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El ácido delta nmino levúlzco (Alu) en un procuraor motaból;
00,1ntemediario mtzmul en la btosinteaia de pez-firm e.

En este trabajo ao tesis ao analizan detalladamente los nntg_
coúentee netubólicon de lu biosinteain del AL¿a pnrzir de los
trabajos de uheminy Kittenberg cn 1945 con glioinn antenas 315;
mencionandolas experiencias principales mediante las cuales se
Conocieron loa primeras pasos metabólicos de la bioainteaia 60
porflrinan, hasta que Shaminy Russell en 1953 demuestran que al
¿lá es un paso obligado en el camino de le bioainteuia úe estos
compuestostetrupirrólicoa. Se analiza también elcurso metabólico
¿el ¿Lu vía portabilinógano (P36). eumoasi también su posible
conversión un purinne a través del denominadocielo glicinH-euoc¿
nato de phemin.

La biosintoaiu del ¿LAae ranlira a partir de glicinn y nuca;
n11 Co A, o de gliclnn y áczdu auccínico con la presencia de dife
rELsoa factores necesarios rara el proceso comoser fosfato de py
ridozal, %¿+‘, Co A, oxígeno, etc. 71 mecanismo ¿or el cual ao rqg
liza este proceso, también os conectado en este trabajo.

La enzima encargada de llevar a cubo esta ranccián es 1a áci
do delta nminolevúlieo ointatasa (ALAS)y an encuentra prbacnto
on 1a fracción m¿tocondr1alde los eritrocitos y de otras células.
comoasí también en la fracción sobrenadanto de centrifugnr a
100.000 I g las partículas oubcolulnras de las bacterzas fotoaint
tótlcao [Lodopueudcaans sphertidea. he hace mención n algunoa
metabolitos uct1Vuflares e inhibidoren de esta enzima.

La Ácido delta amino lovúlico anhidrnsu (AL¿D), ea 1a enzima
reugonsabla de la eanvoraión del ALLen TBC; es una enzima aulth¿_
aria: tipica y parece rualizzr loa dos pasos necesarios para la
unión de ¿uu moléculas do ALL.
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1:1cielo minuto-¿Liam ee otro caninonetabólioe del Au;
dirigido por 1a ácido delta mino levúïioo transamimea (AM)

'enznla esta que parece ser limitante de ln sintesis de homo,y Que
está presente en las ¿611113.3de los tejidos con altas velocidades
de metabolismode Ácidoe nucleicoa, cono los aritroblaetoa do la
méaule ósea.

En 1952 comienzan a publicarse loa primeros trabajos eobre
porfiria. experimente-.1en Zoe Estado- Unidos, bado la dirección de
“.ataon. Desde entonces, distin‘oe grupos de inventigadoreo han en
cantadoel estudio de ente tópico desde enfoques diferentes. que
son comenzadosen este trabajo. Con el acepio de ideas que estos
¿11.1903de investigación exponen hasta 1960, en la Cátedra ¿e Qui
mica Biológica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales se
plantea un trabajo sobre porfiria ezñerimental, pam estudiar en
detalle el cuadro quimico caz‘mapondientea las porfilinaa y pre
cursores. Utilizando “todo: másemctoa y específicos que m los
trabajos anteriores, se eamdia la excreción urinaria de ¿LA(ppr
primera vez hasta mtonce en porfirin experimental), 2?"?36y porfi
rinao en manteles sometidos u. la poz’firia experimental.

Tambiénse encara el eat-acia coman-¿tivo de la. incorporación
de glicooola 2-014 m proteinas de homogenutoade higudoe noma
lee y porfiricoa, basándonos en obaemïcioraen de Schwartz y cola
bomdomu aobre la diamiimción ¿le la caminan hepática en anima
les porfiricoe.

.‘;erealiza el estudio e¡¿:0ritïnht&1 de 109 métodos de Valora
ción del 11:11.rie estudio adn ativzmente el método de las r-eeinae

de interc.'-.r';bio iónieo gue pemite ¡separar PESy AL; de orina. pa
sando óatn ainultfi‘eamnte por una maine aniónica Dave: 2 que r;
tiene el PRGy um catiónice fuerte, Do-vex50 que retiene el Am.
Este ee eluído de la resina y convertido en el congmeato2 metil
3 ¿conil-4 (3 Ácido propiónioo) pirro'f. mediante una. eínteeia de
¿nurr our. aeetil acotona a pi? 4,6. Ente derivado pin-61100 ¿sere
conoce luego colorimétriewnonte rmdumte el reactivo de PIhrlioh
con rara dimetil mino bmzaldeitido (nm) en mediofuertemte
ácido. ¿.‘aeenanan diatintou tipos de reactivos de Iii-alien, adop
finnrlose el Mamada reactivo de :Ehrlic1-.modificado con man já.
cido ¡zarclórico (233)en medio...acético glacial.

¡"1 l



- le reaccián de Ehrlich ce produce con todos los derivadoe
pirrólicoe con una poeición alfa libro, y ae comenta en mecanismo
y lee distintos factores que ¡ntluyen para lograr condiciones 6p
tnae de mcción.

Se determina la curva de absorción ¿ara ol compuestocolarse,
do resultante de 1a reacción de Ebrlich con el 2 until-3 acet11-4
(3 ácido pmo_16mioo)pirrol y ce calcula eu coeficiente de extin
ción moler. ¿e estudian las carqoteristical y preparación de las
resinas especialmente de Dave: 50, determinándoee las curvas de
oaturnc15n y de elxción del AïAfrente a esta resina.

Se realizan ensayo. de recuperación de ALAde solucione

etandand de concentración cpnocida y de orinec normales y partir!
eaa. De soluciónes standard se recupera alrededor del 90%y de o
rinne humanasy de conejos ¿ortírieoe alrededor del 865 y 9Q}rasa
peetivamente.

El ¿LA puede cer Valorado tanbien mediante una reacción con
prdcuto alcalina, con el que forma un compugatociloreaco hasta hey
desconocido. se eatudia el n‘todo original debido a Shueter, y las
posteriores modificaciones introducidas ¿or otros autores, determi
nándoeeel coeficiente de extinción molar para el compuestoresul
tnnte de una de las modificaciones al método

H1¿1A fue identificado per dos métodos diferentes de crema
to¿raria sobre papel.

Las experiencias de porfin»; exaserizmntal mera!) 1136112811”
sabre rutas Vietar mechas, de un peso aproximado a loa 400 5 y eo
bre coneJoa de ambos sexos cuyo peso eacilabn entre los 1700 y
2700 8.

Los animales fueron drowadoad¿ar1amente por vie intrngfinttica
o parenteral según ae describe, con Sedorm1d(clil ieoprop11 ecetil
carbamida) o con ¿IA ¡un isopropil ace:amidn). Radiante el aun.
niatro de estas dragas de inauJO a los animales un estado que mine
tizn a 1a porfiria gguda.

Se describen loa métodos de identzficnción y dosuje de porfin;
una. comola puuiflcación de las mismas poc cromatografía do adsor
clón sobre carbonato do calcio de sus ¿atoweu metiï1cce.



ï‘zoCIPIOGD“todo. de camcogmfla cobro papel de ¿stores
metllicoa de podium: y de porfirinno libres. pravm hidróli
sis y denoaz‘bonlnción do loa prima-oa.

Se aislnn porfirinna ae algunos órgnnna do estos unimulea.
Se encara también, como ya en mencionó el estudio Cüm*ñrfl

tivo de 1a irxmrpornoión de431101112.«4-34.: las proteínas de hi
¿adoa nor-109 y porfiriooo, con e]. chato de determinar a: 1;:
diantnübiéá dq la ontuïasa hepática ea debida o no a una síntesis
diamlnnla o lun proteinas totales del blando en loa canon de
porfirm exparimhtnl.

De 10. estudios rnlaoLonndoncun la porfirin experimental
¿nodo inferarno los a: alante:

a.) Las mtnb porfin-ica mqaatmm una exención unnarin de
ALAgranflamente ¿noranantudn con ¡aspecto n lao uro- y copropurb
f1r1nua. Los oonoJoo porfirnooa. on cumhzo. preaortnn un run
incremento en In 0121111001611:lo 'Bfl pero or mnor emi:sz de
ra, y cantidadesoimuioauvaa do uromrfirma.

'n) 7-71mada: xuinioo inventado por matas eenecmzz de ¡mun
les en eï mismo, ¿a nen quo hayan nido trutndoa con ¿.I.¿ o “adornan.

¡ou rnsultadoa obke ¿don coincidan con Ion de otros autoras.
La mayor 3nrte de laa uro- y cuproyorfarinna ezorvtndus con

del :1;o iaomérico III y san? Jn oe han encontrado oancidadoo
pro: omiczir-Lleode ¿.ror-nnrno heptn, han: y pontaonrbozíncao.

7a totmïxdnd de la fracción heytaOurbozílica está formada por
firiapoffirlnn III.

Conestos rasultados podria explicarao la elevada producción
de OOMflUflñtOBpirrdlicoa producidoa cn la poreria experimental,
poetulnndo una hipótqaia una considera le b¿oeintoala axngorudn de
Aïá comorss_onsable de ln mayor p;odncción de pirrolaa. La acumula
o¿6n de.AIm, ¡Or un mecanismo de "food back" positivo Orlginnrín
un incremento en 11:¡nadamas de PISOy voz-urnas.

ie los estudios rnluc¿onadoo con la bzoainteaie de proteínas
marcada en an1mnlen noruAlea y porfírzcoe no no puede sacar anyo
ren conclusiones, pues prnaenten resultados algo inciertos. “110
goflriu deberse u lu ex¿ntoncin ae un pool diferente da glicinn en
los Lunogenuñoe 1nd4v1dduïea ¿o onda experzonoña.



gsm glam podriapmzmur o untotzzum durante1a expo
Bruno“.

m donan“. ao concluye(¡ueexisto gran amnstud entra
la porfiria “permuta y Tn porfa-¡Lanando.human y que el ¡aria
una]. error mtabóuoo oe «lon a unn luminosas oxaaemda de par-g
“BONO.

¿C'úr'ñgmg- La mayorpene do esta. experiencias fueron manza
daa on colaboración con ol Dr Romeu Manr y haran on parte m
In trabajo de team titulado "Metabolismodel mmmmdmo'.
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ACLARACION

PgfiLgfllNAR

Granparte de los estudios relativos a Ia porfiria experünen
tal que se describen en este trabajo de.tesis, han sido realiza
dos en colaboración con el Doctor Horacio A. Tigier y están in 

cluidos en su trabajo de tesis: "Metabolismodel porfobilinógeno?

¡BREVIATURAS USADAS

m m TRABAJO

ATCA : ácido tricloro acético.

ALA z ácido delta amino levúlico.

ALAD z ác;do delta amino levúlicc dehidrasa.

ALAS. : ácido delta amino levúlico sintetasa.

ALAT : ácido delta amino levúlico transaminasa,

A.I.A. : alil isopropil acetamida.

ATP z adenosina trifosfato.

CoA 8 coenzima A.

DMAB z dúnetil amino benzaldehido.

PBG : porfobilinógeno.

PyP : fosfato de piridoxal .

Rps.sph : Rhodopseudomonasspheroides.

Hb : hemoglobina.

EDTA : etilen diamhïo tetracetato
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I N T R O D U C C I O N

La formación del ácido delta amino levúlico (ALA)es una etapa

obligada en la célula viva, para la sintesis de los compuestoste

trapirrólicos del tipo de las porfirinas. Unode los atributos_
principales de 1a célula sería la formación de estos compuestos,
de importancia biológica fundamental.

Todos los átomos de carbono y de nitrógeno del hemo de la hemo

globina (Hb), mioglobina, catalasas, peroxidasas, citocromos y prg

bablementelos de la dehidroporfirina de la clorofila de las plan

tas verdes y algas y los de la tetrahidroporfirina de la bacteric

clorofila, son derivados del átomo de nitrógeno y de los cinco átg
mos de carbono del ALA.

De este tipo de derivados tetrapirrólicos, dependenfunciones

esenciales para la vida comoson, entre otras, las oxidaciones in

tracelulares, el transporte de electrones, el transporte y almace
namiento de gases, etc. (l)

Sobre este tema, que ha sido estudiado exhaustivamente, existen

numerosas puestas al dia (2, 5, 4, 5, 6).

¿VTECEDENI‘ES g BIOSINTESIS _1_)_E_L¿191130 DELTA AMINO LEVULICO

En 1945 y 46, Shemin y Rittenberg (7, 8, 9) usando glicina mar

cada con N15, determinan que este compuesto es usado específicameg

te en la sintesis del hemo de la Hb, al que le provee los átomos

de nitrógeno. Se puede conprobar la sintesis de la Hb "in vitro",

cuando se incuban sistemas tales comoglóbulos rojos de pato (10),

eritrocitos inmaduros de mamíferos (ll) o sus hemolizados, en un

medio conteniendo glicina marcada con N15.

Otros investigadores, trabajando con glicina marcada con 014 de

muestran que el metileno (12, 15, 14) pero no el átomo de carbono
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del carboxilo (14, 15, 16) de este amino ácido, es incorporado al
hemo.

Además, se puede determinar por degradación de la molécula de

porfirina (17, 18, 19) que todos los carbonos metinicos puente ,

también derivan de la glicina.

En la sintesis de una molécula de hemoSOnutilizados en conjug

to ocho residuos de ¿licina, de los cuales, cuatro deben sufrir

desaminación en alguna etapa y todos sufren descarboxilación. ng

da asi establecido quo la glicina suministra el átomode nitrbgeno
y el carbono metilénico, cuya utilizacion precisa fué determinada

por Wittemberg y colaboradores (20).

De los treinta y cuatro átomos de carbono de la protoporfiri 

na 9, solamente ocho son suministlados por lagglicina.

Usando acetato marcado con deuterio, Bloch.y Rittenberg (21) ,

obtienen hemomarcado, lo que indica la participación del acetato

en la biosintesis (22),. Ademas,Radin, Rittenberg y Shemin (25) y

Wittemberg y Shemin (24, 25) obtienen protoporfirina marcada, a
14 en el metilo o en el carboxfilopartir de ácido acético con C

usando un sistema de glóbulos rojos de pato. Por degradación de

la molécula formada (20) se demuestra que los veintiseis atonws
de carbono restantes son suministrados por el acetato. Shemin y

Wittemberg (24) posüllan de estos descubrimientos, que en el curso

de la biosintesis de porfirinas, se forma primero un sustrato sim
ple precursor del pirrol por unión asimétrica de dos unidades, una

de cuatro carbonos y otra que es una molécula de glicina. Esta

unidad de cuatro carbonos deriva del acetato a través de la opera

ción del ciclo de los ácidos tricarboxilicos, y debería ser algún

tipo de derivado succinilo. Rubinstein y colaboradores (26) y

Wriston y colaboradores (27) confirman esto, que luego es demos —

trado por Shemin y Kumin(28), quienes incubando glóbulos rojos de

pato con ácido succinico marcado en los carboxilos, encuentran una

condensación de dos moláullas de succinato para formar el precur 
sor pirrólico.
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El hecho de que la adición de coenzima A (CoA) a concentrados

de sangre de pato incrementa la utilización de succinato para la
formación de porfirinas, sugiere a Sheminy Kuminque el derivado

no simétrico del succinilo podria ser succinilCoAy trabajos poste

riores de varios investigadores apoyanesta hipótesis.

Por otra parte, una vez conocida la estructura del porfobilinó
gene (PBG)y demostrado que esta sustancia es un monOpirrol inter

mediario en la biosintesis del hemo que se forma en los tejidos a

partir de 1a glicina, es posible especular sobre los pasos proba 

bles en el camino entre la glicina, el succinato y el mismoPBG.

En Londres, Neuberger y Scott (29) estudian algunos posibles

precursores sintéticos de las porfirinas entre los que se hallan
el ácido alfa succinagido acético, delta succinamido levúlico y

delta amino levúlico, Guardo Sheminy Russell (50) en los Estados

Unidos anuncian que el ALApuede reemplazar al succinato "activo"
y a la glicina, para la sintesis de porfirinas en Sangre de pato.

Estos investigadores sintetizan ALAquimicaunrte por tres métodos

diferentes y deducen que el primer prelucto de condeisación de sug

cinato y glicina podria ser el ácido alfa aminobeta ceto adipico,

el .Queperdería anhídrido carbbnico facilmente. Neuberger y

Scott (29) ctnfirman la actividad del ALAen la producción de hemo

y poriirinas, mientras Iuesel y Falk (51), demuestran su conver 

sión en PBGy en porfirinas, en un sistema de hemolizado de glóbu
los rojos de pollo. ‘ l

Confirmando estos primeros hallazgos, Shemin, Abramskyy Russell

(52) incuban AlA_(5 014) con un sistema de sangre de pato, y encuen
tran la distribución esperada de la radioactividad por degradación
posterior del hemosintetizado.

Posteriormente se verá que la reacción que conduce al ALAa la

formación de PBG, es similar a la sintesis de Knorr de pirroles y

es realizada por la enzima ALAdehidrasa (ALAD). Esta enzima fué

hallada por primera vez por Granick (33) en eritrocitos de pollo .

En 1955 Schmidy Shemin (54) trabajando sobre eritrocitos de pato;
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demuestran isotópicamente que son necesarias dos molécilas de ALA.

para formar una molécula de PBG.

Un estudio muy importante sabre el catabolismo del ALA,fué reg

lizado en Londres en 1956, por Berlin, Neuberger y Scott (55, 56);
15 .a seres humanosy a ra estos investigadores, suministran ALAN

tas y comprueban, además de su incorporación en el hemo, que se en

cuentra radioactividad en la urea urinaria en la mismaforma que si

se hubiera suministrado glicina, pen) que esta última es muchomás

eficiente comoprecursor de ácido hipúrico que el ALA° También se

registran marcas significativas en las proteínas hepáticas y se

puede comprobar que tanto en el hombre cemo en la rata, el ALA se

excreta por orina en grandes cantidades dentro de las pocas horas
de administracion.

La administracion de ALAa hombres y a ratas, produce grandes

cantidades de PBGen orina. Esta conversión del AIA en PBG, se in

crementa con el nivel de la dosis, hasta alcanzar un máximo. El

suministro de aquel metabolito, provoca en el hombrereacciones de

piel comoerablesConla sensibilizo.ión. Estos misnrs irvestigadg

4 a homores, ratas;y gallos 3.m“*iS'
. . 14tran que todos ellos incorporan igual proporCión de C en el hemo

. . . ., rres suministran también ALAC“

dela Hb, independientudente de la-dosis de AIA.

La administración de este metabolito es seguida por la eltnina

Ción rapida de C14 por la respiración, orina y heces y después de

tres dias solo se retiene de 1/5 a 1/3. Se cree Que la elimina "_
ción de ALApor orina, se realiza únicamente por filtración renal.

El máximode la excreción pulmonar de 014, precede en una hora al

máximode esereción urinaria del PBGradioactivo.

Neuberger, Scott y Shuster, en 1956 (37) sintetizan y estudian.
algunas sustancias relacionadas con el ALA, Obtienen, entre otros

el ester dietilico, el ester alfa monoetilico y los dos ósteres me

til etilicos del ácido alfa aminobeta ceto adipico. Estudian la

hidrólisis de estos esteres y de otros derivados, no pudiendo ais
lar el aminoacido libre, bajo ninguna circunstancia. Tanto el es
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ter dietilico comoel alfa monoetílico del ácido alía aminobeta

ceto adipico, producen PBGo porfirinas en sistemas biológicos ta
les comohomogenatos de higado de ratas y suspensiones o extractos

libres de células de Rhodopseudomonasspheroides (Rps. Sph.), pero

sin embargoesta no es una evidencia suficiente para establecer
que el ácido alfa aminobeta ceto adipico sea prcdlrsor biológico

del ALAO

QQFACTORES

En 1958, Laver y Neuberger (38) muestran que un sistema parti,

culado aislado de eritrocitos de pollos snémicos, cntaliza la sin
tesis de ALAa partir de succinato y glicinu, pero qua se r>quiere
oxigeno y que estas particulas se estrnulan si en el medio existen

iones.Mg++, fosfato, CoAy fosfato de piridoxal(RyP). sostienen

también que el alfa ceto glutarato es mejor precursor del ALAque
el succinato.

Gibson Laver y Neuberger (59) muestran que el PyP causa un do

ble incremento en la sintesis del ALA,pero que no reQuiere oxige

no ni estimulación por fosfato o Mg++. Además, la succinil CoAgg

nerada enzimáticamente a partir de succinato y CoA, también tiene

capacidad para formar AIA.

Lascelles ya habia indicado que las Rps. Sph. realiyan esta sin

tesisacuando se cultivan anaeróbicamente a la luz, y que también

habia considerable formación de ALApor extractos de microorganis
mos cultivados aeróbicamente en la oscuridad . Con estos datos ,

Gibson (40) utiliza un cultivo aerobio de Rps. Spb. adaptados a la

luz, las desintegra por ultrasonido y utiliza el sobrenadante de
una centrífugación a 105.000 X g . Estos extractos ÍCTEGLALAde

glicina y succinil CoA, que puede generarse enzimfiticamente a parb

tir de Siccinato o de alfa cetoglutarato. Este sistena es casi 00g
pletamente inactivo en ausencia de glicina o RyP, siendo esta la

evidencia más concluyente de que esta sustancia está involucrada
en 1a sintesis del ALA. La actividad del sistema también se remi_
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ce si falta CoA.

fiITIO CELULARDE SINTESIS—.——

Simultáneamente con estos trabajos, Kikuchi, Shemin y Bachmann

(41) y Kikuchi, Kumar, Tnluage y Shemin (42) trabajan con este

mismosistema libre de particulas de Rps. Sph. y encuentran que es
te mismo sobrenadante de 30 minutos a 100.000 X g. sintetiza ALAa

partir de los miSLOScofactores; además, sugieren que el sistema

enzimático responsable para la sintesis del ALAestá en muypeque

ñas particulas que se ceparurïan contrifuga1do otros 90 minutos a
le mismavelocidad.

Sano (43) en 1958 estudia el significado de las mitoccndrias en

la biosintesis de porfirinas y hemo,usando eritrocitos y tejidos
diferentes. Registra cue estas particulas desempeñanun rol muy

hmportante en tres pasos de la biosintesis de porfirinas y hemo,
que son los siguientes: condensación de ¿licina y succinato actiw

vo para formar ALA,descurboxilación oxidativa de uro y coproporfi;

rines a protoporfirina e incorporación del hierro al anillo porfi

rinico. Esto sugiero que en los eritrocitos la biosintesis del
ALAse realizaría en (Entinto lugar celular.

AMLNQ L VULICO filfiïETASA; MECANISMO

Se ha discutido que la reacción entre 1a ¿licina y la succinil

CoApara producir ALAy anhídrido carbónico, requiere comocofactg

res RyP y iones mg++ (58, 39,40, 42, 44, 45, 46). Es razonable

suponer que el reactanto en 1a reacción enzimática es una base de

Schiff o aldimina for ada entre el grupo amino de la glicina y el

carbonilo del RyP; En 1959, Lynen (47) indica que los compuestos

del tipo acil-CoA pueden actuar tanto comonucleofilicos o como

electrofilicos, y en 12 formación de ALAes probable que el carbo

no acIdico, de la succinil CoAfuncione comoaceptor de electrones

del reactivo nucleoïilico (anión formadopor la eliminación del
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protón del carbono alfa del complejo glicina-PyP).

De acuerdo a Brausteir y Snell, la reacción inicial seria:

_‘._ .ao __ ¡o //°
H T c\°- H-fi c\o_ lC\o_

cáNsh c/N\Ï fuil
O

(Ho)LP(o)-O—H¡Cl\/._. (H0)2P(°)‘°‘H1CÜ/ + ¡CHZ_5/ N 3‘ c=08
H H AS-Cll '

u) ( )
/o

c<o
v I(OHPtEJO

a anhno —(30mdipato- piridoxalfosfato-enzima f Hz

ALA

Figggg l: Mecanismode la reacción >ntre glicina
y SJCCinilCOAsegún Braunstein y Snell.

Neuberger (48) discute extensamente esta reacción; supone que
el protón unido al carbono alfa de la glicina, migra al nitrógeno

del anillo y la estructura zwitteriónica (I) que resulta, se esta

biliza por resonancia con una forma no zwitteriónica (II) en la

oual todos los dobles enlaces están conjugados. Esta resonancia

facilita la migración del protón y la formación del carbunión, que

es reforzado por la aparición de un puente hidrógeno entre el ni 

trógeno de la glicina y el oxigeno fenólico. Se sugiere además

que el complejo está unido a las proteinas por fuerzas ióni us a

través de los fosfatos U carboxilos. La unión por los carboxilos

a la proteína, ya ha sifo sugerida para las aminoácido descarbox;

lasas por Rothberg y Steinberg (49) en 1957 comouna atracción

electrostática con un ¿hipo positivo de la enzima. La amino ceto
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na sintetasa es bastante inespecifica respecto del grupo acilo uni
do a la CoA, pero el único amino ácido que se encuentra que actúa

con el sistema enzimático es la glicina. Esto sugiere qae es ella

la que está unida a la enzima.

El RyPtambién está fu-rtemente unido a la proteina, lo que se

demuestra pues esta conserva considerable actividad sin agregado
de cofactores, aún luego de una diálisis-prolongada.

Perault y colaboradores (50), aplican el metodode los orbita 

les moleculares a este problema y demuestran que en la forma anib

nica del complejo glicina-PyP el átomo de carbono derivado del átg

mode carbono alfa del xaino ácido tiene una alta densidad electrg

nice y reacciona con el carbono carbonilico electrofilico de la
succinil CoA°

PAPEL DEL AMINO MALONATO

Recientemente se halló que la formación de ALApuede ser inhibi

da por aminomalonato (51), con efecto muy marcado aún a baja con 

centración. La inhibición es del tipo competitivo respecto de la

glicina y parece que el amino malonato no tiene efecto marcado so

bre otras enzimas que requieren PyP. Parece probable que el anüno

malonato se combine con el complejo enzrma—RyPpor su grupo amino,

formandouna aldimina con el aldehido del piridoxal. Probablemen

te uno o los dos grupos carboxilos se combinen con la proteina en

zimática y el complejo resultante que luego no puede reaccionar

con la succinil CoA, piede ser estéricamente mas favorable que el

correspondiente complejo con glicina que es intermediario en la
sintesis del ALA.

CICLO_5UCCINKTO GLICINA

Sheminy Russel (30) encuentran que si se suministra a ratas

ALAmarcado con C14 en el átomo de carbono Vecino al amino grupo

el carbono isotópico aparece en grandes cantidades en el 032 respi
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ratorio; en el formiato urinario y en los grupos ureido del ácido

úrico. Proponen que el ALAes metabolizado por un camino cíclico,

el ciclo succinato glicina, enm3lviendola formación de intermedia

rios de un átomo de carbono derivados del átomo de carbono alfa<iel

ALA. La importancia metabólica general de este camino no puede ser

asegurada hasta el presente y los pasos enzimáticos involucradosrm

están aún prepiamente definidos, con excepción de la primera reac

ción, la converción del ALAen ácido gama delua dioxovalérico. En

tejidos de mamíferos y en Corynebacterium diphteriae (52, 53) ha

sido hallada una transaminasa especifica, ALAtransaminasa, que qa

taliza esta reacción. _
En la figura número 2, puede apreciarse el ciclo succinato gli

cina, según Shemin y colaboradores (69):

m k <- .._.
_ nr. n de la Porfirirmogemsis según

SMm1n_v RUSSO‘

mm cnc: #ÉJNOCOH

,- C- C —CCCH ¡(nos ammoBcelooanpvco

c-crzo _A-,‘. .- l. ,
o, .e...— —¡Hyuhq accobamnotwuhto. ,1 _ ‘ ‘ >

setmana-emos 'ï sfifibl ,
O C

J

uOOC-CH. -CU_-C {OCR
H

Hammamet) o
Dcn‘uma

Figura g: Ciclo succinato-glicina

IMPORTANCIA QE LA BIOTDJA

Neuberger (48) considera el papel de la biotina en la síntesis

del ALAdiscutiendo la posibilidad de que actúe catalizando la den

carboxilación del ácido alfa anúno beta ceto adipico, presente co
mo un intermediario en el complejo PyPuALAsintetasa. La eviden —

via en favor de tal presunción fué el hallazgo (luego confirmado

por Lascelles (54))xde que la actividad ALAsintetasa (ALAS)pa

recia estar especificamente reducida en extractos de organismos en
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medios que contenían muy baja concentración de biotina, si se la

comparaba con la actividad de la ALADo de la ADX-transaminasa

(AIAT). Sin embargo, el hallazgo de que la iluminación de organig

mosdeficientes en biotina y el agregado de biotina al medio prodg

ce crecimiento y sintesis de porfirinas y bacterioclOrofila sin

ningún incremento en lx actividad sintetasa, indica que el efecto

de la biotina no es ejercido directamente a través de un control
de la actividad ALAS(51). Además, en otras condiciones que son

desfavorables para la Eurnación de bacterioclcrofila por Rps.sph.,

tales comolas deficiencias en ácido nicotinico o tiamina, o el
reemplazo de malato en ei medio de crecimiento por acetato, tam 

bién hay una depresión de la actividad ALAS. Parece que el efec

to de la biotina al niV3l de esta enzima es inOSpeCífiCOy que la

depresión de la sintesis de porfirinas y bacterioclorofila por la
deficiencia en biotin¿ es causada por algún otro mecanismo, posible

mente a través de una reducción en la concentración del PyP en las

CélülflSw

Se registra también (48) que preparaciones comerciales de avidi

na y preparaciones que contienen 2.5 y 4.9 unidades de avidina/mg

de proteina inhiben la .eetividad ALASen extractos crudos de Rps.

sph. Esta inhibición -hrece ser especifica, pero vuelve a ser ob

servada cuando la "av dina" se preincuba con biotina (51). Este

hallazgo resulta algo sorprendente, pero cuando se hace una purifi

cación cromatográfica mis delicada de la avidina, logrando una ac
tividad equivalente e ¿.6 unidades/mg y úna pureza del 80 %, no

vuelve a registrarse -e inhibición de la ALAS. Qtras proteinas
presentes en la claro ¿wi huevo comooveñlhúmina, lisozima u cvomg

coide, no causan inhibición de la enzima, por lo que debe pensarse

que alguna proteina aún:u>identificada q ue<3ontam1nala avidina
cruda, tiene un efecto inhibiterio especifico sobre la ALAS.



ACIDO DELTA AMINO LEVULICO DEHIDBAQA

La posterior condensación de dos moléculas.de ALAcon la elrmi

nación de dos moléailas de agua para formar PBGfue estudiada exten

samente con preparaciones purificadas de ALAD,enzima responsable

de esta condensación (33, 55, 56, 57, 58, 59, 60). Esta enzima es

ta extensamentedistribuida en animales, plantas, y microorganis 
mos (55); es muysoluble en agua y es una enzima sulfhidrica'tip;

ca, puesto que es inhibida por agentes que reaccionan con lOs sul

fhidrilos y requiere comoactivador agentes reductores tales como

el glutation reducido (55, 57). inhibida por EDTA(Etilen dig
mino tetraacetato) (55,97) y ácidos delta dLoro o delta oximino

levulico (61).

Los dos pasos de la reacción de condensación son respectivamen-_

te una condensación de tipo aldólico y una unión de base de Schiff,

pero es incierto si solo uno o ambospasos son catalizados enzimá

ticamente. Sin embargo, existe poca duda que sea suficiente una

única proteina para llevar a cabo la reacción completa (55) y que
una especificamente ambas moléculas de ALA(57).

Se encontró que la ALADde higado contiene cobre (62, 63) y mag

nesio (64) y que está disminuida en las ratas con deficiencias de
cobre (62, 63,). La.eliminación de cobre no afecta la actividad

enzimática (65). Esta enzima parece no estar relacionada con la
anemia producida por deficiencia de cóbre (63), puesto que los an;
males deficientes en este metal tienen una actividad normal de de

hidrasa en la médula ósea y una velocidad de sintesis de hemo "in

vitro" normal (64). Tschudy y Collins (65) registran que la admi
nistración de 3 aminol-2-4-triazol decrece la actividad dehidrasa

de higado de rata. En los microorganismos Rps. sph., se encuentra

un incremento de la actividad dehidrasa durante la adaptación a la
sintesis de bacterioclorofila (66).
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ACIDO DELTA AMINO LEVULICO TRANSAMINASA

Kowalski, Dancewicz y Szot (67, 68) trabajando con hamogenatos

de higado y riñon de ratas naturales y calentados, demuestran

que 1a fonnación del ciclo succinato glicina del ALAes llevado a

cabo por una enzima denominada delta amino levúlico transaminasa

(ALAT). La actividad de esta enzima es más notable en tejidos con

altas velocidades en el metabolismo de ácidos nucléicos. Los eri

troblastos de médula caer contienen gran actividad, mientras que

los eritroblastos cirCAlantes y los eritrocitos contienen muypoca.

Posiblemente la interacción de esta enzinmcon la ALADdirija el

metabolismo hacia la formación de porfirinas y Hb o hacia la for 

maciónde ácidos nucleicos Si prevalece la 3’3T. En las ratas el

nivel de la transaminase específica es mayor en riñoñes que en el

hígado bazo o intestino delgado y menor en la sangre y en múscu 

los. La actividad de la transanúnasa decrece y la de la dehidrasa
aumenta, cuando son activadas las funciones hematopoyéticas por ag
ministración de fenil hidracina. En concreto, parece ser que la

ALATlimita la sintesis de hemo.

ANTECEDENTES SDBRE PORFIRIA

La porfiria, anomalía metabólica de tipo constitucional, está

asociada a un trastorno profundo del metabolismode las porfirinas.

Actualmente se conOCetambién la existencia de porfirias adquiri

das en un medio sin prsdisposición especial y causadas por agentes

especificos. La porfiriaz experimental que será tratada más ade w
lante está comprendidaen este tipo de porfirias.

Eh los diferentes casos de porfiria, se encuentra significativa

mente aumentadala excreción urinaria de porfirinas y precursores

metabólicos, apareciendo simultáneamente distintos sintomas de ti_
po clinico. Esta diferente sintomatología clinica, es la que ha '

originado distintas clasificaciones de las porfirias, basadas en
diversos criterios. Unaclasificación importante fue hecha por
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Günther en 1922 (70) y otra por Wüldenstrbm en 1937 (71); la cla_

sificación aceptada actualmente es le de Watson.(72) que clasificó

a las porfirias de la siguiente manera:

19- Porfiria eritropovética.
II.- Porfiria hepática:

a)Agfla
b) Cutánea tarda

c) Tipo mixto o combinado

d) Latente

Esta clasificación está basada en estudios realizados en mate 7
rial experimental correspondiente e 161 casos de porfirie humana

comotambién en las porfirizs experimentales en animaleS.

Se conoce 00m0porfirin eritropoyétice la que está caracteriza

da por le excreción urinaria de abundante copro- y uroporfirina de

tipo isomérioo I, no registrándose la presenCia de precursores en

orina. Las porfirinas anormales y las coproporfirinas en cantida
des anormalmente altas se formarian en las células inmaduras de la

médula ósea. En estos casos, los sintomas clinicos predominantes
son: le fotosensibilidad y la anemiahemolitica.

.'|
lEn las otras formas (e porfiria agrupadas comohepática, que

son las más comunes, les porfirinas anormales y los precursores s
formarian en el higado.

La forma cutánea se presenta generalmente en personas de edad

avanzaday se caracteriza por presentar fotosensibilidsd, pigmentg
ción de la piel y disfunción hepática; posee la caracteristica de
excretar por orina una mezcla de uroporfirine 1 más firinporfiri —

ne III, conjunto conocido anteriormente como "porfirine(k2Wüldens—

trbm" (73), además de eoproporfirina.generalmente comocomplejo me
tálico.

Es una forma grave de la porfiria, la denominadaaguda intermi

tente, que tiene una sintomatolqgia clinica muydiversa, pues pue
de presentarse en forïm de cblicos abdominales y en algunos casos

con parálisis y trastornos psíquicos.
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Esta forma es más frecuente de lo que se piensa, pues muchas ve

ces se hace dificil un diagióstíco correcto. Se caracteriza por
una gran excreción urinaria de los precursores metabólicos de las

porfirinas, el ALAy el PBG. En menor proporción son excretadas

algunas porfirinas, srcüominandolas del tipo isomérico III .

La reacción de Watsony Schwartz (74, 75) permite diferenciar

el PBGdel urobilinó,e"o, y se basa en la diferente solubilidad en

agua y en cloroformo del compuesto coloreado formado por reacción

de estas sustancias con el cara dimetil amino benzaldehido (DMAB).

Este test se aplica directamente a)bre la orina patológica y es

una de las formas más ítiles de diagnóstico de la porfiria.
En nuestro laboratorio se han estudiado químicamente dos casos

de porfiria aguda, comocomplementoal estudio de la porfiria expg

rimental. Se tre a de dos mujeres jóvenes, una de ellas de 20

años, que presenta sintteas avanzados de parálisis y elimina gran

Cantidad de ALAy PBGpor orina, cuya orina fue utilizada como ma_

teria prima para el aislamiento de PBG cristalino, y otra señora

de 27 años, con sintomas mas benignos, pero que en determinadas

épocas hacen crisis ce: vómitos continuos y eólicos abdominales.

Otros detalles de tipo clinico relativos a los distintos tipos
de porfiria, se describi; en un trabajo del Dr. Grinstein (76)

ANTECEDENTES SOBRE QORFIRIA EXPERIMENTAL

En el año 1952 se publican los primeros trabajoa relacionados

con el estudio de la porfiria experimedtal. Estos trabajos fueron

realizados por un grupo de investkgadores en hinnesota (E.E.U.U)

bajo la dirección de Watson. Existen, ademas otros grupos de in-_
vestigadores que han realizado o realizan estudios sabre este tema

el que se tratará de afializar desde sus comienzos. Se tratará de

encarar cronológicamentelas contribuciones de estos distintos gra

pos de investigadores.
Schmid, Hanson y Schwartz (77), del grupo de Watson, publican
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en 1952 la primera experiencia sobre porfiria experimental. En reg

lidad, lo que producen es un saturnismo experimental, pues intoxi

can conejos con plomo; logran cristalizar uroporfirina I de médu
la ósea, que resulta similar a la aislada de la orina de una pacieg

te con porfiria eritropoyética. Detenninan ademásque durante la

fase aguda, en los glóbulos rojos circulantes hay grandes cantida
des de uroporfirina y lo coproporfirina se encuentra .aumentada a

En el segundO'trabaio, Schwartz, Keprios y Schmid (78) someten los

conejos a un tratamiento combinadode plomo, fenilhidracina y luz
y consiguen que estos adquieran temporariamente un estado similar

al de la porfiria humana. Observancaracteristicas similares a la

porfiria eritropoyética, pues hay gran excreción úrinaria de uro 
porfirina I al estado dc porfirina libre y aumentos de uro- y co —

proporfirinas en médula ósea, pero las porfirinas hepáticas presea

tan valores normales, Tambiénregistran rasgos de semejanza con

la porfiria hepática, pues hay excreción de PBGpor orina, como

también de coproporfirina III.

Schmid y Schwartz (79) utilizan por primera vez el "Sedormid"

(Alil isopropil acetil cnrbamida)para producir una porfiria expe

rimental similar a la del tipo hepático. Decidenusar esta droga

para inducir la porfiria en conejos, basándose en un caso hunmno

observado por Duesberg on 1932 (80) que habia contraído porfiria

por ingestión exagerada de esta droga. Además, existían antecedeg

tes de Ellinger y Riescr (81), de Duesbergy Fischer(82), y de

walderstrbm y Wendt (¿3) que habian notado aumentos en la excre 

cion urinaria de porfirinas en seres humanosy conejos intoxicados

con trienal (dimetil sv fon metil etil metano), sulfonal (dietil
sulfon dietil metano) o rinetil sulfón dimetil metano.

Schmid y Schwartz (79) encuentran que el higado de los conejos

intoxicados con "Sedon id", contiene grandes cantidades de proto-,

COpro-y uroporfirinas, comoasi también PBG. La uroporfirina se
halla principalmente en forma de precursores no fluorescentes. Por

orina, se excreta PBGy porfirinas principalmente de tipo isoméri
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co III, aunque se identifican pequeñas cantidades de las del tipo
I. En eritrocitos, médula ósea, bazo y cerebro, hay un contenido

normal de porfirinas. Estos investigadores notan una parálisis pg
sajera en las patas traseras de los conejos. Discuten la posibili

dad, que el origen de lu porfiria estaria relacionado con el efec

to primario del Sedormid sobre las enzimas de formación de ferro 

porfirinas en las células hepáticas.

En 1953, Case, Aldricn y Nevé (84), en E.E.U.U° repiten sobre

ratas la experiencia de Schmidy Schwartz, induciendo la porfiria

con "Sedormid" administrado por via estomacal y obtienen resultados
bastantes similares." Determinan el PBGsolo cualitativamente y dg

san uroporfirinas sobre orina sin calentar. La mayoría de las por

firinas identificadas de esta manera, pertenecen al tipo isomérico
III.

En Paris, se encuentra otro grupo importante de investigadores
sobre porfiria experimnntal, Benard, Gajdas y Gajdos Tbrók, que

están trabajando en este problema desde 1953 (85). Ese año publi

can un trabajo en el que registran cantidades sustanciales de co 

preporfirina en orina dc conejos intoxicados con "Sedormid", pero

pocas cantidades de uroporfirina o PBG.

En 1954 estos mismo: investigadores (8C, 87, 88) utilizan como

droga inductora de la porfiria sobre conejos, el alil isopropil

acetamida (A.I.A.); suministran esta droga en una dosis única y

elevada por via estomacal, registrando a las pocas horas la apari_

ción de PBGy uroporfirina en orina, como así también una acumula—

ción hepática de porfirinas etero solubles.

La administración diaria de A.I.A. a conejos con degeneración

grasa en el higado producida por tetracloruro de carbono, los con

duce a resultados similares, de lo que deducen que no es necesaria

la integridad del higado para la alteración del metabolismo de por_
firinas. También encuentran que la inoculación de PBGen la san —

gre periférica o en la Vans mesentérica de un conejo, no se con 

vierte apreciablemente en porfirinas. De estas experiencias dedu
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cen que el PBGpodria fcrwarse extrahep'ticamente.

En ese año de 1954, se sospechaba que los barbituratos afecta 

ban el curso clinico de la porfiris aguda. Para confirmar esta su

posición, Goldberg (89)_en Londres, investiga el efecto de nueve
barbituratos diferentes, sobre el metabolismode las porfirinas en

conejos. El ácido dialilbarbitúrico, produce un considerable aungp
to en la eliminación urinaria de PBG,copro- y uroporfirina III .
El alil isopropil barbitúrico y el alil-(l—metil butil)-barbitura

to sódico, originan solo un aumento moderado en la eoproporfirina.

Conotros barbituratos, no se registran aumentosimportantes.

Goldberg y Rñnington (90, 91) inyectan PBGa ratas y no regis w

tran aumentossignificativos de porfirinas en orina. Además, la

excreción urinaria de EhGes muyrápida, y no se registra acumula

ción en el higado. Llegan a la conclusión de que el PBGse forma
en el higado.

En 1955, estos mimuosautores (92) prueban el efecto de drogas

diferentes comoinductoras de la porfiria. Ensayandistintos ti

pos de animales, principalmente conejos, ratas y pollos. Observan
aumentos en la excreción urinaria de PBG, Uro- y coproporfirina .

El dosaje del PBGfue realizado por el método de Vahlquist, hoy en

desuso, y se calentó la orina antes de dosar uroporfirina. Los cg

nejos tratados con A.I.A. o "Sedornid" pierden apetito, peso y se

constipan. No observan ni parálisis, ni cambios en la presión

sanguínea ni en los Valores hematológicos. Demuestran que no dis
minuya la excreción de porfirines ni de PBG, cuando se extirpa el
bazo y se tfloquea el sistema reticulo endotolial.

Estos investigadores enuncian la hipótesis de que la porfiria

experimental se debe e la superproducción de porfirinas y no a su
no utilización.- Además,llegan a la conclusión de que la estructg

ra quimica que afecta el metabolismo de las porfirinas es:

CHP = CH - CH2 —VCHR - CO — NH 

En la figura pueden observarse las distintas drogas probadas
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por Golberg y Rigington y cuales fueron sus efectos.
DROGA ESTRUCTURAS

alil-isopropil-acetemid:
0 O

.WMW Fflgmrv
o n n . . ('II, l'IIl'll, l ¡Tb-Jinnmalil-isooropil-acetiL-ures

(Sedormia) .-"_\\ ’\('ll,('u..\'ll,
‘41]

n-propil-istropil-acetumida i “sïhu| i
I" -\ |

alil-isopropil-ácido acético ‘Wx;w"m“"m“m ’** 9
/ >(Ïllácido dialil berbitúricc(diel) (m/ i

cu..(-u..cu. ‘

alil-(l metil-butil)-barbiturg ¡ lm\ 'wwxm -——
to de sodio (seconal) { /X"

i CIII

ácido alil-isopropil-b:rhitu— i °““*““
ri CO 5 “¡N H.(:()Ull

1 H

+++ Efecto muy marcado (mucha ¿ cm
COpr0-, UI'oporfirine y 1 cuficncu. 004m' 'o ++ '

‘ ‘ CHF-CMC“. CO-—.\'Il i

++ Efecto marcado (mucna co - uhwwun ohma Í
proporfirins y poco PBG y M c<’ ‘\V, + i. . ' ‘ - \ / 1/ l

urop orflr lna) ('¿¡,.cu,.m|,,\cu \(:0—.\'/N'
CH..cuveu. mm"

+ Efecto moderado (solamente .u \\\ j)”coprooorfirina) '\ / x
. ¡TH (‘U ÑNII

+ ñ . ' (illlí/ .- sólo aumenta llgernnente *—Távui;: .”“Ï _
la coproporfirine

-- Ningúnefecto.

Figura fleqï: ¿doctos_sobre la excreción urinaria:3 porfirinas.

El grupo de investígñdcres franceses ya coment do (93, 94) estg

dian ese mismo año le transformacion de PBGa pQTÍirinss en homogg

netos de tejidos diferentes. El másactivo de'todos resulta el n;
gado, que forma pequeños cantidades de copro y grandes cantidades

de protoporfirina. TTmbiénlos homogenatos de riñon, pulmón, bazo.

y mucosa intestinal trtnsformnn el PBGen pa=firinas. El N2 , CNK,

nevnrsenobenzol, melonnto, alfa cetOglutsrato y ATPinhiben le re

acción, que es acelerrfl" por el monofosfeto de edenosine. Parece

que intervienen reacciones oxidativas con la presencia de enzima

que contienen sulfhidrilos.

Stich, en un articnlo del Cibn Symposium(95) encuentre que los
,1derivados alilicos de 1; acetamide son los mas elicaces para prodg



-24

cir porfiria experimental. Debido a este hallazgo, supone que exis_

te una competencia entre la succinil CoAy la alquil succinil CoA

formada a partir de 143 alil derivados de la acetamida. Falk reba

te esta teoria, pues dice que no se halla PBGmarcado suministran
do a conejos A.I.A. marcado.

En un trabajo posterior, Stich (96) llama la atención sdare el

hecho de que el Sedonuid usado contra las jaquecas causa porfiria.
Schmid, Figen y Schwartz (97), administran Sedormid a conejos y

ratas y encuentran una rápida caida en la actividad de la catalasa

hepática y un gran aumento de la concentración de porfirinas en el
higado. La actividad de la citocrono oxidasa y de la succino des“

hidrogenasa no presenta cambios significatiVOs. Estudian la incq:
. .. , 1.11.pora01ón de ¿lleina ¿—C‘ en la catalasa, la que parece concordar

con 1a idea de que el Scüormid filoquea la formación de catalasa en

el higado. En realidad, no se sabe si este bloqueo se produce en

la unión hemoproteins, o en la biosintesis roteica, ya que se ca

rece de datos referentes a otras proteinas hepáticas.

Uno de los problemas que se discutirán más adelante en este tra

bajo de tesis, seré precisamente el de la biosintesis de proteinas

en la porfiria experinental.
Schwartz (98) analiza la quimica y la biosintesis de porfirinas

relacionando la porfiria humanay la experimental y el metabolismo

de PBG.

Schwartz y Ikeda, en otro estudio sdare porfiria hepática expe

rimental (99) hacen referencia a ciertas porfininas verdes aisladas

de higados de conejos porfiricos. Investigaciones_posteriores reg
lizadas por otros autores y en nuestro laboratorio, no pudieron

confirmar la existencia de estas sustancias, que aparentemente se
rian distintas formas de la protOporfirina 9 .

En ese mismo año, Talman, Case, Nevé, Labbe y Aldrich (100) co

mienzan una serie de trabajos, mediante la inoculación de Sedormid

en la yema de embriones de pollo. observan gran acumulación de

PBGy porfirinas de tipo III en el fluido alantoico y un significa
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tivo retardo en el desarrollo embrionario. Los pollos presentan
anomalías congénitas y retardo de crecimiento.

Labbe, fim.many Aldrich (101) comprueban que en este tipo de e;

periencias hay una disuinución de ácido úrico paralela al aumento

de coproporfirina. _lnyedtan adenina, que se metaboliza a ácido ur;
co sin alteraciones, de donde deducen que en lo porfiria debe exig

tir una falla en la bioaintesis de purinas. Ademasy de acuerdo

con los trabajos de Sheminy Russell (30), consideran que la super

produccion de PBG, pr virne de un exceso de ALA, que presenta una

alteración en su desaminación a alfa oetoglutaraldebido en el cami
no hacia las purinas.

En 1957, Schwartz y Watson (IOZ) y Merchante, Wajchemberg y

Schwartz (103), manifiestan que los homogenatos de higado de ratas

nonnales y con porfiria inducida por Sedormid, transforman el PBG

a porfirinas-a la mismavelocidad. Esto indica que la biosintesis

exagerada de precursores no puede explizarse solamente comoun blg

queo enzimático.

En el mismo año, Talman, Labbe y Aldrich (104) ensayan veinte

compuestos de estructura relacionada con el Sedormid probando su

actividad productora de porfiria sdare embriones de pollo. Conclg

yen que la estructura molecilar responsable de esta accion debe

ser una acetamida dialil sustituida o un derivado de acetamida dog

de un sustituyente es un grupo alilo y ei otro contiene por lo me?
nos tres átomos de carbono, preferiblemente en cadena ramificada .

Consideran 1a posibilidad de que estos compuestos puedan interfe —

rir con 1a función de la vitamina B12 . .
Stich en 1958 (105) trabaja con conejos a los cuales inocula

diariamente Sedormidy otras drogas similares (todos con grupos

alilicos). Encuentran una excreción elevada de PBGpero valores

nonnales en la eliminación del ALA,a diferencia con los pacientes

de porfiria aguda, los cuales excretan cantidades elevadas de ALA.
Solomony Figge (106) en 1959 administran a ratones dietil 1-4

dihidro-2-4-6-trimetil piridina-B-B-dicarboxilato por vía oral, ob
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servando incremento de la pmoto- y coprOporfirina hepática . En

cobayos.solo registran un gran aumentode la coproporfirina urina

ria y trazas de PBG.

Siempre sobre embriones de pollo normales y sanetidos a porfiria

experimental, Talman, Labbe, Aldrich y Sear (107) estudian el meta

bolismo de bases púrices. Encuentran que la adenina se convierte

bién en ácido úrico, ;ero no la xantina ni la guanina, ya sea en

embriones normales comoporfiricos. Un hallazgo importante, es

que la adenina reduce la formación de porfirinas en embriones some.
tidos a parfiria experimental, pero la adenosina es menosefectiva.

Las conclusiones de este grupo de investigadores estadouniden 

ses, recaen en el hecho de que existiría una alteración metabólica

de las purinas, en la porfiria experimental
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INTRODUCCION AL TRABAJO EXPERIMENTAL

Todos estos antecedentes nos conducen a concretar con respecto

a la porfiria experimental las siguientes ideas, fundamentales, a

comienzos de 1960:

De acuerdo con Rimington y colaboradores, parece posible que

tanto en la porfiria experimental comoen la porfiria aguda humana,

exista una superproducción de porfirinas y precursores, más mieuna
no utilización de ellos.

El grupo de Watson opina que debido a la disminución de la act;

vidad de la catalasa, existiría un bloqueo enzimático, atribuyendo
la gran formación de porfirinas a una compensación de este bloqueo.

Bénard y colaboradores piensan en una posible formación extrahg

pática del PBG.

Stich formula una hipótesis sobre la posible inhibición conpet;

tiva entre la succinil CoA,y la alquil succinil CoA,pero esta
idea no es muy aceptada.

Aldrich y Labbe comovimos, suponen una alteración en el metabg

lismo de las purinaS.

Con este acopio de ideas, en nuestro laboratorio de la Cátedra

de Quimica Biológica de la Facultad de Ciencias Exactas y Natura —

les nos planteamos un trabajo sobre porfiria experimental, para es
tudiar con detalle el cuadro quimico correspondiente a las porfin;

nas y precursores.

Utilizando métodos más exactos y especificos, se estudian en es

te trabajo la excreción urinaria de ALA,PBGy porfirinas en la

porfiria experimental comotambién la presencia de porfirinas y

precursores en algunos órganos.
Las observaciones de Schwartz y colaboradores sobre la disminu

ción de la catalasa hepática, nos ha sugerido taamién un estudio
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conp3-a:ivo de la biosíatesis de proteínas narcadas por homogeneiza

dos de higafios de animales normales y porfíricos.



'229MME
VALORACION E IDENTIFICACION DEL ACIDO DELTA AMINO LEVULICO

En este capitulo se describen las diferentes técnicas utiliza
das para identificar y valorar el ALA. Esta sustancia fué estu

diada en soluciones puras y también en orinas normales y'patoló

gicas de ratas, conejos y seres humanos.

CRITERIOS DE VALORACIONDEL ALA: MODO 2;: ms RESINAS pg

INTERCAMBIO ¿ONICO.

En 1956, Mauzerall y Cranick (108) describen un método color;

métrico sensible para la determinación cuantitativa del ALAy

del PBG, comoasi también el análisis del ALAen orinas. Median

te este método ha sido posible hallar ALAen la orina de pacien

tes con porfiria aguda y en orina normal. La determinación del

PBG está basada en la reacción de Ehrlich ya mencionada con DMAB

en medio ácido, que ferna un compuesto rojo medible colorimétri
camente" Las determinaciones de PBGen orina son interferidas

por urea, distintos pigmentos y agentes oxidantes y reductores

(109). Algunos derivadas del indol también reaccionan con este

reactivo (110). El urobilinógeno no interfiere, a causa de la
acidez en la cual es usado el método (74) .

Egbozo g“; étodo:

La orina, conteniendo PBGy ALAes pasada a través de una reá

sina "Dowex2" en su forma de acetato. El PBGes retenido en la

columna (lll) mientras que la urea el ALApasan libremente a tra

vés de la misma. El PRGes entonces eluido deüla columna usando

ácido acético y determinándolo Colorimétricamente por el reacti

vo de Ehrlich. Las sustancias no retenidas por la-primera colug

na, son pasadas por una columna de resina “Dowex50" en su ferma

ácida; la urea no se retiene en la columna, y el ALAque si es

retenido, se eluye posteriormente con acetato de sodio. El ALA
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eluido es tratado con acetil acetona a pH 4.6 , que mediante una

sintesis de Knorr, forma un derivado pirrólico que se determina

colorimétricamente con un reactivo de Ehrlich modificado. Este

derivado pirrólico formadoes el 2 metil-3 acetil-4(5 ácido pro
piónico) pirrol.

DIFERENTES TIPOS QE REACTIVOS QE EHRLICH

El llamado reactivo normal de Ehrlich es una solución de DMAB

al 2 % en ácido clorhídrico 6 normal.

El reactivo de Ehrlich modificado, puede referirse a la norma
lidad del ácido perclórico utilizado en su preparación; en este

trabajo se utiliza el reactivo modificado (2 normal), que se ong

para de la siguiente manera: l gramo de DMABse disuelve en

apronimedamente30 mililitros de ácido acético glacial; se agre

ga luego 8 mililitros de acido perclórico del 70 %y la solución

se diluye hasta 50 mililitros con ácido acético. Este reactivo
es inestable y debe se: preparado en el momentode usarlo. La

ventaja de usar este reactivo con ácido perclórico, es que el cg
lor que desarrolla el pirrol es muchomás intenso y más estable.

MECANISMOE g REACCIONpg 3%ng g FACTORESgg _E_N_ELLA

INFLUYEN

Un pirrol P , el cual tiene usualmente una posición alfa sin

sustituyentes se condensa en solución ácida con DMABen exceso ,

para formar un producto de condensación coloreado E . (Figura 4,

reacción l). Puede observarse que la intensidad del color aumeg

ta muyrápidamente, y disminuye muy lentamente . Treibs y Her —

mann (112) muestran que la sal coloreada E puede reacciaiar con

otra molécula de P par: dar un compuesto incoloro, dipirril, fe

nil metano M (reacción 2}. Bajo las condiciones usuales de aci

dez (alrededor de ClH 3 M) y un exceso de DMAB,se observa que

la reacción l es más rápida comparada con la reacción 2 ; la ve
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locidad de descomposición inicial de E seria entonces de segundo

orden. Cuando las soluciones'diluídas del orden de 5 X 1C)"5 M

de PBGo del 2 metilwï acetil—4(3 ácido propiónico) pirrol son

mezcladas con un volumen igual de reactivo de Ehrlich normal, la

velocidad inicial do descomposición del color observado teniendo
en Cuenta la Ley de Beer, sigue la cinética de segundo orden. E5

tos resultados suponen aceptar que hay dos reacciones consecuti

vas, como las que se muestran en la figura 4.

a fi; ° Mecanismo de la reacción
de Ehrlich.

Algunos de los faotcrcs que influyen_en la concentración de E

en el estado invariantc, Son los sustituyentes en el núcleo pi —

rrólico, la concentración de acido y el mediodel solvente.

Los sustituyentes en el núcleo pirrólico, afectarán la forma
ción del color de la sol a través de la resonancia y del efecto

inductivo. En general, grupos electrodonantes (alquilo) favoren

cen la formación del color de la sal mientras que grupos aceptou_

res (acetilo, carbetoxilo, nitro) tienen el efecto opuesto (112).
La elección de la concentración de acido está gobernada por

las velocidades de reacción l y 27y por la posición de los nume_

rosos equilibrios ácido—base involucrados. A muybajas concen —

traciones de ácido, E se forma muylentamente, mientras que a a;

tas concentraciones, B se forma rápidamente pero la velocidad de

desaparición se torna importante. Para pirroles con simples grg
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pos electrónicos aceptores, se encuentra óptima una concentración de
ácido de alrededor de l M, para lecturas dentro de los 15 minutOSa

El solvente también influye en el estado invariable de E . Un
cambio en el solvente{ afecta el valor de la medida de E debido al

cambio de ambasvelocidades de reacción l y 2 y de la fuerza relati

va de la base de todas las especies involucradas. Se observa la dig

minución de ambasvelocidades de reacción y el incremento de la in 

tensidad de E , usando ácido acético del 50 % (vol./vol.) en lugar

de aguas

La intensidad del color es un tanto mayor, cuando se usa ácido

perclórico en lugar de clorhídrico.

QEERMINACION coman-¿Eng _I_>_E_2¿LA

Comoya se mencionó, ALA se condensa con acetil acetona o acetil

acetato de etilo para dar un derivado pirrólico con una posición al

fa libre que reacciona con el reactivo de Ehrlich dando un compuesto

coloreado. Este es un procedimiento general para amino acetonas.

La condensación con acetil acetona es menos sensible que la con 

densación con acetil acetato de etilo, pero con este reactivo altas

concentraciones de amino ácidos, amoniacoo glucosa amina interfie 

ren en la reacción, por lo que preferentemente la condensación se

realiza con el primero de estos reactivos.

CURVAgs ¿BSORCION

El espectro de absorción es Caracteristico de una determinada sis
tancia y sirve comocriterio de identificación. Este espectro nos

indica la longitud de onda adecuada para efectuar las mediciones co

lorimétricas cuantitativas del ALA.

Para el trazado de la curva de absorción se utilizó. clorhidra
to del ácido delta amino levúlico (ClH.ALA)cristalino, cedido



.53
gentilmente por el Department of Physiological Chemistry, Johns

Hopkins School of Medica, Maryland. Esta sustancia, en una di

lución adecuada se condensó con acetil acetona a pH 4,6 y se
efectuó la reacción de coloración con el reactivo de Ehrlich mo

dificado_(2 N), leyendose a los 15 minutos las densidades ópti 

cas en función de las longitudes de onda (Figura 5).

Si [Jr’z’t‘ "1-.3/; ’O/w’ ‘A’.Ï

bt'Ct'N/l N

Ñ,
¿L -” -: .Po .4: Jo .¡' (no 500 90 no lao iso 550 se: i): W’ i‘m W" A

Fi ra j: CurVade absorción del 2 metil-5 acetil
4(3 ácido propiónico) pirrol.
Pico menor / pico mayor = 0.65

La curva obtenida coincide plenamente con la efectuada por

Mauzerall y Granick (108) para el 2 metil 3 acetil4(5 ácido pro

piónico) pirrol. Registra un máximoa 552 m/L y un lomo a 525

ahi , siendo la relación del segundo al primero igual a 0,65 .

DETERMINACION; D_E_Los __gEFICIENIES pg EXTINCIÓN _MOLAR

Comométodo de control para las posteriores determinaciones

de ALAen la orina de los animales sometidos a la porfiria expe

rimental, se procedió a la determinación de los coeficientes-de

'extinción molar aparente con los reactivos descriptos anterior 
mente.

Contal fin se hicieron diluciones apropiadas de ALA.ClH que

luego se hicieron reaccionar con acetil acetona y DMABpara po —



der hacer una representación gráfica de la densidad óptica en

función de la concentración (curva de calibración) a 5521npb
' /

(Figuras 6 y 7).

Fo.’dí (4714” o, arman/vn“
uw' ai >[\»/.-'ILJ SPFCÏROMC

O ‘JJI NI (¡Í OKI 009 51 ¿II 91‘ y. f-J/> -Í ou oo .0! on W “¡no! nl
.h 1 ,¡ ,¿ ¿o flv“, o oo: M 00‘ H I u 1‘ ¡o ¡“NI

gïggggfi Q 1 Z: Curvas de calibración del 2 metil-5 acetil
—4(5ácido propiónico) pirrol, en el espeg
trofotómetrn Bcckmany en el fotocolorime
tr; ncectr-hic, respectivamente.

Con estos datos se procedió a calcular los coeficientes de e;

tinción molar aparente de esta reacción en el espectrofotómetro,

comotambién el factor de multiplicación o constante del fotoco

lorimetro Spectronic para esta sustancia. Los resultados pueden
observarse en la Tabla HO1 .

TABLA N° 1

REACTIVO INSTRULZEI-JI‘AL DATOS DE DATOS

LITERXTU’RA EJERIMENTALES

¿25133953035 Beckznan "DU" 6,8x104 6.5x104

gïgáágh(go%% Sprectronic ——- k = 0.015

Coeficiente de extinción molar aparente y constante del fotoco
1orimetro ara la reacción entre el 2 metil 3 acetil 4 (3 ácido
propiónico pirrol y el reactivo de Ehrlich modificado (2 N .

Para estas determinaciones se utilizaron un espectrofotómetro

Beckmanmodelo DUy un fotocolorimetro "Spectronic 20". Si bien

la precisión del fotocolorimetro es menorque la del espectrofo

tómetro, resulta mucho más cómodoy práctico usar aquél cuando

es necesario efectuar un número elevado de mediciones en serie.
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METODOpg ELORAClON DEL ¿1g la} ORINA MEDIANTE.3; uso gg

RES‘INAS y; INTERCAMBIO

En este trabajo se utilizó el métodoya referido para las dee

terminaciones de ALAy PBG-con objeto de hacer un estudio más v

completode la porfiria experrnental en ratas y conejos.

Previamente a su aplicación el método fué puesto a punto me 

diante el estudio de la curva de saturación o de "breack througfl'

de la resina, el estudio de la curva de elución del ALAen la m;e

may la realización de distintas pruebas de recuperación del ALA.

APLICACION DEL RPTODO

La índole del trabajo a realizar, requería numerosasdetermi

naciones tanto de PBGcomo de ALA, por lo Que junto con el Dr;

Tigier ideamos unos partacolumnas de madera, que permitían traba

Jar con 12 columnas simultáneamente. En la figura No 8 puede

verse uno de esos portacnlumnas

resina

lana ¿e
Vu ¡o

.7 30mm la'rex
«me

- _ "
COM fCSOf

¿eFarm

"hibacar]:

Figura 8 Figura 9
Portacolumna Columna
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Las columnas que contienen las resinas son tubos de vidrio de

0,7 cmde diámetro por 30 cmde largo, que tienen un estrecha 

miento en la parte inferior, tapado con lana de vidrio, sobre la

que se coloca una carga de-2 cmde altura de resina. -En el es 

trechamiento inferior se coloca un tubo de látex adherido al cmro

extremo a un tubo capilar, y el flujo del liquido eluyente está

regulado por una pinza de Hoffman que apreta sobre el tubo de lg

tex. En la figura NO9 puede verse el esquema de una columna.

CAECTERISLICAS pg pgs RESINA;

Para la retención del PBGde la orina, se utiliza la resina

Dowex 2 x 8 en su forma acetato, por la que se hace pasar 1 ml

de orina a pH entre 5 y 7 y luego se añaden 4 ml de agua para la

elución del ALA,urea y otros metabolitos.

Los detalles relativos a esta resina, se describen en la te 

sis del Dr. Horacio Tigier.

La resina que retiene el ALAtiene las siguientes caracteris
ticas: Dowex50 x 8 , catiónica fuerte, malla 20-50 (fué molida

para lograr la malla 200-400 que indica la técnica), porosidad

media, tipo estireno sulfónico, reemphazada_en forma de ión hi —

drógeno, con una capacidad total de 5,2 É 0,5 meq/gramo y una hu

medad del 50-56 % .

PREPARACIONpg g ESINA¿DOWEX 5_o

La reéina Dowex50 se suspenie en agua que se decanta repeti

damente, hasta que el sobrenadante se aclare; se convierte lue

go a la forma sódica, poniéndola en cotacto durante una noche

con una solución de HONa2 N. Se lava hasta neutralidad y recog

vierte a la forma hidrógeno tratándola con un volumen de 01H 4 N,

6 volúmenes de ClH 2 N , 6 volúmenes de ClH 1.N y agua.

Con esta resina se preparan las columnas de manera de obtener
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un depósito de unos 2 cm de altura; La velocidad de elución de

la columna debe ser aproximadamente de unos 5 ml cada lO minuum.

Los 5 ml de solución eluidos de la resina Dowex2 son pasados

a través de la Dowex50; se lava con 16 ml de agua para elimi 

nar la urea y se adicionan luego 2 m1de acetato de sodio 0,5 M.

El ALAes eluido posteriormente por agregado de otros 7 ml de

acetato de sodio 0,5 M. A este eluido se añaden 0,2 m1 de ace —

til acetona y se lleva a 10 m1con un bUffer de acetato de legó.

Esta mezcla se calienta lO minutos en un baño de agua hirviente

y se enfría a temperatura ambiente. De acá se toman alicuotas

de 2 m1 para efectuar la reacción colorimétrica ya comentada.

En todas las reacciones colorimétricas realizadas durante el

estudio de la porfiria experimental, se usó el reactivo de Ehr —

lich modificado (2 N) y el fbtocolorimetro "Spectronic 20" .

ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL COMPORTAMIENTO DEL ALA FRENTE A LA

RESINA QOWEXifiQ

CURVA QE SATURACION ("BREACK THROUGH")

Se cargó la columna con una solución de C1H.ALAque poseía un

total de 560¡ag de esta sustancia; en el liquido efluente por
1a resina, no se alcanzó a detectar en ningún momentola presenh

cia de ALA. Se pudo afirmar que la capacidad de la resina en el

punto de "breack through“ (saturación) no había sido alcanzada ,
por lo que durante las determinaciones comunes de ALAen orina ,

se estaba a cubierto de sobrepasar el limite de capacidad de la
resina.

CURVAE ELUCION

Se realizó el estudio de la elución del ALAde la resina

Dowex50, analizando su presencia en los eluidos de la fracción
1acetato de sodio 0,5 h mililitro por mililitro. El objeto de es

te estudio era poder comprobar que en realidad se eluye todo el



ALAagregado en la recina y determinar en qué fracción del elui

do está presente la mayor cantidad del metabolito investigado.

Se pudo concluir que a partir del tercer mililitro de acetato

de sodio 0,5 N comienza a eluir ALAde la columna.

En la figura No lO puede verse.1a forma de la curva de elu 

ción del ALApuro que Coincide con la teóricamente esperada.

O3

Figgga ¿9: Curva de elución del ALApor la resina
Dowex 50 x 8 .

ENSAYOS QE RECUPERACION

Conel objeto de determinar la eficacia de las resinas de lg

tercambio iónico en la adsorción y elución del ALA, se efectua 

ron diferentes ensayos de recuperación.

En el primer ensayo, se utilizaron soluciones acuosas de
C1H.ALAy se adsorbieron sobre la columna cantidades crecientes

de este compuesto, que oscilaban entre los lO y los 100 ¡Lg de
ClH.ALA.

Se obtuvieron recuperaciones del orden del 86 al 95 %.

Cuandose intentó ensayar la recuperación del ALAsobre orinas

normales, porfíricas y de conejos, se tropezó con muchos obstácg
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los para lograr resultados reproducibles. Después de repetidos
intentos se obtuvieron datos concordantes y se observó que la

orina de conejos debia diluirse al medio antes de ser pasada por

1a resina y que el pH debia estar muy cercano a 6,2 . Además ,

la resina debia tener el tamañode particulas correspondiente a

la malla 200-400 de fábrica y no ser preparada por molienda de

la resina de mayordiametro de partícula.

Asi pudieron obtenerse recuperaciones del orden del 79 %so e

bre orinas humanasy del 88 %sdare orinas de conejos porfiricos,

previa dilución y estricto llevado a pH .

METODO DEL PICRATO

También en el año 1956, Shuster (113) investiga dos métodos

distintos para la determinación del ALA. El primero basado en

1a mismareacción de Knorr para la sintesis de pirroles depende,

comoya vimos, de la condensación del ALAcon un compuesto carbg

nilico adecuado para formar un pirrol alfa Sustituido que da una.
coloración roja cuando se lo trata con DEAB. Independientemente,

Granick y Vanden Schrieck en 1955 (114) publican un método seme

jante que posteriormente es exhaustivamente tratado por Mauzerall

y Granick.

El otro métodoestudiado por Shuster es algo similar a la re

acción de Jaffé para la determinación de creatinina con picrato

alcalino. Tanto el ALAcomola creatinina dan un color naranja

oscuro en solución alcalina con ácido picrico. La adición de 01H
concentrado que bloquea el picrato de creatinina, intensifica y

oscurece el color del picrato de ALA. El color con acetona orí

gen de interferencias en la reacción de Jaffé, es también inten
sificado por el ClH, asi que el test no es tan específico como

podria desearse. El mecanismode la formación del color en esta

reacción es un punto_todavia oscuro.
El autor describe, además, los efectos que produce la varia 
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ción de diferentes factores sobre la determinacióny especifici

dad, y la aplicación del métodoa materiales biológicos.

MODIFICACIONES gg; 5.350139

En 1958, Lavar, Neuberger y Udenfriend (44) estudian la forma

cion de ALApor particulas obtenidas de'eritrocitos de pollo, y

proponen una modificación a1 método de Shuster, que incrementa

la sensibilidad y la especificidad del mismo. Consiste en tra 

tar 2 ml de solución que contiene hasta 0.5 micromoles de ALA

con 0.2 m1 de solución saturada de ácido picrico y 0.5 m1 de HONa

2.5 N . A los 7 minutos debe agregarse 1.0 ml de 01H 8 N, y des

pués de 10 minutos se extrae el exceso de ácido picrico con dos

fracciones de 10 ml de éter cada una y con otra de 10 m1 de eter

de petróleo (PIE. 4QOÉÉOO).El color se lee en un eSpectrofotó—

metro a 420 mfil contra un blanco de reactivos.

Según los autores, este método permite determinar ALAen pre_

sencia de concentraciones de alfa ceto glutarato hasta 0.01 M,.
w- . - v

05 r/ \\\ i
\ BEC/(NAN

4 0.3; \ w r .04 {JU/AH a

°“ JPEchon i

“o "o ooo «o No u, [00 49’0 , 500 5M

Figura l; y 1 : Curvas de absorción del complejo ALA
picrato en el fctocolorimetro Spectronic y en el espeg
trofotómetro Beckmanrespectivamente.
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La curva de absorción para el derivado ALAácido picrico puede

verse en la figura m0 11 y 12 .

Este método fué usado para algunas determinaciones de ALAen

Órganos, pero luego fué cambiado por el método de Elliott (115)
más cómodoy moderno, que es una nueva modificación al método de

Shuster¡

En el procedimiento original con ácido picrico se recomienda

que las mediciones de la extinción del complejo coloreado forma

do por el ALAsean hechas entre 450 y 470 mfp . Sin embargo, a
estas longitudes de onda la absorción debida al ácido picrico es

tal, que un pequeño error en 1a cantidad ¿e este ácido añadido

puede introducir un gran error en la estimación y afectar marca

damente1a reproducibilidad de resultados. Estas dificultades

pueden ser evitadas si las mediciones son hedias a 495 m}; don
de la absorción debida a1 ácido picrico es insignificante, aun 

que hay una leve pérdida de sensibilidad. Esto puede Verse en

el eSpectro del complejo ALAácido picrico que muestra 1a figura

No 13; esta.modificación evita la necesidad de extraer el exce

so de ácido picrico que se usa en la técnica de Laver, Neuber 
ger y Udenfried (44).

D

1.o4k

‘ ÉYÏXVZWV

oc SL/T -OÍ/

Oi.

o' 45o ¿,75 49o 510 530 5507

Figura lá: Curva de absorción del complejo ALA-picrato;
Espectrofotómetro Beckman.
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El método adoptado consiste en tratar la muestra (de C¡05 a

0.8 micromoles de ALA) en un volumen de 2.5 m1 con 0.25 ml de

una solución de ácido picrico saturado a temperatura ambiente, y

enfriarla a O°C en un baño dc agua helada. Se agrega luego 0.5

ml de HONa5 N a OOCy luego de agitar se deja reposar a esta

temperatura. Luego de 14 minutos de reacción se agrega 1.75 m1

de ClH 4 N , la solución sc'agita y se deposita en un baño de

agua a la temperatura del cuarto. La absorción se lee a 495 mi

limicrones luego de un periodo de 10 minutos.

La absorción es proporcional a la concentración de la amino

cetona hasta 0.8 micrm oles de ALA, según el autor, pero de

acuerdo a nuestra exgeriencia, podemosasegurar la proporcional;

dad hasta 0.6 micrmuoles de ALA. Figuras (14 y 15).

¡oí D

I! LOI /
ï BECKIVIAN 1

OÜÏ .

su! Oh 03€ SPEC TRONK:
1
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OH,, oki /

a), l/ 1/
0 01 01 03 (¿a O) Ju pmór' 0/ - ol o”, 03' 0.3", Ñ

Figuras 14 y 15: Curvas de calibración del comglejoAIA-picrato, en el Beckmany pec
tronic reSpectivamente.

COEFICIENI‘E pg EXTINggg MOIAR

Con las soluciones patrón preparadas con el C1H.ALAse traza

ron las curvas de densidades ópticas versus concentraciones del

complejo AEA-;iarato mostradas.en las figuras 14 y 15 y se cal

culó luego el coeficiente'de extinción molar para este compuesto,
que reSUltó del orden de 8.0 x lO3 .
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CRITERIOSpg IDENTIFICACIONpg;

CROMATOGRAFIA SOBRE PAPEL

Se utilizaron distintas técnicas para determinar la presencia

de ALA,ya sea al estado libre, o condensado con acetil acetona

para formar el íerivado pirrólico. La más conveniente resultó

la utilizada por Mauzerall y Granick (108) que consiste en desa

rrollar el derivado pirrólico mencionadodel ALA,con un sistema

solvente consistente en la fase superior de una mezcla de buta —

nol s ácido acético : agua z: 4 : l z 5 , sobre papel Whatman

N°l . El Rf de este derivado es exactamente igual a 0.9 , y el

del PBGcs igual a 0.5 .

Otra técnica cromatográfica empleada, se basa en la descripta

por Berlin, Neuberger y Scott (35) con algunas modificaciones ._

Se siembra el ClH.ALApatrón o el eluido de la columna Dowex 50,

previamente ajustados a pH 2.0 con ClH, sobre papel WhatmanN01.

El solvente empleado consiste en la fase superior separada a 24QC

de una mezcla de butanol: ácido acético z agua 2: 31.5 z 5 : 15.5.

Se revela luego con ninhidrina al 1 %y el ClH.ALAdá una mancha

amarillenta con un Rf de 0.265.

Otro método de revelar el ClH.ALAes el indicado por Shuster

(115) Que coasiste en rociar el papel con una solución de ácido

pïcrico saturado, luego con HCNa5 N y finalmente con ClH 5 N ,

pero presenta el serio problema que el cromatograma se quiebra

durante el secado, aunque el ALAse detecta muy bien.

En la Figura 16 pueden verse dos cromatqgraras sobre papel

del ALA. (Ver página sicuiente)«o
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‘ ai: 0.263

duALA Y

Cromatogramas sobre papel: a) ALA(como derivg
do pirrólico) y PBG,aislados de orina humana .
Sulventes butanol 4:ácido acético : agua z:

a 1 : 5 . RE : O. y 0.5 respectivamen
te. b) 01H.ALA. Solvent es butañol 2 ácido ac ,
tico : agua :: 31.5 a 5.0 a 13.5 .Rí’ : 0.26
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PORFIRIA EXPERIMENTAL

La mayoria de las experiencias descriptas en este capitulo han

sido realizadas en colaboración con el Doctor HoraCio Tigier , y

figuran ya en su trabajo de tesis.

Se describen los métodos utilizados para el estudio de las pq;

firinas y sus precursores metabólicos en la orina y algunos órga

nos de animales sometidos a la purfiria experimental, comoasí

también en la orina de una paciente con porfiria aguda. La des
cripción de los distintos métodos de valoración del ALA,ya ha

sido tratado en el capitulo anterior.

Los resultados obtenidos en esta experiencia están también re

gistrados en este capitulo, reservándose 1a discusión de las con

clusiones para la parte final del trabajo.

PARTE EEERII‘JIENTAL

ANQYLAIES D_E_LABORATORIO

Se llevaron a cabo dos series de experiencias con seis anima
les cada una, con el objeto de estudiar las porfirinas y sus pr;

cursores metabólicos eliminados por la orina de estos animales

sometidos a la porfiria experimental. Los animales utilizados ,

ratas y conejos, fueron tratados algunos con Sedormidy otros

con A.I.A. Otras series de animales también fueron sometidos a
la porfiria experimental, fueron utilizados para la detennina 

ción de los distintos isómeros de las porfirinas en la orina y

en los estudios realizados en órganos.

Los conejos, en su mayoria blancos de ambos sexos tenian de 3

a 5 meses de edad, y su peso oscilaba entre los 1700 y 2700 gra
mos.

Las ratas, todas machos de raza Wistar, pasaban alrededor de

400 gramos, siendo de una edad aproxi da L."¡os tres meses.
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Ambostipos de animales fueron mantenidos en Jaulas metabóli

cas.y alimentados sin restricciones con "Forramex", antes y du.

rante la experiencia.

SUMINISTRO pg DROGé

Las ratas fueron drogadas por via parental o intragástrica,

según el caso, con solución acuosa de A.I.A. en concentraciones

del orden de los 24 mgpor mililitro y en cantidades diarias de

200 a 400 mg por kilogramo de peso. El Sedormid se suministro

comosuspensión acuosa (preparada con ayuda de un agente tensio

activo "Tween80") en candentraciones del orden de ios 50 mg por

mililitro y en cantidades diarias de 25C a 500 mg por kilogramo

de peso.

Los conejos siempre se drogaron por via intragastrica, sumi —

nistrándoles ambas drogas en cápsulas de gelatina, en dosis dia

rias de 150 a 200 mg por kilogramo de peso.

Considerando que tanto la glicina comoel acido succinico in

tervienen en la biosintesis del ALAy porfirinas, se intentó in

vestigar qué efecto producían junto con otros cofactores si eran
suministrados a las ratas por via parental. Algunos animales

fueron inyectados diariamente con una dosis de SO‘FMde ácido

succinioo, 50 ¡“Mde glicina, ljy Mde ácido pantoténico, 0.2?)¿M

de piridoxal, 5}¡LMde ATPy 5 ¡LM de cloruro de magnesio, di 
sueltos en una solución tampón de fosfatos de pH 7.3 .

METODOQE DOSAJE QE PORFIRINAS EH BQBFIRIA EXPERIMENTAL

Por orina se excretan dos fracciones principales de porfiri 

nas (la fracción de porfirinas solubles cn eter, que incluya

fundamentalmentea las coproporfirinas y las insolubles en eter,
que comprendea las uroporfirinas y las pOrfirinas de siete car

boxilos). Para poder dosar ambasfracciones se utilizaron dos

técnicas; el método de Schwartz, Zieve y Watsai (116) describe
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fundamentalmente la extracción y dosaJe de la fracción "copro" y

la separación de la fracción "uro" con solución de acetato de ag

dio. Las técnicas descriptas por Dressel y Tooth (117) y otros

autores, permiten dosar la fracción "uro" de orina.
Las cantidades de urOporfirinas excretadas por orina en los

casos de porfiria aguda humanao experimental, nunca pueden lle

gar a los niveles alcanzados por las purfirias cutáneas tardías;

este hecho permite aplicar la variante del metodo citada en el

párrafo anterior.

La determinación minuciosa de las uroporfirinas y una amplia _
discusión del método, puede consultarse en el trabajo de Dressel,

Rimington y Tooth (118).

El método de dosaje aplicado en este trabajo, consta de los
siguientes pasos; 2 a 5 ml de orina (según la intensidad de

fluorescencia roja de la orina en el ultravioleta) se tratan con

igual volumen de una solución tampón, compuesta de 4 partes de

ácido acético glacial y l parte de solución saturada de acetato

de sodio, Se agrega igual volumen de agua y se extraen las por
firinas con acetato de etilo. El acetato de etilo debe ser agrg

gado en exceso, para evitar la emulsión entre la capa acuosa y

la capa orgánica.

La fracción "uro" se extrae del acetato de etilo, lavando 2 ó

3 veces con solución de acetato de sodio al 1 % . Si la canti 

dad de porfirinas es muygrande, puede juntarse la primera frac

ción acuosa con las-fracciones de acetato de sodio y extraer nue

vamente con acetato de etilo para recuperar la "copro" que pudig

ra haber pasado.

Asi se tienen separadas las dos fracciones: la "uro" en ace

tato de sodio y la "copro" en acetato de etilo. La fracción

"uro" se lleva a pH 3 —3.2 con acido acético y se la vuelve a

extraer con acetato de etilo. En esta etapa debe realizarse una

oxidación de los posibles porfirinógenos presentes en el medio ,

por tratamiento con una solución alcohólica fresca de iodo al
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0.005 % . Finalmente so extrae la urOporfirina con fracciones

de l a 2 m1 de 01H al iO % (5 N) , hasta que 1a fase acuosa no

presente fluorescencia.

La fracción "copro" también se oxida con iódo y se extrae

la coproporfirina con fracciones de 1 a 2 ml de ClH a1 5 %

(1.5 N) hasta fluorescencia negativa.

El dosaje de ambasfracciones en ClH, se realiza espectrofg

tométricamente, utilizando los coeficientes de extinción molar
determinados por Salum, Batlle y Grinstein (1.19).

IDENTIFICACION pg POBFIRJNAS EXCRETADAS POR ORIDQ

Las porfirinas excretadas por orina se identificaron general

mente con las técnicas usadas en el laboratorio de Watson, con
algunas modificaciones circunstanciales.

La primera serie de detenniiaciones se realizó con ratas ,

con cuya orina se efectuó un procedimiento de extracción de p0_r_
firinas algo indirecto. Estas sustancias fueron extraídas de

un "pool" decrina de ratas porfiricas maiknte acetato de etilo.

Los porfirinógenos se oxidan por tratamiento con iodo, y el
total de las porfirinas se extrae de la fase acetato de etilo

repetidamente con ClH_3N . Esta solución fuertemente ácida

es llevada a pH 5 —5.2 con_soluci5n saturada de acetato de-sg
dio y las porfirinas se adsorben sobre talco. En esta etapa

debe cuidarse que el liquido sobrenadante no presente las ban

das de absorción caracteristicas de las porfirinas, por obser
vación espectroscópica.

E1 talco se suspende repetidas veces en porciones de una

mezcla metanolzsulfúrico :: 19:1. De esta manera se separan

las porfirinas del talco y cimienzana esterificarse;para con

seguir una buenza esterificación se acostumbra estacionar esta

mezcla durante 48 horas ala oscuridad. Finalizado este periodo,

se agrega un volumen igual de cloroformo y un gran exceso de aga
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que elimina el metanol. Se agita y se deja estacionar para lo —

grar la separación de las fases; la capa clOrofónnica se lava

dos veces con agua, una vez con NH4OHal 10 %, nuevamente con

agua y luego con una solución de ClNa al 7 % para romper las

emulsiones.

Las porfirinas, que están ahora disueltas en cloroformo, se

pasan a través de un papel de filtro embebido en este mismo sol

vente y se concentran casi a sequedad por<iestilación al vacio.

En estas condiciones, las porfirinas pueden ser sometidas a pro

cesos cromatOgráficos.

CROMATOGRAFIA SOBREQLUMNApg; “y; PORFIRINAS

El método de la cromatografía en columna permite una separa —

ción primaria de los distintos tipos de porfirinas y fué aplica
do primitivamente en el laboratorio de Watson. El detalle de es

te método cromatografico con carbonato de calcio de uso corrien

te en nuestro laboratorio, está descripto en un trabajo de Gring
tein (75).

En la figura No 17 pueden diservarse dos columnas cromatogra

ficas del mismotipo pero de diferentes medidas.
Los solventes de absorción

y desarrollo sobre la columna

de carbonato de calcio deben

ser elegidos de acuerdo al tipo

de porfirinas que se sospecha

tener en los extractosc

Las porfirinas de bajo núme

ro de carboxilos corren rápida
Figura ll: columnas cromato- .gráficas mente, por lo que es necesario

utilizar como solventes de ad —

sorción benceno o eter de petróleo a una temperatura entre los

40 y 50°C, debido a que aquellas sustancias son;)oco solubles en
eüossohemes
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Los solventes de desarrollo son distintas mezclas de cloro

fonmo benceno con mayor proporción de cloroformo cuanto mayor

es el númerode carboxilos de las porfirinas.

Cada banda separada del cromatograma se recromatografïa has

ta lograr una banda única. Lograda la pureza cromatográfica
deseada, las porfirinas se cristalizan en metanol y se determ;

na la forma cristalina y el punto de fusión. Una identifica —

ción más exacta se logra sometiendo estas fracciones a la crg

matografia sobre papel.

CROMATOGLÍAFIASOBRE ¿PQ E ESTER _:E_PORFIFIN‘ .7.

En esta experiencia se utilizó el métododescripto por Falk
y Benson(120), pero en su aplicación cuan itativa se introdu

jeron algunas modificaciones que fueron efectuadas por Batlle

y Grinstein (121) en nuestro laboratorio, Las porfirinas este
rificadas se siembran sobre tiras de papel WhatmanNo l; enInn

cuba previamente saturada con cloroformo, se hacen correr las

muestras con un primer sistema solvente compuesto de 4 partes

de querosene y 6 partes de cloroformo etanólico al l %durante

15 minutos. Esto tiene por objeto la eliminación de impurezas.

El querosén que se utiliza es la fracción destilada sobre clo
ruro de calcio entre 190 y 25600.

El papel se seca, se corta su extremo inferior, se marca la
posición actual de las manchas que son observadas bajo la lám

para ultravioleta y se hacen correr nuevamente en un segundo

sistema solvente compuesto de 4 partes de querosén y 2 partes
de dioxano.

El solvente asciende por el papel unos 20 cm cuando se per

mite que el cromatograma desarrolle algo más de dos horas, y

el revelado de las manchasse efectúa mediante el uso de lalnz
ultravioleta.

La adaptación delrm%odocromstqgráficoala forma cuantitatimg

figura en el trabajo anteriormente citado de Batlle y Grinstein.
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En este trabajo solo se mostrará.una tabla en la que figuran

los resultados de estas experiencias aplicadas a la orina de co

nejos y a la orina de un caso humanode porfiria aguda.

CROMATOGRAFIA_SOBRE}31132; D_E PORFIRINAS LIBRES

La técnica cromatográfica sobre papel para porfirinas lflares

de Nicholas y Rimington (122) modificada_por Jricksen (123) y

puesta a punto en nuestro laboratOrio por la Doctora Batlle, tam

bien fué utilizado aunque con menor frecuencia que la anterior.

Las porfirinas libres dísueltas en HONH4'2N se siembran so 
bre papel WhatmanNo l y se hacen corren en una cuba saturada cnn

NH3, con un sistema solvente consistente en 5r5 partes de agua
y 7 partes de 2*6 lutidina, en la oscuridad y durante 14 horas.

Este metodo permite diferenciar con relativa claridad, según

las proporciones presente", coprOporfirinas I y III .

DESCARBOXILACION QE UROPORFIRIHA;

Esta técnica fué usada según los casos para identificar o con

firmar el tipo isomérico de las uroporfirinas, debido a que las

coprOporfirinas obtenidas por descarboxilación, pueden ser cromg

tografiadas por el métodode la lutidina.

Los ésteres metilicos de las urOporfirinas sc llevan a seque

dad en un tubo de descarboxilación de Uariue al que se agrega

luego ClHal l % (0.3 N); luego se hace el vacío, se cierran los

tubos a la llama y se calientan en estufa a lBOoCdurante 4 horas.

Se procede luego a eliminar el ClH al vacio y las porfirinas des

carboxiladas se csterifican y llevan a cloroformo mediante el m3

todo ya citado, para ser purificadas por cromatografía de adsor

ción en carbonato_de calcio. Estos éstercs.se vuelven a saponi

ficar para poder realizar la cromatografía de porfirinas libres.
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AISLAMIENTOp;- ggrgmgs E ggomos

El método de Schwartz e Ikeda (99) fué ligeramente modificado

para el mejor logro de los fines perseguidos.

Los tejidos triturados y homogeneizados, ÍUeron.tratados repg

tidas veces con una mezcla de 4 partes de acetato de etilo y 1.de

ácido acético, que separa las porfirinas de su unión con las prg

teinas y permite una buena extraccion de aquellas. Este extrac
to acético acetato de etilo fué tratado con una solución de ace

tato de sodio al 5 % , que elimina la acidez y extrae las uropo:

firinas, que luego son tratadas en la manera-Jescripta para la
orina. Las coproporfirinas.restantes, extraídas con acetato de

etilo sufrieron también el mismotratamiento que en el caso de

la orina.

Para poder identificar el tipo de porfirinas existentes en los

tejidos, se elimina el ácido acético de la mezcla mediante suce
sivos lavados con agua, y se extrae rápidanente el total de por
firinas con varias porciones de ClHal 10 % . Las porfirinas di

sueltas en ClH, se ajustan a pH 5 —3.2 y se adsorben sobre tal

co. La identificación de las mismasse hizo por las técnicas ag
teriormente descriptas.

Los órganos utilizados para este estudio fueron higado y ring

nes de animales sometidos a la porfiria experimental.

mswros Quan;es

Durante el curso de la porfiria experimental, se observó un

aumento cn la excreción urinaria de ALAal segundo dia de inicia

da la ingestión de la droga, que se acentúa para las ratas al

sexto dia y alrededor del noveno al décimo dia en los conejos .

Peso a ello, el aumento registrado en las ratas es muchomás prg
nunciado que a1 los conejos. La excreción de PBGse encuentra

también aumentada y el incremento más pronunciado aparece cerca

del octavo dia en las ratas y alrededor del décimo primer dia en
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los conejos. La velocidad de aparición de los máximosde excre

ción, está en relación directa con la cantidad de droga inocula

da. En las ratas se observa con frecuencia Que los máximos de

excreción de ALApreceden a los de PBG.

Tango el ALAcomo el PBGexcretados por orina, fueron identi

ficados cromatográficamente sobre papel. I

La orina de rata presenta un,aumento significativo de copro

y en menor cantidad do urOporfirinast‘ En la orina de conejo se

registra igual aumentode ambasclases de porfirinas.
En las figuras 18 y 19 estan graficados los resultados mas rg

presentativos de las determinaciones do ALA, PBG5uro y oOpropQr

firinas realizadas sobre la orina_de ratas y conejos antes y du
rante la porfiria experimenta1.>

¿1 A o
Droga

sum/msfradcz  ü ¡alila-I
A L A ‘

,u mo/es/"d/a '

D B G w I I ',u mo/eS/dx’a J  .L_-_
”UDO“

“COBRO”; A; :,(1’7/‘0/6‘3/C/1¿.¡lJlll ll
D‘AS

Figura gg: ALA ÉBG y porfirinas excretadas por orina
de ratas’tratadas con: A = Sedormid ;
B = [La]:vo

Debehacerse notar que los valores de uroporfirinas registra

dos en estas experiencias, son muyinferiores a los citados en

la bibliografia. La diferencia es explicable, pues las determi—
naciones realizadas en nuestro laboratorio fueron hedlas directa

mente sobre la orina sin calentamiento previo, mientras que en

los trabajos oportunamentecitados, gran parte de las porfirinas



dosadas son sintetizadas "in

-5 4.

vitro”-por el precalentamiento de
la orina acidificada.

¡a mm / día

Figura 12:

A.

Dias dr

Dro a
sum/n/srrada

mg/d/a

¿LA

DE) (,7

¡umo/cs/dáa l

wwo'
A’m,in (113 '... ___._

“COT/¡7 O ”

1.:males,’lia l rw--- _._..... .
1 ,1 ÍH‘ '1 fr "r ‘ LÏV"P“"IEHC:L] 1

ALA,EBGy porfirinas excretadas por orina de
conejos tratados con: A Sedormid g B = A.Io

Los cuadros rayados sobre el PBGcorres 
ponden al dosaje directo hecho oor simple di
lución de la orina (método de Vahlquist). Ci

‘tado por Mauzerall y Granick (108).

Los valores normales de excreción urinaria de porfirinas y .2

precursores en re;as y Conejos, asi comolos valores máximosde

ALAy PBGy porfirinas observados durante las experiencias, es 

tán registrados en
sores está también

nas por dia ya que

porfirina equivale

de PBG.

la Tabla No2. La concentración de los precu;

expresada en ¿e moles equivalentes de porfin;

se La tenido en cuenta que una molécula de

a ocho moléculas de ALAy a cuatro moléculas

En la misma tabla figuran los máximosde excreción co 

rrespondientes a la orina de un caso humano.

El análisis de los datos consignados demuestra que la excre —

ción urinaria de precursores en los animales de experimentación

es mucho mayor que

mo fenómeno en el caso humano.

la de porfirinas, pudiéndose observar el mis
Este hecho confirmaria cierta s;

militud entre la porfiria experimental y la porfiria aguda huma

na, lo que ya fué señalado por otros autores.
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TABLA 2

BORFIRINAS 1 PRECURSORES EXCRETADOS 293 ORINA

VALORES NORMALES

ALA PBG "URO" "COPRO"

¡Mg ¿(mol ¡4 mo 1 ¡:4g f4.111101 ¡4 mol F, g ¡4,11101 ¡4, g ¡111101
por por e uiv por por equiv por por por por
dia dia p dia dia dia p/dia dia dia dia dia

Ratas 18 0,14 0,02 27 0,12 0,05 0 0,00 57 0,05
Conejos 22 0,17 0,02 18 0,08 0,02 9 0,01 29 0,04

yA; QR_ES_MAXIIVIOS

Rata Droga
1 AIA 2750 21,10 2,64 4760 20,77 5,18 0 0,00 98 0,15
2 AIA 1650 12,60 1,57 3400 15,47 3,86 0 0,00 118 0,18
3 AIA 210 1,58 0,17 190 0,84 0,21 1: 0,02 89 0,12
4 AIA 200 1,54 0,19 200 0,67 0,17 26 0,05 90 0,15
5 Sed. 750 5,85 0,75 1280 5,76. 1,44 89 0,10 190 0,50
6 Sed. 800 6,16 0,77 1400 6,20 1,55 350 0,39 125 0,19

Conejo
1 Sed. 140 1,07 0,15 4000 17,40 4,35 85 0,10 75 0,12
2 Sed. 290 2,50 0,28 5600 24,60 6,15 200 0,24 165 0,26
3 Sed. 150 1,00 0,12 4400 18,20 4,55 300 0,56 325 0,48
4 AIA 900 7,00 0,87 29000 150,00 2,50 670 0,80 55€ 0,48
5 AIA 230 1,90 0,24 4803 21,10 5,30 40 0,06 255 0,57
6 AIA 240 1,90 0,24 8000 35,4 8,85 150 0,18 290 0,44

figggno 108mg 825 106 566mg 1.620 405 500 0,56 1500 2,00

Los valores normales tabulados para rates y conejos corresponden a pro
medios de nuestras determinaciones. Haeger (124) en 1960 registra que
los valores nonnales de excreción diaria de ALAcn humanos alcanzan a
3 mgy para PBGa 1 mg. Distintos investigadores dan como excreción
normal de ur0porfirina en hunanos 15¿¿g por dia y para coproporfirina:
de 100 a 300;Lg diarios. '
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Un cuadro comparativo de los valores máximosde excreción uri

naria de PBG,uro y coproporfirina en ratas y conejos obtenidos

por nosotros y por los distintos laboratorios que trabajan en el

tema se muestran en la tabla 3. No se registran valores para ALA,

debido a que para este metabolito no existían método de dosaJe.

TABLAj

Laboratorio Animales PBG "UFO" "COPRO"
de investig. experiment. Ing/dia ¡ig/dia ¡Ag/dia
Watson Conejos 13.500(') 450

Aldrich Ratas 11C(,) 1501.500
. . — ‘ T l '-u(") r (")

Rimington bonedos li0(“) 18.500 340Ratas 6 '-'.—"

Grinstein Conejos 29 670 350
Ratas 5 ( "5 ) 190

Los valores marcados con un asterisco (') corresponden a determi
naciones hechas sobre orina precalentada y acidificada; los seña
lados con el doble asterisco (") corresponden a determinaciones
realizadas por el métodode Vahlquist (125). La triple señal

"' ) indica solo una reacción cualitativa, debido a que regis —
tramos solo un caso de 450 }Lg por dia.

El efecto producido sobre la excreción urinaria de porfirinas

y precursores cuando se suministran cofactores a una rata someti

da a la porfiria experizental, puede verse en la figura 20 que es

del mismo tipo que las figuras 18 y 19 .

El descenso cn 1a excreción de precursores fué notable durante

el periodo en que se Suministraron cofactores. Si bien estos re

sultados son sugestivos, con otros animales se obtuvieron algunos
resultados un poco contradictorios.
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El tipo de porfirinas que se excretaron en la orina deznatas

durante la porfiria experimental, se estudió cualitativamente lug

go de su extracción con acetato de etilo y 61H" Se absorbieron

en talco y esterificaron con metano} sulfúrico por los métodos ya

comentados.

La figura 21 muestra que mediante 1a cromatcgrafia de Falk y

Benson se logró su identificación obteniéndose manchas correspoq_
dientes a urOporfirina I , uroporfirina III, firiaporfirina III
y coproporfirinas, en una corrida simultánea con los testigos c0
rrespondientes.

Entre la firiaporíirina y la copropOÏFininaaparecieron man

chas cuyos Rf próbablem nte correSpondan a porfirinas de 6 y 5
carboxilos.

Debido al mayor volumen de las muestras, tanto en la orina hu

mana comoen la de conejos, la adsorción de las porfirinas con

talco fué efectuada directamente ajustando el pH entre 3 —3.2 y

continuando con la técnica ya conocida°
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Ejgura ¿1:

UI z Uroporfirina I

UÏII : UrOportf‘irJ'na III

F : Firiaporfirina III
C :Cqmwafihúm
P : Protoporfirina IX

OOR : Orina de_ratas,_

í)<== {LDaoo.
Esteres de porfirinas.

a“o P
55‘

151"

Fué realiZado además el esiudio de la proporción de cada tipo

de porfirinas presentes en las orinas porfiricas medianmeel eme

pleo de las columnas cromatográficas de carbonato de cak:io y org

matografia sobre papel cuantitativa; comodato ilustrativo se

muestran en 1a tabla 4 las cantidades relativas de porfirinas pre

sentes en 1a orina de conejos y humana.

23214.13

CANTIDADES RELATIVA54_E EQRFIRINAS AISLADAS QE ORINA QE CONEJOS.X

HUMANA

PORFIRINAS ' Orina de conejos porfiricos Orina humana
Estado: Porfiria aguda

Inicial % Avanzado %

Protoporfirina 3,5 1,0 -—
Tricarboxilicas 1,5 1,3 2,0
Coproporfirinas 45,0 11,0 26,0
Pentacarboxilicas 12,9 6,4 8,0
Hexacarboxilicas 6,7 3,2 12,0
Firiaporfirina III 10,9 9,2 .8,0
Uroporfirina III 4,5 47,8 22,0
lqunfirmal 123 2m0 . ZAC
Los Rf de la protoporfirina 9, firiaporfirina III, uroporfirinaIII

uroporfirina I, coincidieron con los Rf de los testigos pnros.
as porfirinas tri—, penta- y hexacarboxilicas fueron deduc1das de

sg gggggión gp el cromatogragg.
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Algunas bandas de porfirinas de la cromatografía en columna

de carbonato de calcio fueron recromatografiadas hasta la obten
ción de una banda única, comocriterio de pureza para su crista

lización. Se logró de esta manerala cristalización de las co 

pro-, uro—,y firiaporfirina III.
La coprOporfirina urinaria observada al microscopio, permitió

ver cristales de las formas isomérizas I y III. Se realizaron
sucesivas recristalizaciones para purificar el producto, y los
puntos de fusión fueron determinados en un aparato de micropunto

de.fusión Fischer cai calentamiento eléctrico. En la primera re

cristalización se registró un punto de fusión entre 145 y 14700

y en las sucesivas se obtuvieron puntos de 155*157°Cy 163-16500;

estos resul‘-ies también indicaban que se estaba en presencia de
una mezcla de los dos isómeros. Conlas sucesivas recristaliza

ciones se lograba un enriquecimiento de la mezcla en el isómero

de tipo I, pués los puntos de insión de las sustancias puras son:

coprOporfirina I = 25200y coproporfirina III de punto de fusión
doble a 142 y 17200. La cromatografía sobre papel de porfirinas

libres (lutidina agua) mostró también una mezcla de los dos isó

meros con proporción mayor de coproporfirina III.

Tambiénla uroporfirina evidenció cristales de ambostipos

isomériccs y una muestra registró un punto de fusión entre 270 

27500, registro que se repitió una‘vez recristalizado el proóuc
to. Una muestra diferente, registró un punto de fUSión 260 

26400 en la primera cristalización y de 262-26700 en la segunda.

El punto de quión teórico para la uroporfirina I es de 293€ïIPC

y para la urpporfirina III de 255-2580C; estas cifras eviden 

cian que las uroporfirinas urinarias son también una mezcla de

ambostipos isoméricos.

La cromatografía sobre papel de los ésteres metilicos de es 

tas uroporfirinas (Falk y Benson) comola cromatografía de las

coproporfirinas libres obtenidas por descarboxilación de las pr;

meras, dieron evidencia de que se estaba en presencia de una me;
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ola de ambos isómeros con preponderancia del tipo III.

La firiaporfirina III fué estudiada microscópioamentey se dg

terminó el punto de fusión de dos recristalizaoiones; la primer
ra registro una marca de zoe-2140€: y la segunda de 2io—214°o ,

siendo el valor teórico de la sustancia pura 215-21500; con.es

ta porfirina se determinaron espectrofotométricamente los máxis

mosde absorción característicos, que coincidieron con las del

testigp aislado de una paciente con porfiria cutánea tarda. Es

tos picos se hallan representados en la figura 22.
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Figugg “g Máximosde absorción de
la firiaporfirina III.



ESTUDIO COMPARATIVOSDBRE INCORPORACIONgg GLICINA

y PROIEINAS QE HIGADOS NORMALESg PORFIRICOS

TRABAJO EXPERIMENTAL

Considerando las ideas expuestas en los trabajos de Schmidy

Schwartz (79) en los que se sugiere que en el estado patológico

de la porfiria se encuentra una disminución de la catalasa hepá

tica, en nuestro laboratorio se encaró el estudio comparativo de

1a hiosintesis de proteinas en homogenatosde higados de ratas y

conejos normales y porfiricos.

El objeto de este trabajo era determinar si esa disminución

de la catalasa hepática es debida o no a una Sintesis disminuida

de las proteinas totales del higado en los casos de porfiria ex

perimental,ya que Rimington había registrado aumentos en la bio
sintesis del hemo.

Para tal rin, se incubaron bajo condiciones que serán discut;
das más adelante homogenatos de higados normales y patológicos

en distintos medios que contenían glic-C14 precipitando luego

las proteinas biosintetizadas y registrando la actividad especi
fiCa de las mismas.

¿NJMALES QE EXPERIMENTACIQK

Se utilizaron ratas y conejos, comose describe en la página

41

El higado se extrae rápidamente, se lava repetidas veces con

solución fisiológica helada y se suspende en el medio a incubar

refrigerado en un baño de hielo. De cada higado normal o patolg

gico se cortan y pesan trozos entre l y 3 gramos, a los que se
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agrega rápidamente, una cantidad determinada del medio en el que

se efectuará la incubación, comosi indica para cada caso.

PREPABQCIONQE Los Homocmmos

La preparación de los homogenatosfué realizada utilizando di

ferentes-soluciones o_mediosde incubaCión:

A) Mediode incubación salino "standard"

Preparado de acuerdo con Winnick, Friedberg y Greenberg (126).

La mezcla incubante tiene la siguiente composición:

Cloruro de sodio 0.72 g

Bicarbonato de sodio 0.25 g

Fosfato momopotfiuicx, 0.12 g

Sulfato de magnesio heptahidrato 0.06 g

Glucosa C.1O g

Citrato de sodio 5 ¿r hidrato 0.03 g

Estas sustancias se llevan a 100müilitros y se saturan luego

con una mezcla de 95 % de oxigeno y 5 % de dióxido de carbono

Cbarbógeno"). La.mezcla preparada se guarda en la heladera y ag

tes de ser usada, debe agregársele 3 ml de una solución de clong

r0 de calcio al l fi gar cada 100 ml de medio.

ste medio, llamado "standard" por los investigadores ante:¿

riormente citados, se utiliza en la proporción de 15 ml de medio
helado por cada gramo de higado. Una vez preparado el homogene

to de la manera como se indica mas adelante, se satura este con

"carbógeno", se tapa y ya se encuentra en condiciones do ser in
cubado en el tenmostato. Eltmmogenato preparado de esta manera

tiene un pH de.7.75 o

B) sacarosa como medio gg incubación

En la mayoria de las experiencias se utilizó comomedio para

preparar los homogenatos, una solución de sacarosa isotónica
(0.25 M). Estos homogenatos se preparan siguiendo el método su
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gerido por McLean, Cohn, Brandt y Simpson (127). La solución

de sacarosa se utiliza en la proporción de 9 m1 de solución

0.25 Mpor cada gramo de higado. Solamente en dos experiencias '

se agregó al homogenato0.5 mililitros de una solución de cloru

ro de magnesio 0.12 Mantes de la incubación.

C) Egg}; gg incubación salia-o (Me-gigg)

Este medio se prepara de acuerdo a las técnicas de Zamecnik

y Keller (128) y está constituido de la siguiente manera:

Cloruro de magnesio 0.01 ¡M

Buffer "tris" 0.02 M (pH 7.8)

Bicarbonato de potasio 0.055 M

Cloruro de potasio 0.025 M

Sacarosa 0.35 M

El pH óptimo con el que actúa este medio presenta una meseta

entre 7.2 y 7.7 y el pH del homogenato total obtenido con esta
mezcla está alrededor de 7.5 .

El extracto a incubar se prepara cai 2.5 volúmenes de medio

por cada volumende tejido.

Los homogenatos fueron preparados en el aparato homogeneiza 

dor de Vidrio a pistón de Potter y Elvehjem o en el homogeneiza

dor mecanico "Virtis" a cuchillas. Ambosaparatos se mantienen
ponstantemente refrigerados en baño de hielo.

La ruptura dc las células enteras se realiza durante l a 1,5

minutos con el homogeneizador de Potfier-Elvehjem conectado a un

agitador mecánico y durante 5 minutos con el aparato "Virtis" en

la posición 50 del reóstato.

Durante las primeras experiencias realizadas, estos homogena

tos se centrifugaron en la centrífuga "Jackson" a 600 rpm duran

te l minuto, con objeto de separar las células enteras y los en;

trocitos, de las particulas subcelulares. Mástarde se empleó
la técnica de Fitch y colaboradores (129) y los homogenatosfuc

ron centrífugados en la centrífuga refrigerada International du
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rante lO minutos a 2.000 rpm (aproximadamente 100 X g); la fra;

ción libre de células se decanta y centrífuga nuevamente.

De estos homogenatos se toman un número determinado de alicug

tas de acuerdo al peso de tejido original y se distribuyen en

frascos de Erlenmeyer de 50 ml, que contienen entre 0.5 y l ml
14de una solución de glicina C con una actividad aproximada de

9C0.000 cpm.

INCUBADO

Lus homogenatos asi preparados se incuban durante 5 horas en
_ . . .. . _ oun baño tormoStatizado con ag1t301ón entre 57 y 38 C.

PRECIPITACION Y LAVADOS

Se realiza. de acuerdo al método de McLean y colaboradores

(127) ya citado. Finalizado el tiempo de incubación las protei

nas se precipitan con 5 ml de solución de ATCAal 20 % agitando

constantemente, y se centrifugan en la "Jackson" durante 5 minu

tos a 1.690 rpm.

Los liquidos se separan por decantación y se lavan luego dos

veces con lo ml de ATCAal 5 %y una vez con igual cantidad de

ATCAal 5 % a 90°C para eliminar asi los ácidos nucleicos. Las

proteinas tienden a suspenderse en los liquidos de lavado por lo

que deben decantarse rápidamente. Estas proteinas se redisuel —

ven luego con 8 m1 de una solución de HONa0.4 N que contiene

20mgde glicina cada 8 ml . A veces es necesario ayudar a esta

disolución, mediante un calentamiento a baño maría que no debe

pasar de los 60°C y de los 2 minutos de duracion, enfriando lue

go rápidamente en un baño de agua fria. Esta solucion se deja

reposar a temperatura ambiente durante l hora y se reprecipúta

luego con 2 ml de ATCAal 50 %, agitando. Este precipitado se

separa por oentrifugación y decantación y se lava 2 veces con

lO ml de etanol, luego con lo m1 de una mezcla de volúmenes igua
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les de etanol eter a 70°C durante 2 minutos y finalmente dos ve
ces con eter.

SECADO

El secado de las proteinas debe hacerse raspando las parti
culas con una varilla de vidrio sobre las mismas paredes del tu_

bo donde se han precipitado. Una vez logrado un polvo fino y

seco, se colocan en estufa entre lOO-llOOCdurante 2 horas, y

se guardan inmediatamente en un desecador al vacio en presencia

de HOK,hasta lograr constancia de peso, como está indicado por

Bannerman, Gristein y Moore (130)c

PREPAPQCIOE.y}; LA; mas; AS L_ ¿Em;__..CUEN“O

Las medidas de radioactividad se realirdron en un contador

Nuclear Chicago Modelo D 47 con ventana micromil y corriente de

gas. En este contador, un micro Curie equivale a 5.11 x 105cpm9

2 de superficie,Se utilizan capsolctas de aluminio de 4,68 cm

cuyofondose lija para facilitar la mejor fijación del fino
polvo proteico. En estas capsoletas se colocan las nuestras de
proteinas listas para el recuento en fracciones que oscilan en

tre los 20 y 40 mg2 expandiéndose las partículas por toda la s2
perficie del fondo, para lograr un espesor uniforme.

Las correcciones debidas a autoabsorcidn se calculan usando

una curva construida con glicina 014, expresandoselos resulta
dos en cpmreferidas a un espesor infinitamente pequeno (figu 

ras 23 y 24) (ver página siguiente).

mmmwggxs DET nro CERO

Estas experiencias se realizan para determinar el error en
cpm/mgcometido a causa de la posible adsorción de glicina 014

por el precipitado proteico.
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Los homogenatos se preparan comose describió anteriormente,

y se agregan al recipiente que contiene la cantidad de amino

ácido radicactfvo ya citada. Las proteinas se precipitan inme
diatamente con ATCAal 20 fi. La incubación no se realiza y se

continúa con las operaciones comunesa las demás experiencias.

*.&

¿21.2.4

RESUDI DOS

Los reSultados obtenidos en estas experiencias, están reuni
dos en las tablas siguientes; ellos están separados de acuerdo

al tipo de animales utilizados y al medio empleadopara incubar.
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Cada cifra representa el promedio de 2 a 4 determinaciones y en

las tablas están expresados miligramos de proteinas en la capsg
lata, cuentas por minuto (corregidas-por fbndo y por autoabsor

ción) y actividades especificas (cuentas por minuto por miligna

mo). .

Las experiencias registradas son individuales, y están sepa
radas de a pares, normal y porfirico paralelamente.



mgproteina cpm(correg.) cpm/mg mgproteina cpm(correg.) cpm/mg mgproteine. cpm,'(correg.) cpm/mg mgproteina cpm(corrng cpm/mg mgproteina cpm(correg.) cpm/mg

CONEJOS:INCUBACIONMEDIOSTANDAH)

NormalPorfiricoNam:PorfiricoNormalPorfiricoNormalPorfirico

20.818.121.117.019.223.5 40.549.244.914.821.853.4
1.932.712.030.871.151,42

CONEJOS:MEDIODEINCUBACICN:SACAROSA

20.916.728.723.016.,26.224.624.9 24.541.794.913.8.090,.851.136679435
1¿172,485.305u155.571,95149578

36.759.024.930.425.323.7

15300534747001876262.8228s5

56215668.261.710.59.64

RATAS:MEDIODEINCUBAQIOI‘Ï:¿LCAROSA

57.740.722.630.433.229,7
728.7954.513235154.?171.8244,9

19.523.25.85.o5.28.2

CONEIOS:Iu’EEDIODEINOUBACION:X

21.929.719.522.2

309.3237.5455.3443.0

12.47.922.519.8
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RATAS:Éx-EDIODEINCUBACIO’V:

NormalPorfirico

mgproteina24.1 cpm(correg.)222,6272.7151.6228.1 cpm/mg9.211.67.59.55,

EXPERIENCIASTIEMPOCFWO mgproteina22.1 cpm(corrng5.5

ñ

cpm/mg

23.420.125.620.8

116.6

6
X

NormalPorfiricoNormalPm'firico

55.5
159.5

4.1
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QOI\ï(‘I¿J-S¿Ï.ONES_z DISCUSION

En este trabajo se ha estudiado detalladamente la metodologia
relacionada con el ALA_Jhan sido descriptas diferentes técnicas
de identificación y valoración cuantitativa de dicha sustancia.

Se han realizado estudios fotocolorimétricos y espectrofotomg
tricos del compuestocoloreado resultante de la reacción del
2 metil-5 acetil—4(5 ácido propiónico) pirrol con el reactivo de
Ehrilch modificado (2K). Los mismos estudios se han realizado
sobre el compuesto ALAmpicrato,determinando los respectivos cqg
ficientes de extinción molar.

El ALAha sido también identificado por diferentes técnicas
cromatOgráficacq

Se ha empleado el método de Mauzera]_y Granick (108) para de
terminar ALAen orina. Dicho método está basado en la separa‘.4
ción selectiva del ALAy PBGpor medio de resinas de intercambio
iónico, estudiéndose las condiciones Óptimasde adsorción y elu
ción de soluciones puras de ALA,como asi también la recupera *
ción del ALAde-orinas normal s y porfiricas. La recuperación
del ALAde soluciones puras, fué del orden del 90 %y de orinas
normales y pcrfiricas del orden del 80 %y 88 fi respectivamen 
te. Este mismométodo fue empleado también en los estudios relg
tivos a la porfirie experhuental.

La determinación e identificación de las distintas porfirinas
exeretadas por orina fué realizada por diferentes métodos adapta
dos a las condiciones experimentales.

De los estudios relacionados con la porfiria experimental pue
de inferirse lo siguiente:

A) Las ratas porfiricas registran una excreción urinaria de
ALAy PBGgrandemente incrementada con respecto a las uro- y co
prOporfirinas. Los conejos porfiricos, en cambio, presentan un
gran incremento en la excreción urinaria de PBG, pero no de ALA,
y cantidades significativas de uroporfirina con respecto a las
ratasc

B) El cuadro químico presentado por ambas especies de anima 
les era el mismo, hayan sido tratados estos con A.I.A. o Sedor 
mid.

Los estudias realizados sobre la fracción uroporfirina fueron
hechos, a diferencia de otros investigadores, sobre orina sin qa
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lentamiento previo.

Los resultados obtenidos coinciden con los registrados por Abbott y

Rudolph (131) pero difieren con la sugerencia de Stich (105) de que ha

bria una diferencia entre la porfiria aguda humanay la porfiria expe

rimental, basada en los diferentes niveles de excreción del ALApor

los conejos. Además, recientemente, Eranich y Urata (152,135) publi

can que en la porfiria aguda inducida con 3,5- dicarbctoxi-l,4—dihidrg
colidina, se registra un incremente 40 veces mayoren la actividad

ALASde 1a células del parénquima hepático de cobayo.

La mayorparte de las uro- y coproporfirinas excretadas en ambost;
pos de porfiria son del tipo isomérico III y también se han encontrado

cantidades proporcionales de porfirinas hepta, hexa y pentacarboxilim
cas.

La firiaporfirina III (73) cuyo porfirinógeno ha side demostrado

por Batlle y Grinstnin (134) que es.un precursor metabólico de la pro

toporfirina 9, na sido identificada formandoparte de la totalidad de
la fracción heptacarboxilica.

Con estos resultados obtenidos en la porfiria experimental, se po 

dria explicar la elevada producción de compuestospirrólicos produci 
dos en esta anomalía, postulando una hipótesis que considera la biosig

tesis exagerada de-ALAcomoresponsable de la mayor producción de pi 

rroles. La acumulación de ALAfavoreceria la formación de PBG, que a

su vez induciria la producción de porfirinas. Esta se proiuciria por

un mecanismode estimulación de la actividad enzimática. La primera

enzima estimulada seria la ALAD,luego la PBGdeaminasa, y asi sucesiva

mente. Gibson (135) encuentra una mayor actividad de la ALADen higa

do de conejo tratado con Sedormid; lo miemofiué_hallado en nuestro la

boretorio por Tensioni, Tigier y Grinstein (156), quienes observan que
el incremento de la actividad ALADen higado es prácticamente el doble

en: conejos porfiricos que en ratas porfiricas tratadas con Sedormid.

Scott (137) anuncia que en las porfiries agudas humanas, la transformg

ción de ALAen PBGse realizaría temoién a mayor velocidad, lo que

coincidiria con nuestra hipótesis. Las variaciones observadas en uro
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y cnproporfirinas puedendeberse a diferentes actividades en las enzi

mas que regulan su biosíntesis, o a diferentes-velocidades de excre 
ción.

Este tipo de mecanismo es sinúlar a1 que Davidson (158) danqnina

"feed-back" positivo.

Unarata porfirica fué tratada con glicina, ácido succinico y otros
cofactores entre los que se hallaba el ATP. La disminución en la eli

minación de Porfirinas y precursores que presentó este animal, no pue

de explicarse con solidez, pero ultimamente Benard y colaboradores

(139) encuentran que e AMPproduce un descenso en los niveles de ex 

creción de porfirinas y precursores y Lottsfeldt y otros (140) regis 

tran que la inosina produce un efecto similar. De estos dos hallazgos

podría inferirse que en nuestra experiencia, la disminución en la ex —

creción de los metabolitos citados, seria debida al ATPo

D3los estudios relacionados con 1a biosintesis de proteínas marca

das en animales porfiricos y normales, no se pueden sacar mayores con

clusiones, pues presentan resultados algo contradictorios. Ello podria

deberse a la existencia de un pool diferente de glicina en los hanoge

natos individuales de cada experiencia. Esta glicina podria preexis —
tir o sintetizarse Jurante la experiencia y llama la atención que este

problema no haya sido abordado aún por otros investigadores, ya que en

1955 Rimington (141) sugirió que en la porfiria podria hallarse una

biosintesis disminuida de las proteinas, que explicaría el decremento

de la catalasa hepática, ya que la biosíntesis de hemo, comose sabe,

se halla enormemente.incrementada,
Del presente trabajo se puede concluir, que existe gran similitud

entre 1a porfiria experimental y la porfiria aguda humana, y que el

principal error metabólica es debido a una biosinteis exagerada de pre
cursores.
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APENDICE

INVESTIGACIONES RECIENTES y _E_I_.¿CAIvmopg: LA EORFIRIA EEERIMENTAL

En 1960 continuaron los estudios de Solomony Figge sobre porfiria

eXperimental en ratones con derivados de la colidina. Estos autores

encuentran coproporfirina III y protOporfirina 9 en el higado de rato
nes, pero no detectan las porfirinas verdes descriptas por Schwartz e
Ikeda (99).

En 1961 Richards y Richards y Scott (142,143) dan cuenta de un in —

cremento de ALAy PBGurinario suministrando glicina a animales porfi

ricos y a pacientes de porfiria aguda. Debehacerse notar, gue este

tipo de experiencia fué también realizada en nuestro laboratorio, pero

no se encontró ninguna variad.ón en la eliminación urinaria de precur
sores.

En el mismoaño, aparece en Turquia un nuevo tipo de porfiria cutá

nea atribuida a la ingestión de alimentos contaminados con hexacloro

benceno. Este problema induce a Ockner y Smith (144) a realizar una.
experiencia con ratas, a las que hacen ingerir la droga ya mencionada.

En un lapso que varia entre 3 y 8 semanas, observan aumentos del ALA,

PBG,uro- y coproporfirinas urinarias, pero no encuentran disminución

de la catalasa hepática.

De Matteis, Prior y Rimington en 1961 y 1962 (145,146) prosiguen

con estos estudios. Registran que el incremento de coproporfirina es

el primero que se nota en la orina, apareciendo luego uroporfirina ,_

PBGy finalmente ALA. En ccnejos hay excreción de uroporfirina III ,
firiaporfirina III y porfirinashexa y penta carboxilicas, ademásde

PBG, similar a lo que ocurre en la porfiria aguda humana. Estos auto

determinan que tanto el Sedormid comolos derivados de la colidina, ag
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túan en fbrma similar. Tambiénencuentran disminución de la catalasa

hepática.

En una comunicación preliminar, Labbe,0nkmwu y Lottsfeld (147) end

cuentran un aumento en la incorporación de Fe al hemoy en la bicsintg

sis de ácidos grasos en el higado de ratas porfiricas. AdemásLotts

feld, Labbe.y Aldrich (140) comunican que la inosina disminuye la ex 

creción de porfirinas en ratas porfiricas, considerando1a posibilidad
de que este compuesto sea empleado en porfiria aguda humana.

Finalmente, Gajdos y Gajdos Tbrok (139) demuestran que 1a adenosina

5 monofosfato actúa en forma similar a la inosina en la porfiria expg
rimental en embrion de pollo. La porfiria debida a hexaclorobenceno

también es beneficiada por este compuesta.

De estos dos últimos trabajos, se puede vislumbrar la importancia

que va adquiriendo el estudio metabólico de las purinas con relación a

los problemasde biosintcsis de porfirinas.

. JM?
V” a?“ ‘
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