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RESUMEN pE TESIS

Las porfirinas son pigmentostetrapirrólicos. precurso
res normales en el caminobiosintético que conduce a Protoporfiri

na IX, Clorofila. Catalasa. etc.. que se excretan por orina y he
ces en cantidades anormalmente elevadas en estados patológicos

denominadospgrfirigs .

Existen diversos tipos de ellas y se las clasifica de

acuerdo a su distinta sintomatología clinica, existiendo un cua 
dro químico particular asociado a cada tipo de porfiria.

Los casos estudiados en la presente investigación per 
tenecían todos al tipo más frecuente en nuestro país: Porfiria he

pática. tipo cutánea tarda. Se caracterizan por presentar foto —

sensibilidad, apareciendo eritemas en las partes expuestas a la
luz y, posteriormente, necrosis. Generalmenteestá asociada a a1

gún tipo de disfunción hepática y aparece en la edad adulta.
La orina de estos enfermos es de un color oscuro, emite

intensa fluorescencia roja a la luz U_V.y, espectrocópicamente.
se observan bandas de absorción caracteristicas de complejos me o

tálicos de porfirinas.
En el momentode comenzar la investigación. existían di

versos interrogantes sobre la composición quimica del complejo por
firinico excretado por orina en estos casos; a saber :

a) La composición cuali-cuantitativa del mismo.

b) La composición de la llamada Porfirina de Waldenstrüm.

Esta es una sustancia extraible de la orina de pacientes porfiri 

cos, llevada a pH3.0-3.2. por acetato de etilo. la que, según
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investigadores del grupo de watson, está constituida fundamental 
mente por Uro I. con pequeñas cantidades de otra porfirina a la que

denominabanPorfirina 208 ó Firiaporfirina¿

En cambio, para los del grupo de Rimington. el princi 

pal componente de la Porfirina de Waldenstromes Uro III.

e) La composición de la fracción Uroporfirina que se ob

tenía de orinas porfiricas.
d) La estructura isomérica de la Firiaporfirina (porfi

rina de 7 carboxilos).
e) La naturaleza de dos porfirinas que se aislaban de

las mismas orinas y que tenian en su estructura sólo 5 y 6 carbo
IilOS¡

f) La estructura isomérica de la fracción Coproporfiri

nas.l también provenientes de orinas de porfirias hepáticas.
Además, por disponer de orinas de ratas a las que se

había intoxicado por la administración diaria de hexaclorobenceno

durante 6 meses. las que comenzarona excretar cantidades aprecia

bles de porfirinas por orina a partir del tercer mes de comenzar

a drogarlas, se estudió también la composicióncuali-cuantitativa
del total de porfirinas urinarias.

Para llevar a cabo los estudios necesarios para aclarar

estos puntos en cuestión, se procedió primero a extraer las por 

firinas de las orinas, llevando las mismasa pH3.0-3.2 (punto
isoeléctrico de las porfirinas) y adsorbiéndolas lucgp con talco
o bien extrayendolas con acetato de etilo.

Posteriormente, se las esterificaba con una mezcla de
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metanol - SOHH2(19:1) durante 2h-48 horas y luego se las pasa -'
ba a cloroformo.

Las soluciones clorofórmicas se analizaron por cromato

grafía en columnas de carbonato de calcio, usando comosolvente
de desarrollo una mezcla de benceno-cloroformo (H:l) y por cro 

matografia sobre papel según el método de Falk y Benson, estudian

dolas además cuantitativamente por medio de una variante de esta

técnica para microcantidades desarrollada por Batlle y Grinstcin,
Tambiénse las cristalizaba, observando su forma cris 

talina al microscopio y determinando los micropuntos de fusión;

asimismo, se procedió a descarboxilarlas por el método de Edmon

son y Schwartz, estudiando luego los productos de descarhoxilación
y determinandola estructura isomérica de la porfirina original
mediante la observación de la CoprOporfirina obtenida,

Para determinar el tipo isonérico de la Coproporfirina,

se la cristalizaba, observaba al microscopio, determinaha su P.F¿

y se la sometia a una cromatografía sobre papel, según el método

de Eriksen para porfirinas libres, que permite distinguir los isó

meros I y III de la Copro,

Además, se determinaron espoctrofotométricamonte las má

ximos y espectros de absorción de las porfirinas obtenidas.

Las experiencias realizadas y los resultados obtenidos

se pueden esquematizar de la siáuiente manera z

A) granategaaíía “delos. sastre. -.t.0. totales de norfirinas de_gr;ng:
La mezcla total de porfirinas obtenidas de las orinas

por adsorción con talco y esterificación, se cromatografió en co
lumnas de carbonato de calcio, obteniéndose cromatogramas de 8
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bandas, de las que las 5 inferiores correspondían respectivamen 

te a Uroq Firia, Hexaq Penta y Coproa como se comprobó cromatogra

fiando cada fracción sobre papel.

So efectuó también una cromatografía cuantitativa sobre

papel de las porfirinas obtenidas de dichas bandas, la que dió Va

lores coincidentes en los h casos investigadosa Los remlltados ob

tenidos fueron aproxhnadanente: Uro I: h0%; Uro III: 10%;Firia:

15%; Hexa: 5%; renta: 8% y Copro: 22%i

B) SewssieianeJe .Pps. .5;-.t-1__r.1,e.l«ïa.3¿leganes=

La pcrfirina de Waldenstrómextraída de orina según el

métodooriginal indicado por este altor, fué cromatografiada en

columna. obteniéndose fundamentalmente una banda de Uro y otra
de Firia.

La cromatografía sobre papel de la primera de ollas, in
dicó que estaba constituida por una mezcla de Uro I y Uro IÏI¿

Otra maestra de Pfif4 se trató por extracción con aceta —

to de etilo. obteniéndose una fracción insoluble, compuestapor
Uro I y una pequeña cantidad de una porfiri: .4.a soluble, la que es

taba formada por Uro XIXy Firia.

La cromatografía cuantitati?s sobre papel de la P.w.

dió como resultados: UIQ I: 65%; Uro III: 15% y Firia: 20%a

proxinadamrate

La descerboxisacicr de esfa porílrina dió funáamental 

mente Copro Z, con.una pequeña cantidad de Copro IIIÉ

¿3' 99.21.99aire-"Ea. .d,e...l.a.nU_rQ_p9_1:ífitieuudeheri ..‘.'»_c.=íi.";"7.-ïi.<1as=

Una fracción Uro obtenida por cromatografía en columna

de un extracto total de porfirinas de orina, se cromatografió len
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tamente para obtener una banda ancha y difusa, se cortó la misma

en dos partes y se analizó por cromatografía en papel para ver
si existia diferencias entre ellas. La inferior tenia menosUro

III. Tambiénse trató de separar Uro I y Uro III por cristaliza

ción fraccionada. Se logró obtener Uro III. con algo de Firia,
pero libre de Uro I.

También se analizó por el método cuantitativo de croma

tografía sobre papel. hallando que estaba formada por una mezcla

de Uro I y Uro III en 1a proporción de h:l.

b) Esturliiiiïla..Fli.1:i_a.mrif_u'irle=

Se la aisló por cromatografía en columna de carbonato

de calcio de las porfirinas totales de orina y se la cristalizé.
identificó según los métodoshabituales y, posteriormente, des 

carboxiló, obteniéndose únicamente Copro III. Por lo tanto, se
concluyó que se trata de Firia III.

E) genialenqis .H.c1.=a;..1:_ïient.a_no_r.ili..i.na=

. Se las aisló por el mismoprocedimiento anterior y ana

lizó de igual manera. En el caso de la Hexa, por descarboxilación

se obtuvo sólo Copro III, por lo que se le identificó comoHexa III

En cambio. en el descarboxilado de Penta se halló una mezcla de

Copro I y III; en consecuencia la fracción Penta debia de ser

también mezcla de isómeros I y III.

Asimismo, se determinaron espectrofotométricamente lOs

espectros de absorción.

F) ¿gang-¿“i _c¿g c_1_<5_“d__ __a_’s__C._Q_'gr_o_m_rr; ring s ;

Siguiendo el mismoprocedimiento de aislación anterior 

mente descripto y cromatografiando la Copro obtenida por el método

de Eriksen sobre.papel, se comprobóque era una mezcla de isómeros I



G) ln Gatita-ss: Las ali-c .antitativa. d.__no_-.iïirir_1ss_d_.9. 9s3_._(1í-.«lÉ.ïlE¿

Las porfirinas extraídas po adsorción con talco de orinas

de ratas intoxicadas por hexaclorobenceno, se cromatogrsfiaron en

columnade carbonato de calcio y cuali- y cuantitativamente sobre

papel, obteniendo resultados similares a los hallados en los casos
de porfiria humana

En base a los resultados obtenidos en los estudios de por

firias humanas, se sugiere que, en lo que se refiere a las porfiri
nas de tipo isomérico III. la acumulación de Copro provocaría la

aparición de Penta III y Hexa III, probablemente por un mecanismo

de regulación enzimática tipo "feed back"; en cambio la acumulación

de Firia III se explicaría por inhibición del sistema enzimática
responsable de su descarboxilación, hallándose Uro III también de
bido a un mecanismo "feed back".

En cuanto a las porfirinas de la serie I, al hallarse gran
cantidad de Uro I, apreciable cantidad de Copro I y poca Penta I.sc

piensa que la acumulación de Uro I que se encuentra. puede ser de 

bida a poca actividad del sistema enzimático descarboxilento para
esta porfirina, siendo ésto el paso limitante de la velocidad en es

ta serie isomérica. En cuanto a la Copro I, se acumularia por ser

el producto final del metabolismode porfirinas de tipo I, apare 

ciendc algo de Penta I, también aqui, comoconsecuencia de un “feed
back”

Es de interés la semejanza entre el cuadro quimico de las

porfirinas de orinas de ratas y las extraídas de casos humanos, dado

que, de confirmarse ésta en posteriores estudios, indicaria la po

sibilidad de producir experimentalmenteporfirias he ¿ticas del
tipo cutánea tarda. (a
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

Uroporfirina
Firiaporfirina
Hexaporfirina o porfirina de 6 carboxilOS

.Pentaporfirina o porfirina de 5 carboxilos
Coproporfirina

Protoporfirina
Etioporfirina
Porfirina de Waldenstr6mJ

Psoudouroporfirina
Acido delta amino levúlico

Porfobilinógeno

Uroporfirinógono

Firiaporfirinógeno
Hexaporfirinógeno

Pentaporfirinógeno

Coproporfirinógeno.
Ultravioleta
Punto de fusión
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INTRODUCCION

3231.31.

El término "porfiria" comprendeun conjunto de enfer 

medadescaracterizadas por un trastorno profundo del metabolis 

mo de las porfirinas, en las que se encuentra muyaumentada la

biosíntesis de estas sustancias o sus precursores.

Garrod (l) la denominaun "inborn error of metabolism",

indicando que se trataría de una anomalía del tipo congénita;

aunqueq a la luz de los conocimientos actuales, Watson (2) opi

na que la porfiria podría ser a veces una enfermedad adquirida,

más que una anomalía constitucional.

Apoyaría esta presunción, la posibilidad de producir

estados de porfiria experimental en animales de laboratorio, en

los que nunca se habían observado anomalías de este tipo, por

el suministro de sustancias adecuadas (3,h.5).
El término "porfirina" fué utilizado por primera vez

por Hoppe-Seyler (6) para designar a la sustancia libre de hie

rro que aparecia cuando se trataba sangre con ácido sulfúrico

concentrado, que denominó"hematoporfirina" y fué luego crista

lizada por Nencki y Sieber (7).

Aunqueya en el siglo pasado se habían observado ca 

sos de elevada excreción urinaria de porfirinas, Günther (8,9)
fué el primero en estudiar la enfermedad a la que él llamó "he

matoporfiria“ en el hoy famoso caso del paciente denominado Pe

try.
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Posteriormente, distintos autores (10,11,l2,l3,lh,15)

estudiaron un gran número de pacientes y anunciaron distintas

clasificaciones de las porfirias, agrupándolas en base a su di
versa sintomatología clinica. Entre ellas, las más aceptadas son:

CLgsiIicgción de Güntheg'(l922)

Porfirias genuinas o agudas
Porfirias tóxicas
Porfirias crónicas

Porfirias congénitas
MÁM; ón ge MicheLi- Dominici (1931.)

Porfiria idiopática l
Abdominal

Nerviosa

Cutánea

Porfiria tóxica
¿Lasiiicasión (1937)

Porfiria congénita '
Porfiria cutánea tarda

Porfiria aguda
a) latente
b) forma abdominal

c) forma nerviosa

d) aguda clásica
e) forma comatosa

Estudios posteriores de Schmidy colab.(l6).l quienes

efectuaron investigaciones histoquimicas de médula ósea e higa
do de pacientes porfiricos de distintos tipos y los propios es

tudios de Watson realizados en un gran número de casos. induje
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ron a este último a enunciar una nueva clasificación, la que es

hoy generalmente aceptada como la más correcta y que vamos a

adoptar y describir en algún detalle en el presente trabajo.

CLgsifiggggán de Watson (1951)

I - Porfiria eritropoyética
II - Porfiria hepática

a) aguda

b) cutánea tarda

c) tipo mixto o combinado

d) latente I

Porfiria eritronovética:
Es la forma más rara y su ejemplo típico es el "caso

Petry“, clasificado por Günther comoporfiria congénita.

(x)Figura l
Caso Petry

x) Reproducida des THANNHAUSER,S.J.: Tratado de metabolismo

y enfermedades de la nutrición. pág. 576 (Ed. Labor, Buenos

Aires, 1932)
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Watsonprefiere darle el nombrede eritropoyética, da
do que a veces sus sintomas no aparecen hasta después de trans

currido un cierto tiempo de vida (aun años), lo que pone un sig

no de interrogación sobre el real valor del término "congénita".

Debido a que está caracterizada por una gran fotosen 

sibilidad. muchasveces se confunden casos de este tipo con los

del "fotosensible hepática o cutánea tarda” y viceversa (17). no

obstante que en los de este último tipo los sintomas suelen apa
recer recién en la edad adulta.

La fotosensibilidad es el síntoma más evidente y a ve

ces aparece a los pocos días de nacer, aunque lo frecuente es

que ocurra al año o dos. En algunos casos, la orina sólo se os

curece o toma color rojo luego de exponerla a la luz

Se producen alteraciones profundas de la piel en las

partes expuestas a la luz. especialmente en la cara y manos,por

lo que en la literatura más antigua se describía la enfermedad

comoparecida al pénfigo o la lepra.

Luego se producen mutilaciones, que con el tiempo se

van haciendo más extensas, con pérdida de dedos, partes de la na

riz, orejas. etc.; sin embargo, las partes de la piel no expues
tas a la luz, permanecensin afectar.

Aunqueeste aspecto de la enfermedad es espectacular.

rara vez es el fatal, pues la muerte generalmente sobreviene a

consecuencia-de alguna otra enfermedad intercurrente o por ane 

mia de tipo hemolítico y, probablemente, este trastorno y la es

plenomegalia forman parte del sindrome pues, tarde o temprano,
aparecen en la mayoria de los casos (18),
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La excreción de porfirinas en orina y heces es muya1

ta y. casi en forma absoluta. del tipo isomérico I.

Tambiénse observa hiperplasia de la médula ósea y una

gran concentración de porfirinas en la misma (19). En general.

los distintos autores (11.13.20) coinciden en que hay una gran

acumulación de uroporfirinas, que probablemente es debida a un

fenómenode insolubilización, comolo sugiere el hecho de que

las porfirinas sean precipitadas "in vitro" por el fosfato de

calcio (21,22).
Si se les extirpa el bazo a estos pacientes, general 

mente disminuye 1a hemólisis, la médula ósea retorna a la norma

lidad y la formación de porfirinas desciende a una fracción in

fima comparadacon la anterior a 1a operación; por consiguiente,

la fotosensibilidad desaparece (16,23). En otros casos el efec

to no es tan espectacular‘ pero, por lo general, siempre se nota

una mejoría en la sintomatología.
Si la cantidad de porfirinas es suficientemente gran

de. se observa eritrodoncia debido a que se depositan en los

dientes y. en los casos en que éstos no tienen coloración a la

luz natural, iluminándolos con luz U.V. exhiben una intensa flu
orescencia roja.
Eggiigig_gepát;cgz

Este es el grupo más numeroso; al respecto, Watson (2)

indica que de 160 casos estudiados, 155 pertenecían a este gru

po. aunque la incidencia relativa de los subtipos del grupo he

pático parece depender. en cierta forma, de influencias geográ
ficas o de raza.

Por ejemplo. en nuestro país la forma predominante es
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la cutánea tarda. mientras que en los casos estudiados por Wat

son, el tipo agudo predominaba en proporción de 3 ó 4 a l.

Se obserVa en general una disfunción hepática y a Ve 

ces aparece ictericia, especialmente en las porfirias del tipo
cutánea tarda o combinadas. En la mayoria de los casos hay una

marcada retención de bromosulftaleina, aun cuando no se observe

pigmentación.

Los conocimientos actuales no permiten hacer una exac

ta interrelación entre la porfiria y los trastornos hepáticos q
pero, por la sugestiva incidencia familiar de la enfermedad, pa
recería factible que las afecciones hepáticas fueran un factor
seCundario o bien que la aparición de una enfermedad intercurreg

te, precipitara las manifestaciones activas en un individuo con.

porfiria latente. Al respecto, Brunsting (2k) hace notar rela
tiva frecuencih con que se halla alcoholismo‘ higado graso o ci

rrosis en casos de porfiria crónica o cutánea tarda.

La distinta sintomatología permite clasificar los ca
sos de porfiria hepática en los siguientes subtipos:

Porfirio aguda intermitente: Comosu nombre lo indica.

está caracterizada por la presencia de ataques de duración más o

menosprolongada, eólicos abdominales, trastornos nerviosos, ano

malías psíquicas y convulsiones. pudiendo estos sintomas presen

tarse aislados o combinados (25.26) y con periodos de remisión.

Esto hace que la porfiria aguda adopte formas tan di 

versas que dificulta su diagnóstico clinico y por ello, Ualden 
strüm (27) le dió a esta enfermedad el sobrenombre de "pequeña

simuladora". Además, la posibilidad de confusión de estos sin 

tomas con los de apendicitis, eólico renal o biliar, úlcera per
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forada. pancreatitis, obstrucción intestinal. etc.. ha hechoque
Calvy (28) y Rentschler (29) pusieran especial énfasis en la im

portancia de la porfiria en el diagnóstico quirúrgico. Otras ve
ces, la porfiria se enmascarabajo la apariencia de esquizofre 
nia o un estado maniaco o depresivo.

En cambio, lo realmente característico es la presencia
en la orina, en todos los casos, de precursores de porfirinas

(ALAy PBG). los que pueden ser determinados cuali y cuantitati

vamente (5). siendo muybaja o nula la excreción de porfirinas

y no presentando fotosensibilidad (30).
Los adultos de edad intermedia son los más frecuente

mente atacados, siendo rara en la infancia o luego de los 60 a

ños y, asimismo, diversos autores (11.12.13) han observado una

mayor incidencia de este tipo de porfiria en el sexo femenino.
Es sintomática la incidencia familiar de esta enferme

dad (12,1%) y al respecto Waldenstrom (31) considera a la porfi

ria hepática comohereditaria dominante. en oposición a la eri

tropoyética que parece ser recesiva, hipótesis que coincide con

lo hallado por otros investigadores que encontraron frecuente 
mente sintomas latentes de porfiria en distintos miembrosde las

familias de pacientes y a través de varias generaciones (2,32,33).
No se conoce el mecanismo por el cual una porfiria 1a

tente se convierte en la forma aguda (es decir. aparece un ata 

que). pero actualmente no hay dudas de que existen factores des

encadenantes, comopueden ser ciertas drogas del tipo del sulfo

nal, trional, barbitúricos, etc. (9.12,3h.35).
Egggigig cut ngg_gggdg: Este nombre fué usado por wal

denstróm para los casos que Günther designaba en su clasifica 
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ción comoHcrónicos" y la actual denominación es preferible.pues

expresa mejor el síntoma más notable de 1a enfermedad: la apari

ción tardía de fotosensibilidad y lesiones cutáneas y, aunque

es cierto que esta forma es eminentemente crónica, también exis

te cronicidad en las eritropoyéticas y aun en algunas formas agu

das intermitentes; por ello, es preferible no utilizar los tér
minos "crónica" y "congénita".

En la mayoría de los casos de este tipo, la fotosensi

bilidad recién aparece luego de los 30 ó ho años de vida; las le

siones cutáneas son semejantes a las del tipo eritropoyético ,

aunque la mutilación por lo general no es tan grave y puede de

berse simplemente a la prolongada duración de la enfermedad.

Tambiénen este tipo existe una relación hereditaria

y, al reSpecto, podemosmencionar un estudio realizado por Holti

y colab.(50) en 19 miembros de cuatro generaciones de una misma

familia. en la que pudieron hacer un diagnóstico presuntivo de

porfiria cutánea tarda en 9 de sus integrantes, siendo el décimo

el caso evidente que los condujo a hacer la investigación, por

lo que concluyen que la transmisión hereditaria parecería ser a

través de un gen dominante no ligado al sexo.

Por otra parte, en este tipo de porfirias la porfiri
nemia es muchomenos marcada que en la eritropoyética y. mien 

tras que en esta última la Uro excretada por orina es casi abso
lutamente del tipo I, en la forma cutánea tarda la preponderante

es la llamada "Uro tipo Haldenstrom”, cuya constitución discuti
remos más adelante.

Es además fundamental indicar que el contenido de la

médula ósea es absolutamente normal en estos casos, en evidente
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contraste con la forma eritropoyética.
Es frecuente que la piel tome una coloración marrón ,

a veces con matices púrpura o violáceos (15) y que se presente

melanosis y cambios en la coloración del cabello¡

Generalmente, en este grupo hay un trastorno hepático

manifiesto. apareciendo cirrosis hepática, higado graso; etc.
Además, es sintomática la frecuencia de casos de alcoholismo en

estos pacientes.
Quimicamente, el síntoma más notable es la elevada ex

creción de porfirinas urinarias, tomandola orina un color rojo
parduzco más o menos intenso, mientras que, a diferencia con la

forma aguda, no se detecta la presencia de precursores de por 
firinas.

Tipo mixto o combinado: Comosu nombre lo indica. esta

forma presenta manifestaciones cutáneas. abdominales y/o nervio

sas, pudiendo estas últimas ser o no concurrentes con la foto -'
sensibilidad.

En el higado de estos pacientes se halla exceso de por

firinas o precursores, mientras que el contenido en médula ósea

y eritrocitos es normal o levemente aumentado.

Uno de estos pacientes, estudiado por Schmid y colab.

(16), presentaba una elevada fotosensibilidad durante un periodo.

mientras que tenía escasos sintomas abdominales o nerviosos y,

al siguiente. la situación se invertia. Estudiando el higado del
enfermose halló que, durante el lapso de fotosensibilidad, con
tenía fundamentalmenteporfirinas y presentaba una intensa fluo

rescencia roja a la luz U.V.; en cambio. en el otro periodo, el
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higado contenía una gran cantidad de un compuesto pirrólico no

fluorescente. que era precursor de porfirinas, pues se convertía

en éstas por calentamiento de un homogenato del higado; es de 

cir, que era PBG.

La evidente relación entre la variación de la propor

ción de precursores y porfirinas preformadas, hallada en un mis

mopaciente en distintos periodos y la sintomatología presenta

da durante los mismos.l le sugirió a Watson la existencia de una

relación intima entre los tipos agudo intermitente y cutánea
tarda, siendo los del tipo combinadouna forma de transición;

En forma independiente. Nesbbitt y watkins (36), Gar

cin y Lapresle (25) y otros, habian comunicadola observación

de casos de porfiria aguda que presentaban fotosensibilidad y

también es notable la existencia de familias en las que algunos

miembrossufrían de porfiria aguda, mientras que otros presenta
ban sólo fotosensibilidad o manifestaciones del tipo cutánea tar

da (37.38).

Esto apoya evidentemente el concepto de Watson de que

tanto la porfiria aguda, comola cutánea tarda, son tipos dis 
tintos de la mismaforma hepática.

En cambio, Rimington y sus colaboradores (39. hO) con

sideran a las dos formas comofundamentalmente distintas y cla 

sifican a las porfirias del tipo mixto o combinado comoformas

cutáneas, completamente independientes de las agudas, basándose

especialmente en el concepto de que las mixtas, durante los pe

riodos de remisión. contienen muchamayor cantidad de porfiri 

nas en materia fecal que las agudas.
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Sin embargo, este hecho no puede considerarse de im

portancia primordial, dado que en el tipo agudo la mayor parte
de los pirroles anormalmentesintetizados se eliminan exclusiva

mente por orina (como PBG). mientras que en la cutánea tarda no,
hay excreción de precursores y, en cambio, la mayor parte de la

Copro y toda la Proto excretada están en materia fecal.

Nicholas y Rimington (Ml) se basan además para clasi

ficar las porfirias, en la distinta composiciónde la porfirina
de Naldenstrüm excretada en los dos casos, lo que se discute "in

extenso” más adelante.

En general. podemosresumir los datos clínicos y quí

micos de los tres grupos fundamentales de porfirias comose ob

serva en la Figura 2:
m
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No obstante.l es necesario mencionar que, poáteriormen

te, Waldenstrom;(h2)sugirió que la porfiria aguda deberia ser
denominada comouna "pirrolia", ya que el PBG(precursor pirró-.

lico de las porfirinas) siempre se hallaba aumentadoen la ori

na y, en base a esta sugestión, Eales (M3)la llamó "pirroloporv
firia”.

Hace unos meses, Waldenstrom et al. (kh), en base a

sus estudios sobre porfiria aguda en Suecia y a los efectuados

por el grupo de Deanen Sudáfrica (32353637)y propuso la exis
tencia de un nuevo tipo de porfiria a la que denominó "Protoco

proporfiria o Porfiria Variegata", la que si bien seria similar
en ciertos aspectos a la aguda intermitente, se caracterizaria
por su alto contenido de Proto y Copro en heces y a este tipo

corresponderian, según los trabajos de Barnes 0+8) y Eales (M7).

los casos sudafricanos.

Asimismo,Waldenstromclasifica en este grupo ciertos

casos de porfiria cutánea, a los que se resiste a denominar "tar
da" por la aparición de fotosensibilización a edades relativamen

te tempranas, comoser los estudiados por el grupo de Rimington

en Inglaterra (H9,50) y Tio en Holanda (Sl), los que habían sido

denominadosoriginalmente comodel tipo cutánea tarda.

Valdenstróm, en base a estudios genéticos realizados,
reclasifica a las porfirias en:

a) Porfiria aguda intermitente
b) Protocoproporfiria o Porfiria variegata
c) Porfiria cutánea tarda

d) Porfiria congénita (de la que no observa nin
caso en Suecia
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Finalmente, hace notar el caso de una familia sueca,

recientemente estudiada por Haeger-Aronsen (52,53). compuesta

por el paciente, de 39 años y sus dos hijas de 8 y 1h años de e

dad, en la que todos sus miembrossufrían de fotosensibilidad

desde la infancia y tenian un alto contenido de Proto en eritro

citos y gran cantidad de normoblastos fluorescentes en médula ó

sea. La madre y hermana del paciente tenian significativamente

aumentada la cantidad de Proto en glóbulos rojos, pero comonun

ca habian evidenciado fotosensibilización, se las consideró como
tipicos casos latentes.

Por consiguiente. la enfermedadidentificada a través
de tres generaciones de una mismafamilia. parecería transmitir

se a través de un gen dominante.

Waldenstrümdenominaa este tipo "Protoporfiria eritro

poyética" y la clasifica comoun nuevo tipo de trastorno del me

tabolismo de las porfirinas; otros casos similares fueron pre 

viamente descriptos en Alemania (5h) y en Inglaterra (55).

En consecuencia. concluye en que habria por lo menos

cinco tipos genéticos distintos de "inborn errors" del metabolis
mode las porfirinas.
mamas
h Las porfirinas existen en 1a naturaleza tanto libres

como combinadas. Ejemplos de estas últimas son la hemoglobina.

mioglobina. citrocromos, catalasa, que son todos complejos porfi
rinicos hierro-protéicos,

Asimismo, en el ser humano aparecen Copro y Uro como

complejos de zinc y también se encuentran pequeñas cantidades de
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Proto y Copro libres de eritrocitos, médula ósea e higado.

En el reino vegetal la porfirina más difundida es la

clorofila. que es un complejo de magnesio.

El estudio quimico de estas sustancias, comenzócon

los trabajos ya citados de Hoppe-Seyler (6) y Nencki y Sieber

(7) sobre la hematoporfirina y durante muchos años se pensó que

ésta era la sustancia excretada por orina en los casos patológi
cos, pues 1a espectroscopía de entonces no permitía diferenciar
las.

Recién en 1915. Hans Fischer logra aislar en forma pu

ra y cristalina las dos principales porfirinas excretadas por el
caso Petry y demuestra que son diferentes a la hematoporfirina.

A la eliminada fundamentalmente en las heces y soluble

en éter etílico la denominaCoproporfirina y a la otra, que en

cuentra en su mayor parte en orina y era insoluble en éter eti 

lico, la llama Uroporfirina (56,57,58).
Luegoen las dos décadas siguientes, aclara la estruc

tura de la mayorparte de las porfirinas aisladas de material

biológico. pues al sintetizar los cuatro isómeros posibles de

las etio y coproporfirinas (Fig. h y 5), puede demostrar que la

Proto IX es de tipo isomérico III (con relación a las etio);

asimismo, la sintetiza y, en 1929, logra sintetizar la hemoglo
bina (59.6o),

La comparación de la Copro obtenida del caso Petry con

las sintetizadas químicamente. le permite identificarla comoCo

pro I y el estudio de la Uro proveniente del mismopaciente, lo

conduce a establecer sus propiedades fisicas, químicas y, poste
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riormente, su estructura.
Asi determina que es insoluble en éter etílico y en la

mayoria de los solventes orgánicos comúnmenteusados en porfiri

nas y que tiene un punto de fusión de 2930C. También indica que

contiene 8 carboxilos en la molécula. de los que h se pierden

cuando se la descarboxila por el método de Fischer y Zerweck (61).

obteniéndose una Copro que. comparadacon las sintéticas, identi

fica comotipo I.

Por éstos y otros estudios quimicos realizados. propo

ne comoestructura más probable de las Uro, la de una porfina

(Fig. 3) con los hidrógenos beta de los anillos pirrólicos susti
tuídos por cuatro restos acéticos y cuatro propiónicos, siendo

la aislada del caso Petry, Uro I (porfina 1-3'5’7-tetracética-2
-h-6-8-tetrapropiónica), proposiciones que fueron luego comproba

das por MacDonaldy Stedman (62). quienes lograron sintetizarla.

confirmando la fórmula de Fischer (Fig. 6).

De esta manera, Fischer demuestra por primera vez la

existencia de porfirinas de tipo isomérico I en materiales bio 

lógicos, a pesar de que la única porfirina de utilidad fisioló 
gica conocida es la Proto IX, de tipo isomérico III¿

En el interin. van den Bergh (63) en 1928, logra iden

tificar CoproIII en un caso de "porfiria congénita”, observación

confirmada por otros investigadores (13.6%) quienes comprueban

que. tanto la Copro I como la III, son componentes constantes y

frecuentes en materiales biológicos animales y vegetales, aun en
condiciones normales

Asimismo, primero Fischer (65) y más recientemente Ni
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chelas y Rimington (66), han podidc demostrar la presencia de

Uro I, en cantidades del orden de microgramos por litroq en ori
nas humanas normales.

Es importante aclarar que, en ningún caso, pudo demos

trarse la existencia de una Proto de tipo isomérico I.

EQEEIRINADïwaNSTRESM

En 1935. Waldenstrom (67.68) informa haber aislado de

orinas de porfirias agudas una porfirina que, si bien tenía al

gunas propiedades similares a la Uro I, presentaba un comporta

miento quimico bien distinto a ésta.

Se asemejaba a la Uro I en que era insoluble en éter

etílico, tenía el mismoespectro de absorción y el análisis ele

mental de C, H y N coincidïa con el de éstaa

En cambio. su éster metilico fundia a 258-26000 ( en

lugar de 290-2930Cde la Uro I ) y era extraible de la orina lle

vada a pH3¿O-3¿2 por acetato de etilo.

Si bien el indice de metoxilo hallado era algo menor

de 26,3 (valor correspondiente a 8 carboxilos), ésto era atri 
buido a un error sistemático del método.

Descarboxilando esta porfirina según el método de Fi

scher y Zerweckfi Haldenstrom obtuvo un producto cuyo éster meti

lico fundia a 165°C y cuyo espectro era idéntico al de las Copro.

En base a estos resultados, la consideró Uro III e in
dicó que toda porfirina insoluble en éter etílico y extraíble
de 1a orina, previamente llevada a pH3.0-}...2q por acetato de

etilo, debia ser identificada comoUro III; es decir, comouna
porfina-l-3-5-8-tetracéticaw2-h-6-thetrapropiónica'(Figcó).



a 23 

Poco deSpués, Mertens (69,70) obtuvo resultados simi 

lares, pero llama la atención que haya aislado la supuesta Uro

III por simple precipitación, previa acidificación con ácido acé
tico, método similar al empleado por Fischer para la Uro I y. a

demás, el escaso rendimiento de Cepro III que obtenía por des 

carboxilación de cantidades relativamente grandes de Uro.

Comoresultado de estos trabajos, la presencia de Uro

III en orina de porfiriCOS fué pronto aceptada universalmente y

se sucedieron una serie de investigaciones tendientes a identi 
fiear esta porfirina en diversos materiales biológicos.

Asi, Rimington (71) encuentra Uro III en material co

rrespondiente a "ocronosis bovina” y luego (72) identifica como

complejo cúprico de Uro III a la porfirina de la turacina (pig

mento rojo que colorea las plumas del ave llamada Turacus) y que

previamente habia sido considerada por Fischer y Hilger (73) co

mo Uro I.

Pero, en l9h5, Grinstein. Schwartz y Watson (7h) re 

examinan la naturaleza de la P.W., introduciendo en el campode

las porfirinas la técnica_cromatográfica de columnade carbona

to de calcio y encuentran que no se comporta comouna entidad

quimica, sino comouna mezcla. pues partiendo del éster metílico

de la p.w., obtienen cromatogramas de más de una banda.

En algunos casos. partiendo de una P.W. que ellos de

nominan "Tipo A”. consiguen fraccionarla en dos en la columna de

carbonato de calcio. A la de la banda superior. la denominanUro

I y, luegp de varias recromatografias y recristalizaciones, ob
tienen un punto de fusión de 28400.
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La inferior era también recromatografiada y recrista 
lizada. fundiendo a 207-2080C. por lo que fué denominada "Porfi

rina 208”.

Esta porfirina. de formacristalina distinta a la Uro
I o a las Copro y soluble en acetato de etilo a pH3,053.2, da 

ba un indice de metoxilo coincidente con el de una porfirina hep
tacarboxilica y. por descarboxilación, parecia tener una estruc
tura isomérica tipo III, pues se obtenía fundamentalmente COpro
III

De esta manera, se informa por prrmera vez la existen

cia de una porfirina de númerode carboxilos intermedio entre

h(Copro) y 8(Uro).

Pero en otros casos de porfiria. Watson, Schwartz y

Hawkinson (75) no consiguen fraccionar la P.w., pese a usar las

mismas técnicas. No obstante, una vez descarboxilada. daba fun

damentalmente Copro I.

Por lo tanto, concluyen que la P.W. que se comporta co

mouna entidad cromatográfica es, muy probablemente. una combina

ción molecular de la Uro I y la Porfirina 208 y denominan a este

complejo "Porfirina de Waldenstrüm tipo B".

Posteriormente, distintos trabajos realizados en el la
boratorio de Watsonparecen confirmar estas investigaciones. Por
ejemplo, hallan (76) que la P.w. tipo A también puede ser fraccio

nada en Uro I y Porfirina 208 por electroforesis; la determina 
ción del númerode carboxilos en distintas P.w. les dá Valores

que oscilan entre 7.5 y 7.7 (76); la inyección a un paciente de
porfiria hepática. de Uro I-le. aislada por Grinstein y colab.
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(77) de un caso de porfiria eritropoyética, les conducía a hallar
incorporación de N15 en la P.W. excretada (78).

Mientras tanto, estudios realizados por varios grupos

de investigadores durante ese período (79,80,81.82). coinciden

en que la P.w. está constituida fundamentalmente por Uro I (pues

obtienen gran cantidad de Copro I por descarboxilación). pero no

consiguen fraccionarla en Uro I y Porfirina 208.

Poco después, Nicholas (83) retoma la investigación y

cromatografía las porfirinas en columnas de óxido de magnesio,

técnica adoptada en lo sucesivo en el laboratorio de Rimington,

pues indica no obtener buenos resultados con las de carbonato de

calcio (aunque no dá detalles del por qué).

Asimismo.utilizan las técnicas de cromatografía en pa

pel de Nicholas y Rimington (66) y de Falk y Benson (8h) como mé

todos para controlar el estado de pureza de las porfirinas y si

se trata de una entidad química o de una mezcla.

La primera de ellas. permite separar porfirinas libres

mediante un solvente formado por lutidina-agua. siendo los Rf in

versamente proporcional al número de carboxilos.

La de Falk y Benson, que se describe en detalle más a

delante, separa los éstercs metílicos de porfirinas, siendo su
principal ventaja la de distinguir los isómerOSI y III de la
Uro.

De los trabajos realizados por Falk y Benson (8h), Ni

cholas y Rimington (Ml). Kennard y Rimington (85) y Canivet y Ri

mington (86), este último concluye que:

a) La P.w. aislada de orina de porririas agudas. es
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una mezcla de aproximadamente 75%de Uro III y 25% de Uro I.

b) La P.w. aislada de porfirias cutánea tarda está

formada principalmente por Uro I, con pequeñas cantidades de
Uro III.

c) A1 examinar una muestra de P.w. tipo A que les fue

ra suministrada por Watson. no consiguen fraccionarla en la co 

lumna de óxido de magnesio pero, por cromatografía en papel usan,

do lutidina-agua. logran fraccionarla en un constituyente que
corresponde a una porfirina de 8 carboxilos y en otro, que co 

rresponderia a una de 6.

d) A1 recromatografiar 1a manchaprincipal, corres 

pondiente a Uro, por el método de Falk y Benson, encuentran que

se trata de Uro I, con una pequeña impureza de Uro_IIIi
e) De una muestra de Uro I. también suministrada por

Watson, obtienen un P.F.: 292-2930C y no 28h°C (como informa

éste) y confirman por cromatografía que se trata de Uro I.

f) Al cromatografiar una muestra de Porfirina 208 de

la misma procedencia, encuentran que se comporta comouna hexa
carboxilicai

g) En ningún caso obtienen de medios biológicos una

porfirina similar a la "208".
h) Al reestudiar una Uro aislada por Gray (82) e iden

tificada comoUro I, concluyen en que es principalmente Uro III.

Las conclusiones a las que arribó la escuela de Ri 

mington, estimularon nuevos trabajos del grupo de Watson en lOs

-que aplicaron algunas de las técnicas usadas por aquellos, com

parándolas con las propias y utilizando algunas técnicas nuevas,



- 27 

comola de descarboxilación cuantitativa de Edmonsony Schwartz

(87).

Los resultados obtenidos, detallados en los trabajos

de Watson (2) y Watson y Berg (88). les permitieron concluir que.

si bien la P.w. tipo A era fraccionable por el método de la co

lumna de carbonato de calcio, se comportaba comouna entidad cro

matográfica utilizando óxido de magnesio en las condiciones acon

sejadas por Nicholas (83). lo que explicaría por qué no encuen

tra Rimington Porfirina 208,

Además, una P.w. tipo A aislada de orina y cromatogra

fiada en papel, según el método de Falk y Benson, se comportaba

a veces como una Uro III.

Si se agregaba una mezcla preformada de 80%de Uro I

y 20%de Porfirina 208 a una orina normal a pH 8, se dejaba a

hoChasta el dia siguiente y luego se extraian las porfirinas

con acetato de etilo, habiendo llevado previamente la orina a

pH 3.2, la P,w. asi extraída se comportaba comouna del tipo B
y la cromatografía en papel indicaba que seria una Uro III6

Al efectuar un nuevo estudio de la porfirina de Gray

antes citada, por el método de descarboxilación de Edmonsony
Schwartz, encuentran un 80%de Copro I y un 20% de Copro III

aproximadamente.

Pero la objeción fundamental que Watson hace sobre los

trabajos de Rimington, es que éste pone especial ¿nfnsis en to

das sus publidaciones en aclarar que.l en las casos de porfiria

aguda estudiados. las orinas ”1¿ña que el PBGes el principal

producto excretado en porfirias agudas, inercn o bien precalen

tadas en baño de agua hirviente durante 2C minutos a pH 4.2. o



-28
dejadas varios dias a temperatura ambiente, hasta que todo el

PBGse convirtiera en Uro” (M1).

Importa hacer notar que el término "Porfirina de Wal

denstrom” fué usado por primera vez por Grinstein y colab. (7h)

y Watsony colab. (75) para designar a la porfirina aislada por

el método de Waldenstromu otros, pero siempre sobre orinas sin

calentar y, más aún. sobre orinas frescas o, como lo hizo Gray

(82), conservadas en la heladera.
No cabe duda que la formación de Uro a partir de PBG

por calentamiento de la orina. puede conducir a otros isómeros

que no necesariamente deben ser los naturales y. en este caso,

la divergencia entre los dos grupos de investigadores se debe

ria a que el laboratorio de Rimington ha estudiado un producto

que es artificial. Apoyaesta opinión un trabajo de Cooksony

el mismoRimington (89) en el que indican que, por calentamiento

a lOOOCde soluciones de PBG.obtienen una Uro artificial. a la

que ellos llaman P.w. (no indican por qué) y que parece tener

las caracteristicas de una Uro III.

Posteriormente, Grinstein (90) estudia una serie de

casos de porfiria cutánea tarda. obteniendo la conclusión de
que en estos casos se excreta por orina principalmente Uro I y

Porfirina 208, Asimismo, encuentra cantidades menores de Copro

I y III y dos porfirinas que parecerian ser. por su ubicación
en la columna de carbonato de calcio. de 5 y 6 carboxilos.

Además, por su asociación especial con el estado de

porgirig, sugiere la denominaciónde Firiaporfirina III para la
Porfirina 208.
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Finalmente indica que no pudo identificar alguna por
firina que tuviera las caracteristicas de la Uro III.

Chu y Chu (91) publican en 1957 un trabajo en el que

informan haber obtenido buenas separaciones de porfirinas, cro 

matografiando extractos de orinas de porfirias cutáneas y agudas

en columnas de Hyflo-Super-Cel. marca comercial de una tierra de

distomeas.

Las fracciones que obtienen, las controlan por cromato

grafía en papel, según los métodos de Falk y Benson (84) y de

Chu, Green y Chu (92).

Hacen extractos totales, bien por absorción con talco

(ver la parte de métodos). o según el método de Waldenstrom (68)

y encuentran que, según sus resultados, la P.W. parecería ser un

grupo de porfirinas extraibles por acetato de etilo y que esta 
ria formada por proporciones variables de Uro I, Uro III. una

porfirina que ellos llaman "7III" y, probablemente, por algo de
"7I".

A la porfirina "7III". la hallan semejante a la "208"

de Watson, pero dudan algo de su identidad, pues notan algunas

diferencias en el punto de fusión y númerode ácido clorhídrico.
La "7I" seria una porfirina heptacarboxilica de la se

rie I.
Además, sugieren que. en algunos casos, la cantidad de

"7III" podria ser tan pequeña, que el producto fuera similar a la

Púw. tipo B de Watson.

Bgzíiglneá_fignia:tnEgxaznx_2223ngaahgxiligaa

Comoya hemos indicado antes, en l9h5 Grinstein y col.
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(7h) aislaron de orina de porfirias cutánea tarda una porfirina

heptacarboxilica, que denominaron“Porfirina 203", a'la que iden
tificaron comode tipo isomérico III.

Posteriormente, Falk y col. (93. 94. 95) en una serie
de articulos, demuestran 1a formación de varias porfirinas por

incubación de eritrocitos de pollo. o sus hemolizados, con ALA
c PBG.

Entre las porfirinas formadas, separan e identifican
una, a la que ellos llaman Pseudouroporfirina, que también esta

ba presonte en casi todas las muestras provenientes de orinas de

distintos tipos de porfiria (96).
Si bien Falk al estudiar comparativamente su PSUy una

muestra de Porfirina 208 suministrada por Watson, halla algunas

diferenCLas entre ambas (8h), los estudios recientemente publi-

cados por Battle y Grinstein (97) confirman la identidad entre

la obtenida de orinas humanaspatológicas y 1a biosintética y
que ésta es de tipo isomórico III.

Asimismo, estos autores proponen definitivamente el

nombrede Firiaporfirina III, que ya fuera sugerido por Grin 
stein (90), para esta porfirina. denominaciónque adoptaremos

en el presente trabajo.
Por otra parte, en 1959 Chu y Chu (98) estudian en ma

yor detalle las porfirinas dc orina de porfirias cutánea tarda.
que Grinstoin (90) obtuviera por cromatografía en colunnas de

carbonato de calcio como banda: ubicadas entre las de Uro y Co

pro y que denominara Firia III y Porfirinas X y concluyen que

se trata de tres porfirinas de 7, 6 y 5 carboxilos, siendo cada

una mezclas de distintas proporciones de isómeros I y III. Así,
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las denominan7I III, 61 III y 5I III.

Biosintesis ge Porfirings
En los últimos años se han publicado numerosas puestas

al dia sobre este tema (99.100.113). por lo que sólo nos referi

remos sómeramente a los aSpectos más destacados que conducen al

caminobiosintético conocido hasta la fechai

Sheminy col.. en base a una serie de investigaciones

que desarrollaron. propusieron en 1955 (101) la existencia de un

ciclo que permite interpretar la formación de ALAa partir de

glicocola y succinato comoprecursores, el que estaria relacio 
nado con el ciclo de los ácidos tricarboxilicos,

Asimismo, Shemin y Russell (102) ya habian demostrado

en 1953 que el ALApodia reemplazar a la glicocola y al "succina
to activo" en la biosintesis de porfirinas y Dresel y Falk (103)

probaron su conversión en PBGy, posteriormente. en porfirinas.

Por otra parte, la formación de éstas a partir de PBG

ya habia sido sugerida por Waldenstrüm y Valqhist (10h) en 1939

y demostrada por Westall (105) Y otros autores (95,106).

De esta forma. es actualmente un hecho que la Uro III

es el producto de oxidación de la primera de las porfirinas que

se forma en el camino biosintético normal. el UPGIII, lo que,

en su momento,revolucionó las ideas existentes sobre el metabo

lismo de las porfirinas, pues resultó evidente el significado
anabólic0'de las mismas, en completa oposición a los pigmentos

biliares, que son productos del catabolismo del hemo.

Posteriormente, diversas hipótesis ee elaboraron para
explicar la formación enzimática de un compuestoasimétrica. co
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mo lo es la Uro III, por condensación de un único precursor mono

pirrólico, el. PBG(104.106.107.108) .

Ya en 19H9. Grinstein y col.(77) hallaron que la Uro

es un producto anabólico asociado a la biosintesis del hemo,Pos—
teriormente (109) sugiere en 1950 que la Copro III es el precur

sor inmediato de la Proto IX. No obstante, no sabe ya duda de

que los verdaderos intermediarios en la biosíntesis de ésta son

los porfirinógenos (110.111.112.113). es decir las formas redu 
cidas de las porfirinas.

De acuerdo a ello. el camino biosintético actualmente

conocido se puede esquematizar como se ve en la Fig.i 7 z
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Figura 7

Es de destacar que la existencia del FPGIII comoin

termediario normal en el camino metabólico del hemo, ha sido re

cientemente demostrada por Battle (113) en nuestro laboratorio.

En cuanto a la serie isomérica I. seria el resultado
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de una biosintesis secundaria a la de la serie III. que adquie
re especial importancia en las anomalías metabólicas que se dis

tinguen comoporfirias.
No está aclarado aún si la transformación de UPGI a

CPGI se hace por etapas de una descarboxilación. pasando por

los intermediarios de.7, 6 y 5 carboxilos.

Porfirig pgr intoxicación gon Hegaclorpbenceno

Antes de 1956, la porfiria no se conocia en Turquía.

pero, durante el verano de ese año, aparecieron un gran número

de casos, sobre todo en el sudeste del pais.

Si bien, según comenta Schmid (11h). se clasificaron

en un primer momentocomo eritropoyéticas, a medida que el núme

ro de casos aumentaba se hacia evidente que el sindrome corres

pondia más al de la porfiria cutánea tarda;

Sin embargo. resultaba muysospechoso que la inciden 

cia fuera muchomayor en niños y adolescentes que en adultos ,

a la inversa de lo que ocurre comunmentecon esta enfermedad.

Una investigación sistemática. llevó a la conclusión
de que todos los pacientes habian ingerido pan elaborado con

trigo tratado con un fungicida a base de hexaclorobenceno, por

lo que se sospecho que esta droga era la que producía un estado
intoxicativo similar a la porfiria.

Ockner y Schmid (115) confirmaron esta suposición al

conseguir producir porfiria experimental en ratas por adminis 
tración de hexaclorobenceno. Ademásde los sintomas clinicos.

observaron un aumentoen la excreción urinaria de porfirinas y
precursores .
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Posteriormente. DeMatteis, Prior y Rimington (116)

estudiaron la porfiria producida por hexaclorobenceno en cone

jos, cobayos, ratones y ratas, detallando la sintomatología y
analizando las porfirinas excretadas por orina, las que dividian

en dos fracciones z Uro y COpro.

Indican que en orina de conejos encuentran principal 

mente Uro y Firia y buena cantidad de Hexa. Penta y Cepro, lo que

les lleva a sugerir la semejanza con una porfiria hepática en
la que estuviera inhibido el mecanismode descarboxilación de

UPG.

En cambio. en la orina de ratas encuentran fundamen

talmente CoproIII, con sólo trazas, si las hay, de porfirinas
intermedias entre ésta y Uro.

OBJETO DEL TiïBAJO

El estado de los conocimientos sobre este tema en el

momentode comenzar el presente trabajo. que es el descripto has

ta aqui, nos condujo a pensar en la conveniencia de aclarar di 
versos puntos en controversia. a saber 2

19) La proporción relativa en que se excretan las dis
tintas porfirinas en orinas de porfirias cutánea tarda.

29) La verdadera composición de la P.w¡

39) Si la fracción Uro, que tanto Watson comoGrinstein

clasificaban comoUro I. no seria realmente una mezcla de Uro I

y III, ya que era sugestivo que informaran comopunto de fusión

constante de esta fracción 28h00. en lugar de 292-2930C, que es
el P.F. aceptado para la Uro I.
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MQ)Determinación de la estructura isomérica de la

Firia III excretada por orina.

59) Aislamiento y determinación de la estructura iso
mérica de las porfirinas Hexa y Penta.

69) Interpretación de los resultados en base a los cono
cimientos actuales sobre biosíntesis de porfirinas y

79) A raiz de que el Lic. Eduardo Charreau habia into 

xicado un grupo de ratas con hexaclorobenceno y recogido las ori

nas correspondientes. con miras a una investigación que, por cau

sas fortuitas, tuvo que suspender, nos pareció interesante estu
diar la composicióncuali-cuantitativa del complejo porfirinico

excretado por orina y así compararlo con el material de casos hu

manos patológicos.

Por consiguiente, éstos han sido los-objetos de la pro
sente investigación.
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P A R T E E X P E R I M E N T A L

M E T 0 D O S

A) DETERMINACION CUALITATIM¿_QE_PORFIRINAS X PRECURSORES

Cantidades anormalmentealtas de porfirinas en orina fue

ron determinadas en forma cualitativa por observación directa

con un espectroscopio marca Winke] m Zeiss.

Para ello se tomó un volumen adecuado de orina en un tu

bo de ensayos o, si la concentración de porfirinas era menor, en

un recipiente de diámetro adecuado (5 - 10 cm) y se observó si

el espectro presentaba las bandas de absorción a 578 y 539 m/L.
que corresponden a complejos metálicos de porfirinas.

En caso afirmativo y para descartar la posibilidad de

que fuera oxihemoglobinaq se agregó unas gotas de ácido clorhi

drico concentrado; si eran porfirinas urinarias, se obtenía nn

espectro con una banda intensa y ancha a 553 m/oy otra más dé 
bil a 598 mfbaproximadamente, mientras que si lo que contenía
la orina era oxihemoglobina, se observaba el espectro de la he
matina en medio ácido con una banda intensa en la zona del rojo

(630 - 6h0 mji).
Ademásse observó si Tac Orinas presentaban fluorescen

cia roja a la luz U_V.

La existencia de precursores de porfirinas (ALAy PBG)

en orina, se determinó mediante el reactivo normal de Ehrlich (5).

B) CONCENTRAQIQHMDE.,a¿HPQBEIBlNLS_DE QBLHA—-.._

Para extraer las porfirinas de orina, se utilizaron dos
métodos descriptos con anterioridad por el grupo de investigado
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res del laboratorio de Watson ( 7h. 90, 117 ).

19) Método de extracción:

Se realizo según el método original de Waldenstrom (12),

descripto en detalle por Grinstein (90). con algunas modificacio

nes; es decir, una vez llevada la orina a pH3.0 - 3.2 ( color

gris del papel de Rojo Congo ) con acido clorhídrico concentra 

do. se extrajeron las porfirinas con sucesivas porciones de éter

etílico, hasta fluorescencia negativa en el extracto.
Luegose extrajo la orina con acetato de etilo, con

suave agitación para evitar la formación de emulsionesc también

hasta fluorescencia negativa.
Los extractos etéreos. a los que se denominó "Fracción

Copro", se destilaron al vacio hasta sequedad. Los extractos de

acetato de etilo, rotulados "Porfirina de Waldenstr'óm”.Io bien

se evaporaron en desecador al Vacio si el volumen era pequeño, o

se extraían con sucesivas porciones de ácido clorhídrico acuoso

al 10%. llevando luego los extractos a pH3.0 —3.2 con acetato

de sodio puro y adsorbiendo las porfirinas con talco, comose
describe a continuación.

29) Método de adsqgnión‘gqg_tfllggs

A las orinas.I previamente llevadas a pH 3.0 - 3.2 como

en el caso anterior, se les agregó una cantidad suficiente de tal
co para adsorber las porfirinas en forma cuantitativa.

Se halló que la cantidad necesaria de talco varia en

tre 20 y 50 gramos por litro de orina. de acuerdo a la concentra
ción de porfirinas.

En todos los casos, se controló si la adsorción habia

sido total. filtrando un pequeñovolumende la suspensión de tal
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co y observando espectroscópicamente. Si se veian bandas de ab

sorción, se agregaba más talco y se repetía la operación.

Luego se filtró el volumen total por un embudo Büchner

de tamaño adecuado (lo más grande posible) y el talco se prensó

para eliminar 1a mayor cantidad de liquido posible; éste es un
detalle importante para obtener el mejor rendimiento posible en
la esterificación posterior.

Se utilizó talco puro, lavado, de distintas proceden 
cias‘ sin encontrar diferencias apreciables en la operación.

Este método de adsorción. resultó muyconveniente para

la extracción de volúmenes grandes de orina (5 a 10 litros por
vez).

c) ETERIFICACION DE LAS POB_F_IRINAS

Las porfirinas se eluyeron del talco suspendiéndolo. lo

más homogéneamente posible, en un volumen adecuado de una mezcla

formada por 19 volúmenes de metanol y uno de ácido sulfúrico con

centrado.

La suspensión se filtró por embudoBüchner y la extrac

ción se repitió tantas veces comofuera necesario para obtener un

filtrado con fluorescencia negativa.
Valoraciones de la concentración de ácido en la mezcla

esterificante, antes y después de suspender talco en ella, indi 
caron que habia una pérdida de acidez durante la elución del tal

co; por ello se agrego 2 ml más (aproximadamente) de sulfúrico

concentrado por cada 100 ml de mezcla en esterificación. encon 

trando que, de esta manera. disminuia la cantidad de material que
quedabasin esterificar.

La solución de porfirinas en metanol-sulfúrico se dejó
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esterificar de 2h a #8 horas, en la oscuridad; al cabo de este

tiempo, se pasaron las porfirinas a cloroformo de la siguiente

forma : a la mezcla esterificada se le agregó un volumen igual

de cloroformo y tres volúmenes 'de agua destilada; se agitó con

venientemente y luego se dejó en reposo hasta Que se separaran

.dos capas por decantación ( l a 3 horas ). 

Se separó la capa clorofórmica, la que se lavó dos ve

ces con un volumen igual de agua, una vez con amoniaco a1 10% ,

nuevamente dos veces con agua y. por último. con Solución de clo

ruro de sodio al 7%, para romper eventuales emulsiones.

Finalmente, la capa clorofórmica se filtró por papel

embebidoen cloroformo y se destiló la solución al vacío, hasta
sequedad.

De esta forma. se obtenía el extracto final de porfiri
nas para su ulterior purificación e identificación de sus compo
nentes.

D")¿uniq1____s:im-_c_IgN_iiim_IiI__ST mus. _P0_R_F.I.B_

NAS POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNAS DE CABEONATO DE

CALCIO

La técnica utilizada se basa en el métododescripto

originalmente por Tswett y adaptado para porfirinas en el labora
torio de Watson (71+).

Se utilizaron tubos cromatográficos de diferentes me
didas, del tipo descripto por Zechmeister y Cholnoky (118). como

se puede observar en la figura 8‘. Las medidas más usuales fue 

ron 22 mmde diámetro por 2h0 mm de largo; 19 mmx 190 mmy 7 mm

x 150 mms
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Figura 8
Tubos cromatográficos tipo Zechmeister-Cholnoky

Se utilizaron diversas partidas de carbonato de calcio

precipitado pesado de distintas procedencias, pero entre uno puro

que simplemente respondía a las exigencias de la farmacopea y

otro May&Baker para cromatografía, se halló sólo leves diferen

cias (por ejemplo, velocidad de pasaje del solvente) atribuibles

a discrepancias en el grado de división de ambos. En ningún caso

se encontró diferencias en la separación de las distintas porfi 
rinasü

La operación cromatográfica se puede dividir en las si 
guientes etapas:

a) Egepagagiughge la columna: Una vez armado el tubo so

bre el Kitasato comose ve en la figura 8, se introduce en su ba

se un trozo de algodón tal que. apretado, llegue hasta donde el
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tubo adquiere diámetro uniforme (arriba de la soldadura del es 

meril)á

Luegose conecta el Kitasato a la linea de Vacio p'se

comienzaa agregar carbonato de calcio por la parte superior del
tubo.l golpeando suavemente las paredes para lograr un asentamien

to uniforme y compacto y se incrementa gradualmente la succión

aplicada.

Cuandoel carbonato de calcio agregado llega casi al

borde superior, se presiona suavemente mediante pequeños golpe

citos aplicados en la superficie con un pistón que se adapte lo
mejor posible a1 diámetro interior del tubo.

Se utilizaron pistones de madera o bien confeccionados

con una varilla de vidrio gruesa a la que se le adaptó en la pun

ta un tapón de goma, de superficie lo más plana posible, y de diá

metro adecuado (ver figura 8).

Es importante hacer notar que, una vez aplicado el vacio,

éste no se debe interrumpir hasta finalizar la cromatografía pues

sino se producen resquebrajaduras en la columna, arruinándose la

operación. El vacio aplicado debe estar aproximadamente entre lO
y MOmm de mercurio.

b) Adsorción ge L¿¿ggestrg en la parte superior ge lg

gglggng: Los ésteres metilicos secos obtenidos comose indicó an

teriormente. se deben disolver en benceno. Comoen general. son

poco solubles, se humedece previamente el residuo seco con 2 ó 3

gotas de cloroformo y luego se agrega un volumen tal de benceno ca

liente comopara lograr una solución homogénea.

Esta solución se agrega por la parte superior de la co 
lumna, se deja adsorber casi por completo y luego se va agregando
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pequeñas porciones de benceno caliente, hasta que el líquido

en la cabeza de la columna quede incoloro.

La columna siempre debe tener liquido sobre su super

ficie pues si se seca. el carbonato se despega de la pared del

tubo. escurriendo el solvente por el intersticio, en lugar de

pasar a través de la columna.
En este momento, se comienza el agregado del solven

te de desarrollo.

c) Qggaggg;;g_ge_;a_grggatgggggia: El solvente de
desarrollo más comúnmenteusado fué una mezcla de benceno-clo 

roformo en la proporción de H:1_ No obstante,.cuando se trata

ba de recromatografiar fracciones para purificarlas, se varia 
ban las preporciones según se quisiera aumentar o disminuir la

velocidad de desplazamiento de las porfirinas.

Por ejemplo, para purificar Copro se usó benceno puro

o aún agregándole éter de petróleo. para retardar todavia más

su avance; en cambio, cuando se trataba de Uro, se aumentaba

la proporción de cloroformo en la mezcla hasta 5:2 o aún más.

A medida que va pasando el solvente de desarrollo.las

porfirinas van aVanzandoy. gradualmente, separándose; se con 

tinúa el agregado de solvente hasta obtener un cromatogramaes

table en cuanto al número y separación de las bandas (lo que se

controla fácilmente siguiendo la cromatografía por fluorescencia
con una lámpara de luz U.V.), o bien hasta que la porfirina de

mayor desplazamiento haya recorrido las 32h partes del largo
útil de la columna.

En este momentose suspende el agregado de solvente y

se deja secar la columna hasta que no gotée más en el Kitasato
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(por lo menos, 20 ó 30')i

d) ¿wlaLQnALlaanummarmaiïgLame ar__a_c_____iónde
_lggflfiiggigggg_ñggg;giggfi: Una vez becala columna, se desconecta

el.vacio, se desarma el tubo, se saca el algodón de su base y se_
'expulsa la columna de carbonato colocando el tubo sobre un papel
apergaminado apoyado sobre una superficie plana y haciendo una

suave, pero-continuada presión, con el pistón sobre la base de
1a columna.

i be esta forma. la columna sale entera en forma de vela

y, observándola en la oscuridad con luz U_V.. las bandas de por

firinas aparecen comozonas de intensa fluorescencia roja. pudién

doselas cortar separadamente con un bisturí. con las debidas pre

cauciones para que la columna no se disgregue.

e) Elgción_gg;las porfigiggg: Las porfirinas adsorhidas
en cada una de las bandas, se eluyen del carbonato de calcio sus:

pendiéndolo en cloroformo y filtrando la suspensión por un embudo

de placa filtrante de porosidad media. La elución se repite tan

tas veces comosea necesario para obtener fluorescencia negativa
en el eluído.

Luego se reúnen todos los eluidos correspondientes a

una mismafracción y se concentran hasta sequedad por destilación

a1 vacio. 

Cada una de las fracciones obtenidas según el método

descripto. se recromatografiaron hasta obtener una única banda.

E) SEPARACION_DE_URO I Y URO III POR EXEBAQCION CON

ACETATO DE ETILO

Este método se empleó sobre una fracción Uro obtenida en
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la columna de carbonato de calcio y sobre una P.w., aprovechando

para la‘separación la propiedad que tiene la_Uro III de ser solu
ble en acetato de etilo, mientras que la Uro I no lo es.

Por lo tanto, el éster metilico de la Uro se saponifi

có con ácido clorhídrico al 25%durante 2h horas y luego se dilu

yó la solución hasta una concentración final de ácido del 5%apro

ximadamente.

Se agregó unos mililitros de cloroformo y agitó; no se

observó fluorescencia en 1a capa cloroi‘órmica.I por lo que se con

sideró que la saponificación era total.

Por lo tanto, se decantó el cloroformo y la capa acuosa

se neutralizó con acetato de sodio sólido hasta color gris del
papel Rojo Congo- La solución se extrajo repetidas veces con ace

tato de etilo, hasta fluorescencia negativa en la capa de éster.
La fase acuosa se filtraba cada vez por papel para re 

coger el precipitado de porfirinas que se formaba; lo mismose

hacia por separado con la'capa de acetato de etilo.
La solución de acetato de etilo se lavó 3 veces con a

gua destilada y luego se extrajo con ácido clorhídrico al 10%
(0.5 a l ml por vez) hasta fluorescencia negativa en el acetato
de etilo.

Todas las capas acuosas se reunieron y, luego de obser

varlas a la luz U.VH se descartaron pues presentaban una leve

fluorescencia que sólo era apreciable en completa oscuridada
La solución clorhidrica se llevó a DH3.0-3.2 con ace 

tato de sodio y las porfirinas se adsorbieron con talco. esterifi
caron y pasaron a cloroformo según el métodohabitual ya descripto.
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Por otra parte, el precipitado insoluble en acetato de
etilo que se recogió en el papel de filtro, se seco y disolvió

en mezcla esterificante y. luego. el éster metilico se pasó tam
bién a cloroformo.

Las‘porfirinas obtenidas se identificaron luego utili 
zando los métodos descriptos a continuación.

F) IQENTIFIQACION QE Las POBEIRINAS

. Para ello se aplicaron distintos criterios, a saber :
19)MWMWQLMWQHAEQ:

Se utilizó la variación del métodooriginal de Falk y Benson (8h)

descripta por Batlle (113) y adoptada habitualmente en nuestro
laboratorio. i

El métodoconsiste en hacer correr las porfirinas, car

gadas en forma de manchas sobre una tira de papel WhatmanN91 de

9 cm x 23 cm y con testigos adecuados, en forma ascendente en dos

solventes distintos, uno a continuación del otro, secando y cor
tando la parte inferior de la tira (para eliminar las impurezas)
entre una y otra corrida.

El primer solvente conSiste en una mezcla de 2 partes

de kerosene (fracción 190-25000 destilada sobre 012Ca) y 3 partes
de cloroformo etanólico al 1%. Se deja correr 15' en atmósfera

saturada de cloroformo. con e1-objeto de eliminar las impurezas.l
que quedan en la parte inferior de la tira sobre la linea de base.

I Luegose saca el papel. se lo seca con aire caliente.

se revela a la luz U.V. y se corta entre la mancha de menor Rf y

la linea de partida de 1a cromatografía.
El papel se coloca entónces en el segundo solvente, que

consiste en una mezcla de kerosene-dioxano en la proporción de 2:1
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y se deja correr. en atmósfera saturada de dioxano. de 2 a 2 l/h

horas, tiempo en el que el frente del solvente avanza unos 20 cm.

El papel. igual que luego de la corrida_anterior. se se

ca con aire’caliente y revela_a la luz U.V.
2°) Por crom to gng_gg;pgqu_fig ¿gs porfirinas_lipggg:

Se efectuó según el método original de Nicholas y Rimington (66),

modificado por Eriksen (119). con leves variaciones introducidas
por Batlle (113) en nuestro laboratorio. Ofrece la utilidad de

separar los isómeros I y III de la Cepro. No separa los isómeros

de las demásporfirinas, por lo que se utilizó principalmente pad

ra identificar las fracciones Coproobtenidas por cromatografía en
columna de los extractos de orina o de los descarboxilados de por

firinas de mayor número de carboxilos.

Las porfirinas libres, en solución de amoniaco al 10%,

se cargan en forma de manchas en una tira de papel WhatmanN9 l

de 7 cm x 30 cm. a la que se le ha marcado previamente una linea

de base a 2 cm del borde inferior

Se aconseja cargar hasta l g. por mancha; asimismo, se

colocan testigos adecuados y luego se hace correr el solvente. en
forma ascendente. durante lh-lB horas en la oscuridad.

El solvente de desarrollo consiste en una mezcla de

2-6-lutidina y agua en relación 7:3 y se coloca en la cuba croma

tográfica 1/2 hora antes de introducir el papel- La cuba debe ser

previamente saturada con amoniaco durante 2h horas.

Luegode desarrollado el cromatograma, se saca la tira,

se la seca con aire caliente y se revela a la luz U.V. En gene 
ral. en estas condiciones se obtuvieron buenas separaciones.
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"Se hace notar que los dos metodos descriptos permiten

diferenciar las porfirinas. libres o esterificadas. de acuerdoal
número de carboxilos

3Q) Por cristaligg‘iég: Los ésteres metilicos de las dis;
tintas porfirinas obtenidas, una vez purificados, se cristaliáaron
a partir de sus soluciones clorofórmicas por el agregado de meta 

nol y eVaporación a baño maria. Eliminado el cloroformo, se dejó

enfriar lentamente. obteniéndose las formas cristalinas que se u
tilizaron para identificar las porfirinas y, ulteriormente, para
determinar sus P.F.

Además. aprovechando la mayor solubilidad en metanol del

éster metilico de la Uro III sobre el de la Uro I, se intentó en

un caso la separación por cristalización fraccionada. separando
por filtración con papel lo que cristalizaba en metanol caliente

y dejando luego enfriar lentamente para obtener la fracción más
soluble.

Los resultados obtenidos se detallan más adelante.

#9) Bg;_ggtggmigagion de los nuntos de fusión: Se toma

ron con un microscopio provisto de platina termocalentada del tipo

Koeffler o. para cantidades mayores, con un aparato Fischer-Johns.
Los aparatos fueron previamente calibrados, por lo que

los valores que se indican en cada caso, son los corregidos.

59) Por Qescgrngilgciágs Para determinar el tipo isomé
rico de las distintas porfirinas obtenidas, se las descarboxiló
según el método de Edmonsony Schwartz (87), con algunas variacio

nesr De esta manera. por identificación de la COproobtenida se

determinó la composiciónisomérica de la porfirina original.
Para ello. se colocó una cantidad dada de la porfirina,
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en solución clorofórmica. en un tubo de Carius (Figa 9) mediante

una pipeta capilar; se destiló el cloroformo al vacio en baño ma

ría, haSta sequedad ytse le agregó'de 3.a 15 m1 de HCl al 1%
(0.3 N); según la cantidad de'porfirina a tratar.

Figura 9
Arriba: Tubo de Carius
Abajo z Idem conectado a la llave

El tubo se sumergió en baño de hielo, se conectó a una

llaVe de dos vias para alto vacio, comose observa en la figura 9.

la que se unió a una bomba de vacio. Se le aplicó una succión
tal como para obtener un vacio de aproximadamente l mmde mercurio;

el que se mantuvo durante 20l comomínimo, agitando frecuentemenp

te el tubo para facilitar el desprendimiento de las burbujas adhe

ridas a las paredes. Luego se desconectó la succión, habiendo
previamente cerrado la llave para que se mantuviera el vacio en

el interior del tubo y se lo selló en su estrangulación mediante
un soplete de gas-oxigeno, teniendo especial precaución de que no
entrara aire en ese momento. l

El tubo sellado se colocó en una estufa. en la que se
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elevó la temperatura lo más rápidamente posible a lBOoC(20-30'),

la que se mantuvo durante h horas; luego se dejó descender lenta

mente la temperatura y. una vez frio, se retiró el tubo.
De acuerdo al volumen y cantidad de porfirina de que

se hubiera partido, se seguían posteriormente distintos procedi 
mientos: si el volumen era pequeño. se llevaba a sequedad en un

desecador al vacio, conteniendo C12Ca e HOKcomo adsorbentes y a
continuación se esterificaba. Si el volumende líquido y la can

tidad de porfirina era mayor, se lo llevaba a pH3.0-3.2 y se de

jaba precipitar; luego se centrifugaba el precipitado, se lavaba
con agua destilada. se secaba y esterificaba. Por último, si el

volumen era más o menos grande, pero la concentración era pequeña.

luego de llevar la solución al pHisoeléctrico se adsorbian las
porfirinas con talco y posteriormente se eluían con mezcla esteri
ficante.

En todos los casos, luego se procedió al estudio completo.i

69) Pordeterminación.dgloLnáninqsiLcuxas. ¿Lanas 
_¿ég: Cuandose obtenía una fracción pura, se determinaban los

máximosde absorción o la curva completa (en la Penta y Hexa).uti

lizando un espectrofotómctro Beckmanmodelo ÚU. Se trabajó con so

luciones clorofórmicas de porfirinas.

G) VALORACIONCUANTITATLVADE Pmmm

Se efectuó utilizando una variación del método de Falk

y Benson (8h) desarrollada en nuestro laboratorio por Batlle y
Grinstein (120).

Es un micrométodo que permite valorar los distintos com

ponentes de una mezcla de ésteres metilicos de porfirinas, separán
dolos previamente por cromatografía en papel.
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Para ello, se determinó la concentración de la solu 

ción clorofórmica a valorar espectrofotométricamente y Iuego.con

una micrOpipcta. se colocó en el papel un volumen tal de mezcla

que contuviera entre l y 5 g. de porfirina. en forma de pince 
lada.

A continuación se procedió a desarrollar el cromatogra

ma de la misma forma indicada para el método de Falk y Benson

cualitativo y, luego de revelado. se recortó cada una de las many

chas introduciendo los papeles en tubos de ensayo pequeños y elu

yendo de ellos las porfirinas con 3 ml de cloroformo en cada tubo.

Las soluciones asi obtenidas se llevaron al Beckman,
donde se determinó su concentración utilizando los coeficientes

de extinción detallados por Salum. Batlle y Grinstein (121).

Comose conocía la cantidad total de porfirinas sembra
da. se pudocalcular fácilmente el porcentaje y cantidad absoluta

de cada componente en la mezcla, Los ensayos de recuperación

efectuados dieron valores del orden del 90 al 95%.

_T_..E__S_.ÍIL_I__C;_Q_S.

Uro I 2 de orinas de porfiria eritropoyética.
Uro III : de turacina o sintetizada por MacDonald.

Firia III : de orinas porfiricas.
CoproI : de orinas de porfiria eritropoyética.
Copro ITI 2 de orinas de intoxicados por plomo.

ÉHQ_L_VHina” 343J.—_. . ,—

Cloroformo 2 lavado 3 veces Con agua. secado “8 horas

sobre ÓlZCay destilado.
Benceno z destilado.

Metanol : secado MBhoras sobre C1203 y destilado.



Kerosene : incoloro..1avado con agua. secado.h8 ho

ras sobre ÓlgCay destilada; fracción .
190-250° c.

Etanol : absoluto.

Dioxano 3 para cromatografía Merck.

2-6-Lutidina = para cromatografía Merck o BDH.

Amoniaco

MIC _g - FOTOGRAFLAS

Fueron tomadas en el Laboratorio de la Cátedra de Gené

para análisis.

tica de esta Facultad, con un microscopio Leitz provisto de cáma
ra interior.
MATERIAL ESTUDIADO

a)Mamtnanlmmfiy
Se estudiaron porfirinas extraídas de orinas de 7 pa 

cientes de porfiria cutánea tarda.

Las orinas fueron recogidas sobre tolueno o oloroformo

y conservadas en heladera hasta el momentode su utilización.

Además, se estudió una Perfirina de Waldenstromobteni

da por el Dr. Moises Grinstein de orina de uno de los pacientes

de porfiria estudiados.
b) Porfirings de orina de ratas:
A cuatro ratas hembra de raza Wistar. alimentadas con

Forramex, se les suministró de MOa 60 mg diarios de hexacloroben

ceno (puro BDH)por sonda intragástrica.-durante 6 mesesú

Se controló la eliminación de porfirinas en orina. espec
troscópicamente y por fluorescencia a la luz U.V. La aparición de

precursores se investigó mediante el reactivo normal de Ehrlich.
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Aproximadamentea los 3 meses de iniciado el suministro

de droga. comenzarona eliminar porfirinas y algo de precursores,

tomando1a orina un intenso color rojo y presentando una fuerte

fluorescencia a la luz U.V,

A partir de ese momento,se recolectaron las orinas,

guardándolas en heladera y agregándoles toluol para evitar 1a fer
mentación. Cuandoel volumencoleccionado lo justificaba. se ex

traían las orinas según el método de adsorción por talco, se es 

terificaban y. luego de pasarlas a cloroformo, se guardaban previo
llevado a sequedad
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19- CROMATOGRAFIA DE LOS >EDCTRACTOS¡_{I‘OTALES_DEPORFIRINAS DE ORINA.

Los extractos totales esterificados de porfirinas uri

narias, obtenidos por adsorción con talco, se cromatografiaron
en columna de carbonato de calcio, obteniéndose en todos los ca

sos un cromatogramasimilar al que muestra la fig. lO. '

s—1ív—*——4—i—1r+rk— Huzrl‘
"¡en 1 z a e s 6 7 e

Figura 10 ‘ Figura 11

Cada fracción fué recromatografiada en columna tantas

veces comofuera necesario hasta obtener una única banda y luego

controladas por cromatografía sobre papel. según el método de

Falk y Benson. En la fig. ll se puede ver el cromatogramaobte

nido, utilizando comotestigos, comoen todos los demás casos,
Uro I, Uro III, Firia III y CoproIII.

La fracción l se comportó comouna porfirina parcial 

mente esterificada, por lo que se la reesterificó y recromatogra

rió, obteniéndose entonces un cromatogramasimilar a1 de la fig.10.
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En todos los casos descriptos a continuación, se procedió de la

mismamanera con esta fracción.

' Las fracciones 2 y 3 dieron manchas ubicadas entre las

de Uro I y Uro III. Por estar presentes en cantidades muyescasas,

no fué posible efectuar más estudios con ellas, por lo que_se las

denominóX e Y. indicando asi su naturaleza desconocida.

Se hace notar, no obstante, que se intentó cristalizar
las, sin éxito.

La fracción h, que es la más importante cuantitativamen

te. está constituida por Uro I y Uro III, encontrándose en varios

casos vestigios de Firia III.
Es oportuno hacer notar que. en las cromatografias sobre

papel efectuadas por el método de Falk y Benson, las superficies

de las manchas de las Uro no son proporcionales a las cantidades

presentes de cada isómero.

Las fracciones 5, 6,.7 y 8 están compuestas por Firia.
Hexa. Penta y Copro, respectivamente.

29- COMPOSICIONCUANTITATIVADEL cmo PORFIRIHICO

Se determinaron los porcentajes de cada porfirina en la

mezcla total. mediante la modificación cuantitativa del métodode

Falk y Benson descripta en la pág. M9.

En todos los casos fué necesario cromatografiar previa
mente el extracto total de orina en columnade carbonato de cal

cio para una primera purificación pues‘ de no hacerlo.l no se ob

tenía buena separación en la cromatografía sobre papel y la frac

ción Uro se ubicaba a la altura de la Uro III, con una estela fluo

rescente que llegaba hasta la manchainferior, ubicada por encima

de la posición de la Uro I- ( Ver fig. 12 )
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Figura 12 Figura 13
M: mezcla total de M: mezcla total de

porfirinas- porfirinas.
En cambio, si se cromatografiaba primero en columna y

se tomaban las bandas 4 a 8 (fig. lO), eluyéndolas con clorofor

mo y luego recién se cromatografiaban sobre papelq se obtenía un

cromatogramanítida, comoel de la fig. 13.

Luego de cortada y eluída cada banda, se determinaron

las cantidades de cada una de las porfirinas eSpectrofotométrica
mente, hallándose los valores detallados en la Tabla I.

Se hace notar que para calcular las concentraciones de

Hexay Penta se utilizaron coeficientes de extinción promedioen

tre los de Firia y Copro.l por no conocerse los valores de la
constante.

Por consiguiente. los valores indicados para estas dos

sustancias están afectados de un cierto error que sólo podrá ser
evaluado exactamente cuando se disponga de los coeficientes de
extinción reales.



rinas e orina:

1. 306

1,418 72

1, 545

1,338

39- ÓOMPOSICION DE La PORFIRINA DE WALDENS‘TR'OM

Para determinar la verdadera composición de la P.w. se

efeétuaron los siguientes ensayos:
a) Se extrajo una orina según el método de Náldenstrüm

descripto en la pág. 37. Las fracciones P.W. y Cepro se cromato
grafiarón en columna de carbonato de calcio y sobre papel, según

el método de Falk y Benson, obteniéndose los cromatogramas que se

observan en las figuras 14 y 15. respectivamente.
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b) La fracción P.w. obtenida y una Porfirina de Walden

ster suministrada por el Ór. Grinstein, se trataron según el mé

todo de extracción con acetato de etilo indicado en la pág. M3. ob
teniéndose en amboscasos resultados similares.

A las porfirinas provenientes del extracto de acetato

de etilo se las denominóSolubles (801.). mientras que al preci 

pitado que quedó retenido en el papel de filtro se lo llamó 1359:

luble (Ins.).
La solución clorofórmica de la fracción Insoluble era

fuertemente coloreada y presentaba intensa fluorescencia a la luz

U.V., mientras que la de la fracción Soluble sólo tenía un débil

color rosado y la fluorescencia era muchomenor.

Figura 16 Figura 17: Fracción Soluble

La fig. 16 muestra e] cromatograma sobre papel obtenido

con las soluciones clorofórmicas de ambasfracciones. La fracción

Soluble contenía solamente Uro III y Firia‘ en proporciones casi

iguales, mientras que la Insoluble era fundamentalmenteUro I ,
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con vestigios leves de Uro III y Firia,

La fracción Soluble se recromatografió en columna, uti

lizando una mezcla de benceno-cloroformo en proporción Si), como

solvente de desarrollo y luego cada banda se cromatografió sobre
papel. Los resultados se indican en la figa 17.

La banda l era Uro III pura y la 2, Firia. No se pu

dieron cristalizar por la pequeñacantidad de que se disponía.
La fracción Insoluble se recristalizó cinco veces de

metanol, hasta que se obtuvo P.F. constante 292-293OC. be cada

cristalización se tomaronsólo los cristales de porfirina que se
formabanmientras la solución se enfriaba y antes de que se al 

canzara la temperatura ambiente. En la fig. 18 se puede observar

el aspecto de los cristales obtenidos, cuya pureza se controló

por cromatografía sobre papel, que dió una única mancha de Uro I.

Figura 18
Uro I (PdF. 292-293°c>

c) La misma P.W. obtenida de orina y ln cedida por el

Dr. Grinstein, a la que denominaremos en lo sucesivo P.W.(G), que

ya se estudiaron, se descarboxilaron según el método de Edmonson

y Schwartz (pág.h7). El descarboxilado de la P.W.(G) se llevó a

pHisoeléctrico y el precipitado se centrifugó y secó en deseca



- 59 

dor al vacío.

Comoel sobrenadante tenía una apreciable fluorescencia

a la luz U.V., se trató con acetato de etilo para extraer las por

firinas y la capa de éster se extrajo con ÓlH2N. La solución

clorhídrica se neutralizó con acetato de sodio, se dejó una noche

en.he1adera y'el precipitado se centrifugó. secó y unió al ante 
rior.

Las porfirinas se esterificaron y cromatografiaron en
columna, previo pasaje de los ésteres metílicos a cloroformo, uti
lizando la mezcla de desarrollo normal.

La fig. 19 representa el cromatogramaobtenido y en la

fig. 20 se puede observar la cromatografía sobre papel de cada
banda.
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Figura 19 Figura 20

Se observa que no quedó nada de Uro sin descarboxilar;

sin embargo, pese a que las bandas l. 2 y 3 representaban una
/

fracción muchomenorque la h (aun reunidas). eran cuantitativa 
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mente importantes pues su color era visible en la columna a sim

ple vista.
Se atribuye el no haber obtenido una descarboxilación

más completa a que. durante el calentamiento en la estufa. la

temperatura no se mantuvo constantemente sobre los 18000, sino

que a ratos, por deficiencias en el suministro de energía eléc 

trica, descendia. llegando en una oportunidad hasta 16500.

En cambio. en posteriores oportunidades en que no se

tuvo este inconveniente, sólo se obtuvieron leves vestigios de

porfirinas de 5, 6 y 7 carboxilOS.

La banda h, que era la que interesaba, demostró estar

compuesta por Copro y algo de Penta. Se cristalizó y tomó el

P.FH obteniéndose una fusión irregular entre 236-2M2OC.

Los cristales se saponificaron con ClH 25%. se llevó

luego a pH3.0-3.2 y una pequeña parte del precipitado obtenido

se disolvió en NH32N y cromatografió sobre papel por el método
de Eriksen (pág. #6).

El cromatogramaobtenido (fig. 21) correspondió funda

mentalmente a una Copro I. con algo de Copro III y de una porfi

rina de mayor número de carboxilos (Penta);

El resto del precipitado se reesterificó y cromatogra
fió en columna, obteniéndose dos bandas distintas (fig. 22).

La banda h" se eluyó, concentró y cristalizó de meta

nol. Se cristalizó 5 veces y luego se tomó el P.F. de los cris 

tales. obteniéndose 246-2h800. La fig. 23 muestra la forma tipi
ca de CoproI de los cristales obtenidos.

Para confirmar los resultados obtenidos.l la porfirina
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Figura 21 Figura 22

Fi ra 23 " _
Copro I %;.F.21+6-2l+8°c)

se cromatografió sobre papel por los dos métodos habitualmente

utilizados y lo mismose hizo con la que se obtuvo de reunir to

dos los sobrenadantes de las cristalizaciones y llevarlos a seque

dad (4g)a Y

En la fig. 24 se pueden ver los resultados de estas cro

matografiasú I

. El mismoprocedimiento se practicó con la otra muestra
de P.w., pero por triplicado. Cuandose esterificó el precipitado
obtenido luego de la descarboxilación y se cromatografió sobre pa
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pel, se obtuvieron tres cromatogramasidénticos (fig. 25). Es de->

oir, esencialmente Coproy leVes vestigios de Penta, Hexa y Firia.
Por lo tanto, se reunieron las tres muestras.y se aroma.



..63 

tografiaron en columna.

La figura 26 representa la cromatografía en columna. re

suelta en h bandas.r pero las tres primeras sólo eran observables

comouna leve fluorescencia a la luz U V. en completa oscuridad.

La porfirina de la banda h se eluyó y recromatografió

en columnados veces; luego se cristalizó de metanol. recristali
zándola 5 veces. Los cristales presentaban el mismoaspecto al mi

croscopio de los de la fig. 23 y fundian a 2h8-2500C.

Al igual que en el caso anterior. los sobrenadantes de
las cristalizaciones se reunieronq concent aron v dejarzn crista
lizar en baño de hielo. El precipitado que se obtuvo presentaba

el aspecto de agujas de COproI, mezcladas con formas semejantes

a rosetas de COproIII (fig. 27) y fundia irregularmente a 22H
22806.

La Copro obtenida inicialmente (C) y la de sobrenadante

(CS) se sometieron a una cromatografía de lutidina, según se re
presenta en la figura 28.

El cromatograma confirmó que la Copro obtenida.era isó

mero I puro, mientras que en el sobrenadante de las cristalizacio

nes había quedado la Copro III y algo de Copro I.

d) Finalmente. se determinó la composición cuantitatiVa

de la P.w., aplicando el micrométodo de Falk y Benson modificado

a las dos muestras en investigación.
Para evitar los inconvenientes que pudieran presentar

las porfirinas X e Y (bandas 2 y 3 de la fig. 3+), se las cromato

grafió en columna y se tomaron sólo las dos bandas inferiores (h
y 5 de la fig. 1h). las que se eluyeron juntas.

En la fig. 29 se ve el cromatograma obtenido en ambos
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casos‘ mientras que en la Tabla II están indicados los resultados
obtenidos.

‘ ‘ ‘o_ 6 A
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—-3&‘5. .. 13"- '

Figura 27 ' f; E e}
Cepro I - Copro III

Figura'28
TABLAII: Compg;;gió cuantigggiygwqe‘;gflkqggirina de Waldenstrüm“A- pOQO-‘Ia. ... . ml.m._—‘-.an..u...

P. W. Powo

ju g 7€ f- 8 7€

“ro I 5,881 62,58 6,085 61,13

Firia 1,994 21,22 2,096 1,05

Total 9,398 100 + 9,955 100
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I Figura 29

#9- QQMPOSICION_MEMLA;QBQBQBFIRINA DE ORINAS PORFIRICAQ,_._..._....__.-._......M

Para demostrar la presencia de isómero III en la Uro

obtenida por fraccionamiento en columna de carbonato de calcio

del complejo porfirinico extraido de orinas de porfirias cutánea

tarda, se pensó en aplicar dos métodos:

a) gromgtografía_ggplongaga en columna z crista;¿ggg;ég

¿racciogagaz Una fracción.Uro obtenida de columna de carbonato de

calcio, se recromatografió por el mismométodo 5 veces. hasta te
ner la absoluta seguridad de que se trataba de una banda única.
Se utilizó una mezcla de desarrollo compuesta por benceno-cloro

formo en proporción 5:2 ó 522.5 para aumentar la velocidad de

desplazamiento de las porfirinas de menor número de carboxilos.

Luegose recristalizó la Uro cinco veces de metanol y

se la denominó Ulü
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Otra fracción similar se recromatografió de la misma

manera hasta obtener una única banda y luego se la sometió a una

cromatografía lenta en columna, durante 3 horas, Se aplicó una

_succión menor y se utilizó benceno-cloroformo #21; Se obtuvo

luna banda-difusa y ancha ( fig. 30) que se cortó en dos partes,

las que se recristalizaron de metanol

por separado, 5 vecesü A la superior

se la llamó Ug'y a la inferior, U3.

U Otra fracción se recromatografió tam 
1 han; u

bién hasta(ünica y se cristalizó de me. . _ _ _ —..q

U tanol. separando los cristales Quese
3 ,

formaban dentro de los 5' de iniciada

la cristalización, de los que cristali
zaban más lentamentea

A la porfirina de rápida cristalización

se la indica comoU4; a la de cristali

Figura 30 zación lenta, comoU5.

Las 5 fracciones obtenidas se sometieron a una cromato

grafía de Falk y Benson y se determinaron sus PiFA

De la comparación de la fig. 31 y la Tabla III surge

que. a mayor proporción de Uro III en la mezcla (U3 y U4), co 
'rrespondieron los menores puntos de fusión y, viceversa; a menor

proporción de Uro III hallado 031 y U2), se obtuvieron mayores

P.F. En el caso de la muestra U5 en que no se detectó la pre 
sencia de Uro I. se obtuvo un P.F. que era casi el de la Uro III

pura. debiéndose probablemente la diferencia a la pequeña canti

dad de Firia que contenía.
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una III

Porfirina %P. D. (JC)

E ( U1 279 - Jl

U2 281 - 283

U3 272 - 274

U4 278 - 280

Us 259 - 261

:É'ÍI’Ï; '53 Ü; Ü; Uro I 291 — 293

Uro III 261 - 264

Figura 31
b) ggggatgggafía'cuantitativa_ggbre Qape;: DosUro del

mismoorigen y obtenidas por idéntico procedimiento al descripto

en el párrafo anterior.I se recromatografiaron hasta banda única
y cristalizaron hasta obtener P.F. constante 282-28h0C.

Luego se disolvieron en cloroformo en forma tal de ob

tener una solución de una concentración aproximada a Oaílpgápl .
la que posteriormente se determinó con exactitud por medición

espectrofotométrica.

Se cargaron por separado dos tiras de papel con los tes

tigos habituales, una manchade la muestra ( para controlar que

la separación fuera correcta ) y. con una micropipeta, se colocó

una mancha en forma de banda conteniendo 20 ul de la solución
Los dos cromatogramas, totalmente similares, se representan en la

fig. 32.
Las bandas obtenidas se cortaron y eluyeron con cloro 
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formo de la forma habitual y la concentración de las soluciones

se midió con el Beckman. En la Tabla IV se indican los resulta 

dos obtenidos. TABLAIv: Qgppgsiggégufig_;g_árgCCiégIMM

:.;._astra 1 Muestra. 2

#8 í ¡14.8 f
7,559 83.97 7.429 81.26

¿,443 16,03 1,713 18,74

GQ2 100 9, 142 100

.QAar- e
UX H MUI

rm

Figura 32
M ; muestra

59- .íflll;LiJ2iJQLJHLQUQÏEHfingï.

La fracción Firia obtenida en la cromatografía de los

extractos totales de porfirinas urinarias (banda S. fig. 10), se
recronatografió varias veces hasta obtener una única banda. se re
cristalizó 5 veces de metanol y los cristales se observaron al mi
croscopio. determinando posteriormente su P.F.

Se observaron formas tipicas de Firia, simiiares a las
originalmente descriptas en el (7h). que fundian a 215-21600y

que. sometidas a la cromatografía de Falk y Benson, daban una úni

ca manchacorrespondiente a Firia (fig. 33).
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Figura 33 Figura 3h

Se descarboxiló una muestra de esta porfirina según el

métodohabitual, obteniéndose finalmente una porfirina que. re 

cristalizada hasta P.F. constante, fundía a lhO-IMZOC,con una se

gunda fusión 17000 y cuyo aspecto al microsc0pio era el de típi
cas rosetas de Copro IIIÚ

Conestos cristales se realizaron cromatografïas sobre
papel según los métodos de Falk y Benson y de lutidina (fig. 3h).
confirmando los resultados obtenidos que se trataba de Copro III

puras

69- ¿asmalajsamnimaï.PE..:__.ITA_..P0_I;:.:1;;1U;

Las fracciones 6 y 7 de las cromatografías en columna

de los extractos totales de porfirinas (rige 10), se recromatograé
fiaron repetidamente por separado hasta obtener una única bandaa

Las porfirinas obtenidas se sometieron a cromatografía sobre pa

pel, según se ve en la fig. 35. comprobéndoseque se trataba de
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Figura 36 2 Hexa
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Figura 37;: Penta

fracciones puras.

Por Jo tanto, se las cristalizó de metanol y observó al

microscopio; las figuras 36 y 37 son microfotografías de los
cristales obtenidos.

Se ficterminaron los P.F. que se indican, junto con los

de los respectivos productos de áescarboxilación, en la Tabla VJ

Ambasporfirinas fueron sometidas a la descarboxilación

q los productos se cromatografiqron en columna; se denominó 06

al producto de descarboxilación de la Hexa y CS a la Copro obte 
niña de la Penta- Ambasse cromatografiaron sobre papel, tanto

por el método de Falk y Benson, como por el de Iutidina. obtenién



dose los cromatogranas indicados en la fig. 38.
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fríksen ' Fa/k y Benson

Figura 38

Se cristalizaron de metanol las dos Copro, obteniéndo

se en el caso de la C6 formas tipicas de Copro III, mientras que

en el de la Cs se obtuvieron cristales de Óopro I; mezclados con
Copro III, en forma similar a la presentada en la fig. 27.

Nose.las pudo recristalizar más de una vez, por la es
casa cantidad de que se disponía.

En la Tabla V se resumen los P.F. obtenidos, indicando

además los de la Copro I y Copro III puras. Asimismo, se deter

minaron los máximosde absorción de los descarboxilados en solu

ción clorofórmica los que, comose observa en la misma tabla. co

incidieron con los de la Cepro.

También se indican los máximoscorrespondientes a la
Penta y Hexa, cuyos espectros de absorción en solución clorofór

mica-están representados en la fig. 39.
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TABLAV : Puntos de fusión y máximosmggmmbmprciónde ¿a Penta,a.....www-4..

Haga v sus producto; de descarbpg;lgción'

2 no o .4 A M

"C

¿una ¿xk - ¿'05

Logourouxs;4¿o .r 4 A,ñ ._ ¿go - ¿49 con¿e ¿"uuu

"¿digg 156 -i60 es“, ,c, ,;.. _ -.V, . ..,

escarLoxilaïo 7 ,
“ 1 _. “ 142 (166) Mr . _/,_,“e ¿leia

COPÍOI - ,IJJ _j_) wgv ¿cb-4p;

Jo-¿‘roIII 142 (172) 621 Qué ¿5, ¿oc-¿ol

79- ¿ENTIFICACION ó-E LA COPROPORFIRINA

Las fracciones Copro obtenidas de orinas (banda 8,

fig. 10). se recromatografiaron hasta obtener una banda única,-lo
que se controló por cromatografía sobre papel (fig. MO).

La porfirina se cristalizó. obteniéndose una mezcla de

COproI y Copro III. similar a la de la fig. 27, que fundía irre

gularmente entre 215 y 224°C.

La cromatografía por el método de Eriksen de los cris 
tales obtenidos confirmó que se trataba de una mezcla de los dos

isómeros de la Copro (fíg. Ml).
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89- PORFIRINAS DE 03m5 DE BATAS

I De un "pool" de orinas de ratas intoxicadas con hexa b

clorobenceno, se extrajeron las porfirinas por adsorción con tal
co. Se esterificaron y trataron en la formahabitual para obte 
ner la solución clorofórmica de los ésteres metílicos.l la que se

cromatografió en columna. resultando un cromatograma completa a
mente similar al de la fig. 10a

Las bandas h, 5, 6, 7 y 8 se cortaron y eluyeron juntas,

se destiló el cloroformo y el extracto seco se recromatografió en

una columna de mayor longitud y con una mezcla de benceno-cloro

formo en proporción 212%como solvente de desarrollo. Una parte

se guardó para someterla a la cromatografía sobre papel,

Q

DOQOCO

3
': l-I ' N“ll Mun cl

Figura #2 Figura 43

Las cinco bandas del cromatograma obtenido (fig. #2) se

cortaron y eluyeron por separado. concentrando las soluciones cloe
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rofórmicas y llevándolas luego a un volumen adecuado en mátraces
aforados.

i Se determinó la Cantidad de porfirina presente en cada
fracción. por medición espectrofotométrica; los resultados se in!
dican en la Tabla VI.

Asimismo,en la mismatabla figuran los resultados halla?

dos mediante una cromatografía cuantitativa sobre papel efectuada

con la mezcla total qúe se había reservado al efecto, representan

do la fig. #3 el cromatogramaobtenido.

TABLAVI : promatogzafías«ggggtitativggmde gorfinggggnge orinas

de rgtgs
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RESUMEN Y ÓONÓLUSIONES

bel examende los resultados de las experiencias rea 

lizadas. detallados en el capitulo precedente, se puede concluir

lo siguiente 2

19) be acuerdo a las investigaciones cuali-cuantitati
vas efectuadas sobre las porfirinas aisladas de orinas corresponp

dientes a estados de porfiria del tipo cutánea tarda, se comprue
ba que estos pacientes excretan fundamentalmenteÚro I y cantida

des menores de Uro III, Firia. Hexa. Penta y Óopro (figuras 10 y

11).

En todos los casos analizados. se encontró cuantitativa
mentela mismadistribución relativa entre las distintas porfiri

nas. Según se deduce de la figura 13 y de la Tabla I. ésta. in 
dicada en orden decreciente. fué :

Uro Copro > Firia ) Penta ) Hexa

2Q) Las investigaciones que se hicieron sobre la natu 
raleza de la Porfirina de Waldenstromdemostraron que está con

stituida por una mezcla de Uro I. Úro III y Firia III. en una pro

porción de aproximadamente 65:15:20 (Tabla II y figuras 1h. 16 y
29).

Ningunode los ensayos realizados ha sugerido la posibi
lidad de la existencia de una asociación molecular entre los isó

meros de la Uro o la Firia. pues siempre se pudo fraccionar la

P.w._obtenida según el método original de este autor. por cromato

grafía en columna de carbonato de calcio, aunque frecuentemente
hubo que variar las proporciones de la mezcla de desarrollo. de
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acuerdo al caso.

. Por lo tanto. la P.W. seria simplemente una mezcla de

porfirinas extraibles de la orina por acetato de etilo.

Además. el hecho mencionado en la página 5h de que cro

matografias sobre papel. según el método de Falk y Benson, de por

firinas que no habían sido previamente cromatografiadas en columna.

dieron cromatogramas semejantes al indicado en la figura 12 que,

aparentemente‘ indicarían que la fracción.Uro seria principalmenp

te isómero III. puede haber sido una de las causas de que distin 
tos autores (hl,66,83) hallaran éste comoel constituyente funda 
mental de la P.w.

Por otra parte, en las experiencias efectuadas por ex 

tracción por solventes (pág. 56), se obtuvieron cantidades signi
ficativas de Uro I. cuya forma cristalina (figura 18) y el P.F.

(pág. 58) coinciden con los indicados en la literatura para el isó
mero puro.

Las descarboxilaciones realizadas sobre distintas mues

tras de P.W. (pág. 58), han sido coincidentes y concordaron con lo

que se podia preveer en base a los resultados citados precedente 

mente, pues el producto principal fué Copro I, cuyos cristales pue

den observarse en la figura 23, con algo de Copro III, de acuerdo
a los cromatogramas de Iutidina indicados en las figuras 2k y 28.

Asimismo. la experiencia confirmó que el rendimiento del
método descarboxilativo de Edmonsony Schwartz disminuye sensible 

mente si 1a temperatura no se mantiene en el valor adecuado.

3Q) Se estudió la composición de la fracción.Uro que se

obtuvo por cromatografía en columna. para lo que se aplicaron diver
sos métodos, confirmando todos los resultados obtenidos que se tra
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taba de una mezcla de Uro I y Uro III ( pága 65, figuras 30 y 31

y Tabla III).
Esto explica el bajo P.F. (282-28hoó) que se obtiene

cuando se aísla esta fracción por cromatografía en columna de car

bonato de calcio.

El análisis cuantitativo realizado según el micrométodo

cromatográfico sobre papel, cuyos resultados se indican en la fi

gura 32 y en la Tabla IV, confirmaron que predomina el isómero I

sobre el III en proporción de 4:1.

Se hace notar que estos datos son coincidentes con los

hallados para Uro I'y Uro III en la P.w.
Comodiversos autores (88,112) han objetado la validez

de los resultados basados en el método cromatográfico sobre papel

de Falk y Benson, es oportuno hacer notar que Óornford y Benson

(l22) efectuaron un minucioso y exhaustivo estudio al respecto.I
publicado hace unos meses, confirmando que, para diversas propor 

ciones de Uro I y Uro III mezcladas. el método perdia validez y se

hacia necesario aplicar los nomogramaso las fórmulas de corrección

que los autores indican en el trabajo citado; pero, para mezclas

de los isómeros I y III de alrededor de 80:20, el método era exac

to, dentro del margendel lógico error experimental.

Estos resultados y la buena sensibilidad que posée esta
técnica cromatográfica sobre papel, son los que justifican haberla
empleadoen la presente investigación,

k9) En cuanto a la fracción Firiaporfirina, se determinó
su estructura isomérica por descarboxilación, Los resultados con 

firmaron que la Firia de orina de porfiricos os de tipo isomérico

III puro, pues en ningún caso se logró detectar la presencia de
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Copro I en los descarboxilados C página 68 ). en desacuerdo con

los resultados obtenidos por Chu_yChu (9B).

59) Se estudiaron también las porfirinas Hexa y Penta 

'carboxílicas obtenidas, cristalizándolas (las formascristalinas

se indican en las figuras 36 y 37), determinando sus P.F. y máxi
mos de absorción (Tabla V) y los eSpectros completos de absorción

en solución clorofórmica (iigura 39).
Además,se las descarhoxiló para determinar su estructu

ra isomérica, llegando a la conclusión de que la Hexa era isómero

III puro‘ pues sólo se obtuvo Copro III. mientras que la Penta era

una mezcla de isómeros I y III. dado que se obtuvieron mezclas de

las dos Copro en el descarboxilado.

69) En cuanto a la Copro de orina, se la cristalizó y

determinó su P.F., el que no correspondió al de ninguno de los isó

meros puros (página 72), por lo que se confirmó por el método de
Eriksen que se trataba de una mezcla de Copro I y III (figura 41).

79) Resultó de interés estudiar la composición del com
plejo porfirinico excretado por ratas intoxicadas con hexacloro 

benceno, lo que se hizo por cromatografía en columna y sobre papelú

Los resultados obtenidos, que figuran en la Tabla VI y

en las figuras #2 y M3, indican que es cuali- y cuantitativamente
similar al que se obtiene de orinas humanasde porfirias hepáticas.

aunque los animales no presenten una sintomatología clínica seme 

Jante.
Aunquehubiera sido conveniente confirmar si 1a estruc 

tura isomérica de cada fracción también era similar a la de orinas

humanas, no fué posible efectuar tal estudio debido a la escasa
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cantidad de material de que se dispOnia y al largo tienpo de dro 

gado que requieren las ratas antes de comenzara excretar porfi 
rinas. '

No obstante, como" a priori "'la composición de la

fracción Uro es semejante en amboscasos, la determinación de las

estructuras isoméricas será objeto de un trabajo posterior.

En cuanto a la composición cuali-cuantitativa del comple

jo porfirinico urinario de casos humanos, se encontró una acumula

ción de porfirinas de la serie isomérica III. en cantidades que es
tán en el siguiente orden decreciente :

Firia III) Uro III ) CoproIII > HexaIII > Penta III
El examendel mapametabólico correspondiente a la bio

sintesis de porfirinas y los resultados encontrados, parecerian in

dicar que. al estar aumentadaen general la biosintesis de porfiri
nas y existir más Óopro de la necesaria, aparece Penta III y Hexa

III, probablemente por un mecanismode regulación enzimática tipo

"feed back"; en cambio, la acumulaciónde Firia III se explicaría
por inhibición del sistema enzimático responsable de su descarbo 

xilación, encontrándose Uro III también por un mecanismo "feed
back"a

En cuanto a las porfirinas de la serie I halladas, non
Uro I (gran cantidad). algo de Penta I y una cantidad significati
Va de ¿Opro I. No se halló nada de Firia I y Hexa I.

Esto sugiere que el sistema enzimática descarboxilante
de la Uro es muy poco activo para el isómero I, siendo este paso
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el limitante de la velocidad en dicha serie isomérica. En cuanto

a la acumulación de Copro I, es lógica debido a que representaría
el producto final del metabolismode la serie isomérica I. apare
ciendo algo de Penta I, también aqui, comoconsecuencia de un

"feed back"e

Finalmente, si, comose presume, se confirma la simili

tud del cuadro quimico de las porfirinas excretadas por ratas in
toxicadas con hexaclorobenceno y por seres humanos enfermos de

porfiria hepática tipo cutánea tarda. se concretaria asi la posi
bilidad de producir experimentalmente estados semejantes a este

tipo de porfiria. lo que seria de interés pues, si bien se ha.

informado la existencia de varias drogas inductoras de porfiria
(5. 123. 12h, 125). la enfermedad obtenida era semeja te al tipo

agudo.

._L————*

‘. w M
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