermedia entre la UI y la l III por cronntograíín; y 1a frac
ción 'C' (fig.24.25) de estos nisnoa sistelas, oonsiate princi
palmcnte de c I.
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H Í) A

PART z RI “03! RIN I I. ’ CNI ' BIO .

En 1a 1! parto dal trabaJo sc concluya que 1a F III. o
riginalaentc llaaada "porfirina 208" (36,104). cs idéntica a 1a
Pafl.

En cata 2| parte sc han logrado pruebas suficientes co
ao para afirmar que el ¡PGIII ac comporta cono un tnteraadiario
noraal on 1a cadcna dc reaccionca que lleva a 1a biosintcaia dci
halo.

30 efectuaron distintar experiencias que podeaos divi 
air en 2 grupos:
1.: üétodo dc competenciao dilución isotópica.
za: Bioaíntesis del intermediario marcadoy e indio de su incorpg

ración cn el bano.

10: Sc incubaron sistemas talcs coao el descripto en MétodOapa
ra 1a obtención de P Ix-Cl4, con Gli-c14 sola y cn presencia dc
los distintos porfirinógenos tal cono sa puede apreciar an 1a Ia
blas siguientes. Dcspais de 1a incubación, se aisló el ¿star di
aetílico de la P 1x y sc nidió su radioactividaú.

En todas laa Tablas siguientes ec han usado las conven
eionca que ac aclaran:
¿a nuestra
g: peso de 1a P IX colocada cn cada capcoleta.
g: preparación da heaclizado empleada (vor ñétodoa), voluncn usa

do, an al.
225: cuentas por minuto, ya corregidas por fondo y antcacsorción
cgalgg: actividad especifica.
Hg: sustrato marcadocon c agregado a 1a mezcla de reaccion
g no radioactigg: sustrato no radicactivo agregado a 1a mezcla de

reacción.

14

Las concentraciones de todos los sustratos. se expresan cn aolari
0

dados; ¡all- 10"“, cn cada caso, ac trata dc la concentración en
la mezcla de reacción.



gg: concentración de Hben al henolizado, expres“. en í.
W: concentraciónde P IX en el honolizado.LaP IX total,

presente on lo. mezcla do incubación, se calculó a par
tir do]. contenido de Hb y de]. porcentaje de P IX on la
mino (3.473€, expresado comoGstor dimetllico).

La incorporación del 3-614, se mide cono P IX-C14.
Los resultados son proned1os de dll¿;lic.f3°80

-52

Debohacerse notar que los porfirinógonos so han agregado en con
c14centracionoa equivalentes a las de Gli-2- o

Elgoriencig 1: Incorporación de FPGIII en o]. halo

(32.745 cpu/pnl)

a a 23 nl
se s 6.41
Lu: 67¡8
Tabla vu;

H 1’ op- cpu/Ia
Ig

¿1 21.3 219.4 10.3
31 21,0 46.0 2,1
c1 24.7 4.a 0.19

un; ¡g
I 8-6“ s no radicacuvo s-cuincorporado en el homo

CPMtot. ¡mol fi

A1 c11-2-c“(2oo pl) 630.1 7.4 0.090
(92.745 opa/¡Ion

31 c11-2-c“(200pn) ¡ya III (22,!) 140,7 1.5 0.019(92.145 cpu/pol)
c:1 611-2-c“(200,m) vpo III (42 rn) 12.7 0.13- 0.001

mmm-2’ Incorporaciónde UPCIII en el hello
fly

322.1
3893*

P Il! 6:711"
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Tabla L.

H P cpu cpu/ng
¡g

A2 15.6 572 36.60

BZ 24.8 181 7.23

H S-CI.“ 3 no radioactivo s-cl4lnoorporado en o]. nano

opi tot. ¡anual 7‘

¡2 611-2-Cl4(306,ul) 2.309 20.0 0.24
(121.250 cpu/¡mon
c11-2-c“(306 a) um 111 36 u 460 3.99 0.05

2 (121.250cpl/f};01) t r) .

meriencig 'fig Incorporación do FBGIII y ¡JPGI en el homo

g 32031
Hb ¡6,1%

¿La 42 ng

Tabla EL.

"d

H P cpu cpm/mg

A1 12,0 108,0 9,0

c.‘ 16,0 152.0 s. 5



" a I .

‘ 3-61 4incorpcu'adm en e]. homon 3-01 3 no ndioactivo
op- tot. ¡on-¡01 :5

A, 011-2-01‘cï30,n) -—--------—- 378.0 3,60 0.045
' (103000 cpu/¡mon

33 011-2414030”) mc 111 (37.7,01) 68.2 0,66 0.000
(103000 cpu/lumen)

0., cu-z-clfi 330,01) vpo I (4o lun) 399,0 3.00 0,048
’ (1024000cpu/¡»1)

m ensucia 1: Incorporación de HG III, F III y ¡JPG1 en el hago.
fl s 18 ¡1
y); t 8.4 f
Lu: 52IC
Tabla gw.

H P cpu CPI/.8
lg

A4 15.8 175.4 11,1
B4 20,0 50.0 2.5
c4 10.0 111 11,1
¡ii 4.0 4a 12.0

Tablg xv.

4 3-0141ncorporado en el hemon s-c1 s no ndioactivo
op. tot. ¡"‘01 S

A 611-2-014( 1741ng _ 577.2 5,60 0.0704 (103000 opa/¡mol

n4 011-2-c“(341,.u) m: III (42.5,!) 130 1,26 0,015
(103000cpu/fm“

c4 alt-2.01% 341,:14) r III (41.90") 577.2 5.60 0,070(103000 opI/ mol)

04 c11-2-c“(341,m) um: I (40.3,..1) 624 6,05 0.015
( 103000cpu/pnl)



-55
apariencia fi: Incorporación de P'PGIII-B y UFOIII-B en el hemo
g z 23 nl
a! a 8.3 fi
Lu! 66le
Tabla XVI.

H P cpm cpu/Is
mg

Si 37.5 341,0 9.0

Iablg la}.

4 3-C141noorporado en e]. haloH 3-61 3 no radicactivo
cp. tot. ramo]. I

Ar a11-2-c1‘(297,m) -———-—- - 3.394 33.4 0,410
’ (116625 cpu/,nou

35 c11-2-c“(237,m) PPCIII-uzsfn) 442 3,3 0,041
(116625 cplánlol)

c5 cu-z-cl‘navn) UPC¡II-mía,” 594 5.o; 0,063:
(116625 cpu/¡mon

Egggrienogg 6: Incorporación de CBCIII y CPCI en el heno
y, z 27 Ill

ü 3 6,1 ¡ü
LLIB 75 ns
Tabla XVI 1.

M P cp. cpu/ngg
A5 752.5 1.752 53.8
36 Í’4.0 187 5.5
(:6 22,9 1.181,6 51,6
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4 Sncl4incorporado en el homoMl s no radicactivo
cp- tot. penal 1

“6 cu-z-c“( 257¡»1)
(116625 oplúpaoi)

36 611-2-c“(257,uno crc III-¡(13,H) 412,5 3,5 0.04
(116625 cpn4pnol)

06 o¡1—2-c“(257,m) aro! (23”) 3.870,0 33.2 0.40
(116625 cpnónnol)

4.035,0 37,1 0,44

Conclusioneg.
Ji de todos los datos anteriores resunenoa los resultados

en un cuadro comparativo, cono el que se nue tra en la Tabla XX.
vanos allí que las actividades en 614 de las nuestras de P IX de
los sistemas de incubación, conteniendo ¡PG III (Exp. 1.3.4) y PPG
III-B (Exp. 5) son muchomás hadas que las de aquellos que no los
contienen.

Se han obtenido resultados similares en presencia de UPC
m (Exp. 2). aro III-B (Exp. 5) y cpc III-B (Exp. 6); pero cono se
esperaba, no hubo diiución en presencia de P III (Exp. 4). UPCI (
¿1p. 3.4) y cm I (Exp. 6).

Adonis, de 1a experiencia 1 se ve que ai se aumenta 1a co
concentración de porfirinógano, hay una mayordilución de 1a actiti
d‘d.
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T9151 33621201101611de las actividades del 65';th ¡etílico de 1. P IX- , sintetizado a putir de Gli-¿014 y on presencia de los
sustratos no radicactivom FPGIII; FPGIII-B; UPCIII; CPGI
P III. CPGIII y UPCIo

¡4 3-614“¡corner-ado en el hac)Ezp 3.0 s no radioaotivo
cpu/Ia sí P)

Gli-Z-Ei4( 200;- n) 10. 30 100
(32.745 cpu/¡»Ion

1 c11-2-c1‘(209 ¡111) PPC111 (22 y!) 2,10 21
Uz._745 cpu/yaoi)

c11-2-c“(2oo,m) m: 111 (42,411) 0.13 2(92.745 cpu/final)

c11-2-cl4(306¡un M...- 36,60 100
(121250 cpu/¡non

2 c11-2-c“( 306;.)1) uva 111 06,14) 7.29 19
(121250 CPI/,MOI)

011-2-c14(330ya) -—--——---— 9.o 100
(103000api/flan .

3 c11-2-c“( 370,14) m III (37.7,!) 1.6 1a
(103000 cul/(n01)
cu-a-c“( 330,11 uva I (40 ¡(14) 9.5 105
(103000 cpu/¡.301

c11-2-cl4t 341p u) --—-- -—-—- 11.1 100
(103000 cpu/¡1mm
ali-241% 341,.11) FPG111 (42.?!) 2,5 22

4 (103000 opa/,oMI)

c11-2-c“( 341,114) 1*111 (41,901) 11.1 100
(103000 cpu/¡(Ion 
c11-2-c“( 341,11) urc I (406,!) 12.0 108
(103000 cpu/¡»1)

011-2-c14( 297,m) 59.0 100
(116625 cpu/¡non

5 011-2-0“(2J7 n) rpc III-n (35,01) 6,7 12(116625 cpl/ 1)

c11-2-c“(297,m) UPGIII-B (35,44) 9.o 15
(116625 cpu/¡non
011-2-c14(257,m) ---------- 53.8 100
(116625 cpu/¡mou

6 011-2-cl‘(257,m cm: 111-3 (13,0!) 5.5 10
(11‘525 epi/¡mol
c11-2- 4(257m1 cm: I (233,11) 51.6 96

('):Ca.1culado sobre 1a base de que la incorporación de cua-cun 100%

(116625 cpu/[mo].



Las portirinas libres presentes en loa aietenaa de incubap
ción que contenían F?CIII (Exp. l,?.4)¡ ¡PC III-B (Exp. 5): UPCIII
(Exp. 2); UPCIII-B (Exp. 5); CPCIII-B (Exp. 6); UPCl (Exp. 3.4) y

CPCI (Exp. 6); fueron extraídas con HCl 10%, cono ee indicapn Hete
doa, esterificadac y cromatogratiadaa sobre papel y en columnade
carbonato de calcio, deterainándose aproximadanentelos porcentajes
de las distintas porfirinac coaponenteade las mezclas correspondieg
tes a cadasisteaa (tabla XXI).

Ig!¿g_¡¿13 Porfirinac componentesde los siete-ar de incubación
conteniendo distintos porfirinógenos cono sustratos.

Porfirinae tornadas (S) (')
Sustrato

u III u I r III 6-c s-c c 111 c I 3-c PIX

¡rc 111 - - 4 2 3 45 - io
rre III-c14 - - 4 3 3 50 - 5 35
urc 111 1.5 - - - 3.5 35 - - 60
UPCIII-C14 3 - 2 2 4 35 - - 50
crc 111 - - - - - 75 - 4 zo
crc 111-c14 - - - - - 70 - 3 25
crc 1 - - - - - - 100 - 
un I - 1 - 10 - - se 1 

i'): Los porcentajes se calculan teniendo en cuenta la cantidad to
tal de porfirinar en oadafracción, y en el caso de los sastre
tee aarcadoa, ademie. la actividad total.

Los resultados obtenidos en estos casos, coincidieron con
loe obtenidos cuandolas porfirina: libres provenían de sisteaas de

igfubación análogoe; pero conteniendo ¡PC III-C14 (Exp. 7,8); UPCIII' (Exp. 8) y CPCIII-61‘ (Exp. 8). También ee obtuvieron sus Gets
res netílicoe que se analizaron en forna idéntica; pero ademásse a;
dió la actividad de loa componentesaislados, resultando cono se ee
perabah radioactivoa. Tanto las columnas comolos cronatogranas en
papel fueron similares en loa casos de rvc ¡11 y FPGIII-C14; UPCIII
y UPCIII-c14 y CPCIII y CPCIII-614; la diferencia radicó, cono se
dijo. en que las portirinaa aisladas de los segundos, eran radicacti
VEB.
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En las figurns 47,48.49.50.51.52.‘3g54o55 y 55. 8' ¡ut!
tran los resultados mencionados.

O

OO o

oo"
v v

en”üaïsaüg

g;¡¿31_¡_1gzGrounsogratia cn columna y ng
pol dt las porfirinna aísla»
das de los sistemas de ineuhg
ción con: ende EFGIII o
FPG III-C o

Oo' o!
OO 0

'313352 1 figzeronasografín en calumna y ng
pel de las portirinag aislan
das de los siatalaa de in 23ción conteniendo UEGIII
0 UPC IIIG
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W: Cromatografíaencolumna
y paga de las porflrinu
aisladaa de las 818‘31‘8conteniendo GPOIII- o
CPS III

mm
o

O

Oo O

O

VO
guüüga»z

12.543- ..¡[il
Pl

W: Cromatografíaencolumny
papal ¿e las. porfirim
aisladas de los sistemas
conteniendo UPCI.
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g;5¿22¿1_2fizCroaatogrstia en cola;
na y papel do la port;
rimas aisladas do los
sistemas conteniendo
CTG I.

Conclusiones:
La presencia de porririnas con distinto ni de carboxi

los en estos aistcnas. conteniendo los dirorantos porfirinógonoo
cono sustratos. activan cuandoloa ¡lanas ostaban ¡grandes con

5 es otra prueba más para suponor que la ¡ocarboxilación. co
no se viano sngiriondo, oa un proceso en etapas o

Obscrvanoa que el principal prodaoto tornado, cuando
los sustratos pertenecena la serio isonirica III, es en gencrnl
C III, luego lo sigue la P Il: pero en los chaos de CPGI y BFG!
ia decarboxilación se detiene nn la etapa de c I, de donde se

confirmarian las suposiciones de Sano (78), de que no debo exis
tir el siatena enzimática capaz de producir protoporfirina isfigg
ro I; pero parecóría, que las docnnboxilasas que actúan anita
BFGy CPGlo harían indistintamente sobre subas isóneros, por
cuanto 30 pueáe obtener C I a partir de UPGI.

V
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gg: Incogpgrnción del interledinrio marcadocon gí‘ en el nene,

Se prepararon P III-c14 con unn actividad eapecirica
de 365.000 cpu/ng. U III-61‘ con una nctividna especifica de
347.000 opa/lg y c III-c14 con una actividad especifico de
483.000 cpu/ng, por el procedimiento descripto en Mátodoa.

Se incubaron entonces eritrocitos de pollo henolizndoe
conaii-2.a“, src III-c“ y crc III-c“, sin otros sustratoa.a¿
guiendo el nisno procedimiento que en los casos anteriores. Los
resultados obtenidos se puedenver en Inn tablas siguientes.

ganeriencig 1: Incorporación de rwc III-61‘ en ei nena
g z 23 nl
El! 3 803 f

2 1;: bóng

Tnblg 15]}.

H P cv! cpu/Ia
ngH “.0

B7 10,0 1.108,0 110,8
07 20,0 2,2 0,11M

S-cl4ineorporodo en el heno
H 3-614 I no rndionctivo

cp. tot. ¡pnnol fi

m: 111-c“(4,79,.n) 4.448 561,0 56.10
3., 611-241“ (315,14) 1.312,3 62,8 0,78
c7 cn (315,!) 7.26 —— .
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93geriencig o: Incorporación de ¡vc III-c“; um III-c14 y cm ¡u

c14 en el nano.
l_i_ z 27 nl

'52 a 8.1 ¡6

LB: 75la
¡abla ¿m1.

H P cp- cpu/lc
ng

¡a 43.9 1335.5 30.8
Be 24. 7 2.441, 2 ,38,6
a 32.0 1.757,0 54.9

D 32.5 1.752,0 5?.8

E8 13.0 5.7 0.43

‘hblg 532.

4 S-Cuineorporado en el homo
H 3-61 8 nogradioacuï:

opa tot. ¡anal 1

A8 m: III-c“(4,16,.n) 2.310 233.0 28,8
BB ¡Irc III-cl‘uJS/m) -—----—--— 7.3;5 410,0 41.0
c8 crc ¡II-c14<5.31¡.n) 4.117 217,0 21.7
na 611-2-614 (269 fu) - 4.035 37.1 0.44
¡aa cu (253 ¡.n) 32 - —

Mi Conpar16ade las actividadesde].¿star dinetflioo de 1a
1>Ix- ¿aunado a ïartir de cu-z-cu. rpc III-C14.um III-cia y cm III-C 4 .

c14 cuentas tot. s-cl4incorporado en el henoExp s
"r’gadas cuentas tot. fi de incorpora:

cu-z-c“ (315,34) 33.000 7.312 0.73
7 ¡rc 111-c“(4.a ,14) 8.000 4.488 56.1o

cn-z-c“ (269,.H) 933. 4.035 0.44
FPGIII-c“(4,2¡u) 8.000 2.310 28,8

8 UPG111-0“(4.e¡on) 18.000 7.315 41.0
cpc 111-c“( 5.3,!) 19.000 4.117 21,7
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ggnolusiongs:
Do ln Tobin XXVIpuedo verse que la actividad en c14 4.1

Gstor dinetilico do la P IX aislada do ln.Hb do los sistelaa do ig
cubnción conteniendo ¡PG III-cl4 (Exp. 7 y 8) nuestra una exoolon
to incorporación de c1 g ln cual es de alrededor de 72 veces nnyor
quo a partir do Gli-2-014.

so obtuvieron rouultados similares n partir de UPGlll-¿n
(Exp. e) y a. cpc ¡xx-cl‘ (Exp. a).

Dolos datos obtenidos, por aplicación del métodode di
lución iaotópicn y el estudio de ln incorporación del internedinrio
nnrcndo. bonos establecido que ¡ro III. pero no F III, os un inter
nediario normal, siguiendo al UPCIII. en ln biosíntosis del halo.
Ademásvorificnnos que, UPCIII y GPGiII. ya provengan de fuentes
naturales o biosintéticas, son los verdndoros intermediarios on ln
biosintasia del bano, hecho que concuerda con los resultados de 0
troa grupos de investigadores; y se hn doterninnao yor l! voz, la
incorporación directa en el bono del UPCIII-c14 y del CPG[II-014.
So halló. cono ora de esperar que, ni CPGI. ni UPGI u. comportan
comointermediarios.

Por otra porte, ¡uy proboblencnte. ln decnrboxilnción pq;
coderin por pasos, es decir que un posible mecaniunode ln biosintg
sie de ln P 1x, ya n la altura do nuestro hallazgo seria el siguiqg
to: , ? ?
pnc -9 uva r1: -9 rra 111 -+ pc á-c -9 P0 s-c -9 crc 111 -a pc s-c
-9 P IX.



-65

CONCLUtanON EME; Y ¡(Riga

El presente estudio tiene por objeto: le bio Intesie
e identificación de porfirinao formadasin vitro por eistenns
de GRo fracciones de 103 nisnoe en presencia de ALAo 230: la
investigación de le naturaleza qui-ion de le porririnn descrip
ta por Phlk comoPau y su identificación con la aislada de ori
na de porfirie humana,denoninndeoriginalmente 'porfirine 208?
finalmente, siendo dicha porfirinn de estructura isomérica III.
el estudio de su xignitioedo biológico y posible intermediario
en le biosfntesia del homo.

Se describen una serie de metodos eplicados durante
el trabajo, en particular un Iicronétodo para lo determinación
cunntitetirn de porfirinne, que he surgido de nuestro leboretoe
rio (114). Adll‘. algunas modificaciones interesante: a otras
tecnicos que nen mejorado laa ¡islas desde el punto de viste de
su rendimiento.

El onpleo de distintos sistenas de incubación, en di
ferentes condiciones. de atmósfera, teeperaturn, tratamiento
previo. etc, llevó e le elección de un determinado siete-e como
el nie eficaz. es decir que produce un lejor rendimiento, en lo
referente n le bioeintesia de le F III.

Conignelee concentraciones de sustrato. e never tie;
po de incubación, hay mayor síntesis; pero e los 90' se alcanza
aproxinadnnente, el méxico. de donde el leJor tiempo de incuba
ción es, para nuestros fines, de 30’.

El uso de solución fisiológica o de encarece 0.25 H,
cono liquidos de lavado o disolución. no producelinguna modifi
cación.

Se nen estudiado independiente-ente, cada una de lee
porfirinas aisladas de los distintos sietenne de incubación,
conpnrntivalente. cuando ora posible. con los correspondientes
isóneroa provenientes de fuenter naturales: identificándoae a
:I dichas porfirines.

Se aprecia que la tracción "U" consiste de aproximada
mente 60%de U III y aproxinadenente 30%de F III, adenás de ng
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notes cantidades de porfirinas que poseen una aovilidad correo
pondiente a, una hexacarbcxilica y otras dos que se sitúan en g
na posicifin intermedia entre 1a U I y 1a U III por croaatograiin
sobre papel (105). que no habían nico descriptas anterioraente
en sistemas similares. La fracción 'c- consiste principalmente
de c ¡11 y cantidades menoresde portirinas'hexacarboxilicas,pqg
tacarboziiicaa y tricarboxilicas, tampocodescriptaa anteriorneg
te. Estas portirinas nue :e encuentran on pecueña cantidad, fue
ron detectadas utilizando 1a croaatogratfa en colulna de carbon;
to de calcio, que deaostró ser ala pensible para 1a separación
de porfirinaa que la cromatografía sobre papel de Bulk y Benson.

Si el sieteaa ae calienta previaaente e Gonedurante
aás de 15', ocurren caabioe muynignificativoa en lo que atañe e
1a naturaleza de las porfirinae sintetizador, así: 1a tracción '
'U' consiste casi exclusivamente de UI y desaparece la F III;
en tanto que el rendimiento de 1a fracción "C" disainuye coneng
rableaente y esta consiste sólamente dc c I.

.cuando se eaplea ¿La cono sustrato, aproziaadanente un
15%del ALAagregado no se utiliza en 1a biosintesis y un 25%se
transforaa en PRG; en tanto que cuando se usa PDOcono sustrato,
aproximadamenteun 40%del aisao queda sin ut lizar.

Utilizando uva III-614 y ara III-c1 ce deauestra por
1‘ ve: su transformación a P IX, confirmando que el UPCIII y el
CPGIII. pero no el UPCI. ni el CPCI, ron intermediariOS en la
biOsínteaia del heao.

Se han aislado e identificado las porfirinas libran
formadas cuando se usaron los distintos porfirinógenos cono dus
tratoe. determinandose los porcentaje: de 109 diferentes coapo¿_
nentea de cada fracción.

SE DEEUESÏ’HA QUE LA PORFIRIHA DEJURIPTA POR FALK CDM

PSÉUDOUHÜPORPIRÍNA. ES IGUAL A LA AISLADA DE ORINA DE PGRFIRIA

HUHAHA. DESIGHADA CUMO 'PORFIRIHA 208. I ACTUALMENTECONO PIRIA

PORFIHIHAIII.

PUR OTRA PARTE. MEDIAHTE LA TECNICA IJÏIÜPICÁ SE ESTA

BLECE QUE EL ¡PG III ES UH IKTERMBDIARIO “ÜHMAL. SIGUIENDO AL

UPC III EE LA BIO iSTESIS DE LA P IX. Y MUYPOSIBLEEERTE LA DE

CARBOXILACIC‘N SERIA UN PROCELD EN ETAPA-3 QUE SE AgUS'l’AflIA :3 '31

GUIENTEn‘eugnkgornc -+ urc ¡11,Á1 ¡vc 11 -e pc ó-c PG 5-0 

-9 crc 111 -e rc 3-c -e P Ix . " ' [V
WMP/1?
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