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Introduccién

I.1. CONCEPTOS GENERALES
I.1.1. PORFIRINAS: Nomenclatura y propledades

Las porfirinas son tetrapirroles ciclicos carentes de metal, que participan
en procesos fundamentales de los seres vivos como grupos prostéticos de una
gran variedad de hemoproteinas. Estas hemoproteinas tienen diferentes
funciones entre las que podemos destacar:

- Uniédn reversible con el oxigeno: hemoglobina, mioglobina.

- Reacciones con el oxigeno motlecular: Citocromo P-450

(monoxigenasa), Triptofano oxigenasa (dioxigenasa), Citocromo oxidasa
(oxidasa).
- Reacciones con peroxidos : Peroxidasas, Catalasa.

- Reacciones de transferencia de electrones: Cltoecromos.

En los organismos fotosintéticos, el camino de las porfirinas se deriva
hacia la rama de las clorofilas y bacteriociorofilas y en algunas bacterias hacia
la sintesis de corrinas. Las ciorofilas son derivados de las porfirinas en las
que la estructura bdsica es el anillo de clorina en el que el puente metilénico
gamma es sustituido por el anillo de ciclopentanona. También existe otra
modificacién que es la esterificacién del carbono en posicién 7 por un aicohol
graso de cadena larga que es el fitol que le sirve a la clorofila para poder
anclarse en la membrana tilacoidal, dado que las clorofilas estan inmersas en
un ambiente hidrofébico y ei tetrapirrol es una molécula polar. (1)

El anillo de corrina es caracteristico de la vitamina B12, en el que el
puente metilénico § se pierde y presenta grupos amida en lugar de carboxilos;

se forma a partir del uroporfirinogeno 1II,



Introduccioén

El nucleo bdsico de todas tlas porfirinas viene representado por la
porfina, tetrapirrol ciclico de sintesis, sin cadenas laterales. Estd formada por
cuatro anillos pirrdlicos denominados A, B, C ¥ D en el sentido de las agujas
del reloj, unidos entre si por enlaces metilénicos (a, B,¥, 5).(2)

La nomenclatura de las porfirinas fue desarrollada inicialmente por
Fischer (3); posteriormente "The International Union of Pure and Applied
Chemists" (IUPAC) IUPAC-IUB.(4) Iintentd instaurar una nueva nomenclatura,

pero la de Fischer sigue siendo la més utilizada en la mayorifa de los trabajos

{Fig.1).

17 15 13

Porfirinégenos Porfirinas
(FISCHER) (IUPAC/IUB)

Fig.1. Estructura bdsica de los porfirinégenos y porfirinas con indicacién de

los sistemas de numeracién.
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Las porfirinas son compuestos conjugados cuyos &tomos de carbono son
trigonales, por lo tanto estas moléculas constituyen una estructura resonante,
rigida vy muy estable,

Las formas reducidas de las porfirinas son los porfirinégenos. La
diferencia estructural entre ambas formas radica en la presencia de dobles
enlaces conjugados en la forma oxidada, enlaces que confieren a la molécula las
propiedades de estabilidad y fluorescencia roja bajo la luz ultravioleta.

Los porfirindgenos son compuestos sin coler, intermediarios naturales en
la sintesis del hemo, clorofila y corrina. Pueden obtenerse por reduccidén de
las peorfirinas con amalgama de sodio-mercurio; son inestables y rdpldamente
se oxidan a porfirinas por exposicién al oxigeno atmosférico, especialmente bajo
condiciones de acidez (5) .La estructura de las diferentes porfirinas depende
de la sustitucién de los hidrégenos situados en los carbonos periféricos de los
anillos pirrdlicos de la porfina, por diferentes grupos funcionales. Existen ocho
posiciones que pueden ser sustituidas, dando lugar a diferentes porfirinas

(Tabla 1).
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Tabla 1. Nomenclatura de los isébmeros de las porfirinas existentes en la

naturaleza. Numeracién de sus cadenas laterales.

SUSTITUYENTES

Porfirinas JUPAC (2 (3 () (8) 2y (3) (7 (@8)
Porfirinas FISCHER 1 2 3 4 5 6 7 8

Uro III (I) A(A}Y P(P) A(A) P(P) A(A) P(P) A(P) P(A)
Penta III (I) M P M P A P P M

Copro III (I) M(M) P(P) M(M) P(P) M(M) P(P) M(P) P(M)
IsoCopro III M E A P M P P M

DeshidroisoCopro III M v M P A P P M

DesatilisoCopro III M H A P M P P M
Hidroisocopro III M HE A P M P P M

Hardero IX M v M P M P P M
Proto IX M v M v M P P M

Abreviaturas: M: -CH, A: —-CH,~COOH H: =H

E: —02H5 P: —CHa—CHz—COOH

V: —CH=CH, HE: —~CHOH-CH;,
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Las porfirinas con dos tipos distintos de cadenas laterales pueden formar
cuatro isémeros de posicién (I, II, III, IV) mientras que aquellas con tres tipos
distintos, pueden presentar quince isémeros posibles. En el organismo sélo se
encuentran los isémeros de las series I y III, y el protoporfirinbégeno IX que

es en realidad la variante 9 de la serie isomérica III (Fig.2)

Tipo 1l Tipo IV

Fig.2. Representacidon esquematica de los isémeros I, II, III vy IV.
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El ndmero de grupos carboxilicos de las cadenas laterales es variable en
las distintas porfirinas: 8 en las uroporfirinas, 4 en las coproporfirinas y 2 en
la protoporfirina. Este hecho tiene una gran Importancia desde el punto de
vista bioquimico ya que condiciona la hidrosolubilidad de las distintas
porfirinas y por tanto su ruta preferente de excreclén. Por otro lado, el
nimero de carboxilos también influye en la movilidad de las porfirinas en
procesos de electroforesis y cromatografia, lo cual permite su separacién e
identificacién cuando las diferentes formas se presenten en medios biol6gicos
{6).

La estructura relativamente grande de las porfirinas les confiere un
caracter hidrofébico. La solubilildad de cada una de ellas aumenta con ei
numero de grupos carboxilicos presentes en las cadenas laterales. Son solubles
en acidos y bases fuertes asi como en disolventes orgdnicos acidificados (7)

El punto isceléctrico de las porfirinas se encuentra en el intervalo de
pH entre 3 y 4.5. A este pH las porfirinas pueden ser extraidas del acetato de
etilo y éter por &cidos minerales; la concentracién del CIH (en g/dl) necesaria
para extraer 2/3 partes de las porfirinas de un volumen igual de éter es
conocida como numero CIH o numero Willstdter (8). En general el ndmero CIH
es inversamente proporcional al nimero de grupos carboxilicos 4dcidos, aungue
la solubilidad en éter estd también aumentada por la presencla de sustituyentes
no saturados, por ejemplo grupos vinilo.

El reparto o particién de las porfirinas entre solventes orgdanicos, tales
como el acetato de etilo y éter y 4cidos minerales diluidos, proporciona por
tanto un método adecuado tanto para su separacion de otros pigmentos
relacionados como para su fracclonamiento en subgrupos de similar ndmero CIH.

Las porfirinas como croméforos presentan un maximo de absorcién en la
zona comprendida entre los 400-410 nm (banda de Soret) y cuatro bandas (a,
0,%¥, 53) de menor intensidad a longitudes de onda més largas, entre 500 y 630

—-_G—-
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nm cuyas intensidades se incrementan desde ia regién de!l rojo hacia el azul
de la zona visible del espectro. Este patrén de bandas caracteristico de las
porfirinas en disolventes orgdnicos o disoluciones alcalinas débiles se reemplaza
por un patrén de dos bandas, méds agudas e intensas ademéas de |la banda de
Soret en disoluciones 4cidas (9). Las bandas de absorcién son caracteristicas
para cada porfirina y varian segun el disolvente y el pH (10). Las porfirinas
libres y esterificadas, al ser excitadas por radiaciones de luz, alrededor de los
400 nm, emiten la luz absorbida en forma de flucrescencia roja de menor
energia. La fluorescencla es caracteristica de moléculas que como las porfirinas
tienen una estructura de anlllos aromdticos rigidos. Ademds de las porfirinas,
los quelatos de porfirinas con metales diamagnéticos (Mg, Zn, Sn) que tienen
sus electrones apareados, emiten fiuorescencia mientras que los quelatos de
porfirinas con metales paramagnéticos (Fe, Cu, Cr, Mn) no fluorecen.

Las porfirinas sdlidas no son fluorescentes pero al quedar adscrbidas en talco,
celulosa etc pueden fluorecer. Esta fluorescencia se observa mucho mejor en

soluciones clorhidricas.
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1.1.2. BIOSINTESIS DEL HEMO

Las moléculas relativamente complejas de las porfirinas son sintetizadas
en las células a partir de precursores muy simples, teniendo como
Intermediarios en la secuencia de reacciones enzimaticas a los porfirindgenos.

En animales y bacterias los precursores son el succiniiCoA procedente
del ciclo de Krebs y la glicocola, que procede del "pool” de aminoc&cidos.

La secuencia de reacciones catallzadas por ocho enzimas fué establecida
por los grupos de Shemin, Rimington, Neuberger y Granick (11) (12).

La compartimentacién de las enzimas en la célula es esencial para el
control de la biosintesis del hemo. En la mitocondria se localizan la primera y
las tres U(ltimas enzimas de la ruta, mientras que las enzimas intermedias se

localizan en el citoplasma {Fig.3).
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7 Globina
\ Hemoglobina CITOPLASMA

ALA

ALA-Deshitlrasa

v
PBG

PBG-DesarLinasa

v

Uroporfirinogeno i

|
UROportirinogeno
Descarboxilasa

Coproporfirinogeno Il

Fig.3. Compartimentacién de los enzimas implicados en la ruta biosintética dei

hemo.
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FORMACION DEL ACIDO 3-AMINOLEVULINICO (ALA).

Se inicia la biosintesis en la mitocondria (13 - 18) con la condensacién
del succinilCoA y la glicina para formar el dcido S-aminolevulinico (ALA). Esto
se demostrd en 1945 por medio de técnicas isotdpicas. Shemin y Rittenberg (19)
comprobaron usando glicocola marcada con By y luego MC, que este aminoécido
proporcionaba los cuatro nitrégenos, ademis de los cuatro carbonos de los

puentes metilénicos y otros cuatro carbonos a en los anillos pirrélicos (Fig.4).

FOO'
_ £H,
C‘OO' |CH2
H I\T—?— H =0
3
H S— CoA
Glicocola Suecinil CoA
H
0,
CoA-SH

cQo”

I
CH

|

CH

2

|

C=0

|

CHa

1

N H;

& -aminolevulinato

Fig.4. Biosfntesis del &-aminolevulinato a partir de glicocola en bacterias y

animales.

...10_
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Dichos autores dedujeron que el grupo carboxilico (COOH) v los carbonos
a, 8, ¥ del acido S—aminolevulinico (ALA) proceden del succinilCoA y el carbono
0, de la glicocola; asf la glicocola as el donante del grupo amino no entrando
el grupo carboxilico de la glicocola en la formacién del ALA.

Esta etapa de formacién del ALA estd catalizada por la ALA sintetasa
(ALA-S)(E.C.2.3.1.37). Esta enzima se localiza en la matriz y membrana interna
mitocondrial, perc posee un precursor citoplasmatico de mayor peso molecular
formado por un dimero de subunidades idénticas y otras dos uhidades
cataliticamente inactivas.

Esta enzima requiere de fosfato de piridoxal como cofactor. Se manejan
distintas hipétesis sobre el mecanismo de accién de la ALA-S. Se piensa que
hay un grupo sulfidrilo en el centro activo de la enzima que es esencial para
que comienze la reaccién, y al cual se une en primer lugar el fosfato de
piridoxal.

La glicocola forma una base de Schiff con el cofactor y a continuacién
se condensa la molécula de succinilCoA obteniéndose asi un intermediario
inestable que recibe el nombre de &cido a amino 8 cetoadipico, que se
descarboxila elimindndose asi el grupo carboxilico de la glicocola como CO.
Finalmente el ALA se libera de la enzima. (FIg.5)

Beale, Gough y Granick propusieron que en piantas superiores operaba
un camino diferente para la sintesis del ALA, segun el cual a partir de
glutamato, via a cetoglutamato y ¥ - &-dioxovalorato (DOVA) se forma el ALA
por accién de transaminasas del glutamato y DOVA (20) .

Tamblén se ha demostrado que el ALA puede originarse en animales y
bacterias a partir de DOVA por medio de DOVA-Transaminasa y en algunos
tejidos come mitocondria de higado bovino, se ha demostrado que ia actividad

de la DOVA-T es varias veces superior a la del ALA-S de igual origen.

_11_
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Gleocala ﬁ" 0 /\B COOH
7 —E— CH
— e —C— H—C 2
H c G OH | N\ oM éH
| 2
0 N L i
L c— o
cH CH |
SCo A
HO CH,0PO, #, + SuccinilCoA
H3 + +
1
ENZIMA E-Piridoxal-glicocola

I
intermediario inestable
{ -amino-B-catoadipico)

CO2
Enzima
COOH
CH
l 2
CH
2
é|:—- 0
P
NH2
Acida -aminoclevulinico
(ALA)

Fig.5. Mecanismo propuesto para la formacién enziméatica del ALA.
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La ALA-S tiene un pH 6ptimo de 7.6 y un punto Isoeléctrico de 8.2. Es
una enzima muy Inestable con una tasa de recambio de las méds r4dpidas de las
proteinas mitocondriales.

La ALA-S es considerada como la enzima limitante de la ruta, por su vida
media corta y por ser su actividad regulada por el producto finai, el hemo, a
través de un mecanismo de retroinhibicién,

La sintesis de ALA es la Unica etapa endergdnica de la ruta ya que para

la activacién del 4cido succinico se precisa un aporte de ATP.

FORMACION DEL PORFOBILINOGENO,

El ALA pasa al citoplasma donde actla la enzima aminolevulinico
deshidratasa (ALA-D) (E.C. 4.2.1.24) dando lugar a un monopirrol ciclico que
es el porfobilinégeno (PBG) por condensacién de dos moléculas de ALA.

Esta ALA-D es un octamerc de subunidades idénticas. La estructura
basica funcional es un dimero de 70000 de peso molecular. Es una enzima
termoestable y sulfidrica. Suele requerir la presencia de un compuesto
reductor tidlico, por ejemplo cisteina o glutation, para que su actuacién se
realize con |la maxima actividad. Esta enzima se inhibe ante bajas
concentraciones de sustancias que blogquean grupos -SH, comc los metales
pesados Pb, Hg, Cd. Su pH 6ptimo es de 6.8 y su punto isceléctrico de 4.9,

Existen evidencias de que en el centro activo de la enzima se
encuentran, ademds de grupo -85H, un &tomo de Zn por subunidad, 1 & 2
residuos de lisina, 1 residuo de histidina y restos de aminoacidos hidrofébicos
que en conjunto contribuyen a definir la estructura activa de la enzima.

El mecanismo de accién ha sido estudiado por Nandl y Shemin y por
Batlle y col (21)(22).

_13_
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Una molécula de ALA se une covalentemente a la enzima a través de la
formacién de una base de Schiff entre el grupo e-amino de un residuo de
lisina del centro activo y el grupo ceto del ALA. Seguldamente se produce una
condensacion alddlica con l|la segunda moiécula de ALA. Esta se une, no
covalentemente, a ila otra subunidad enzimética, a través de residuos cargados.
Posteriormente se dan una serie de reorganizaciones intramoleculares gue
daréan lugar al PBG que se libera del centro activo de la enzima, regenerdndose

asi la enzima libre que puede asi entrar en otro ciclo de reacciones. (Fig.6)

FORMACION DE UROPORFIRINOGENOS I Y III.

Tras la formacion del PBG se produce la sintesis del primer compuesto
ciclico intermediario. La condensacién quimica de cuatro moléculas de PBG
puede dar Ifugar a la formacién de cuatro is6meros posibles de
uroporfirinégeno, pero la reaccién catalizada produce s6lo los isdmeros I y
IIT.(Fig.7)

Una antigua hipétesis sugeria que la formacién del uroporfirindégeno 111
estaba catalizada por un slstema enzimatico "porfobilinogenasa” (PBG-asa)
formadc por dos enzimas diferentes: Uroporfirindgeno 1 sintetasa vy
Uroporfirindégeno IIl cosintetasa o iscmerasa. Hoy en dia se admite que ambas

enzimas actuan de forma independiente {23).

-14-
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Fig.6. Formacidn enzimédtica del porfobilindgeno.
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La uroporfirinbgeno I sintetasa (URO~8) también denominada
porfobilinbgeno desaminasa (PBGD) ¢ hidroximetilbilano (HMB) sintetasa
(E.C.4.3.1.8.) cataliza la polimerizacién de cuatro moléculas de PBG, dando lugar
a un tetrapirrol intermediario que es denominado hidroximetilbilano o
preuroporfirindgeno. En esta reaccién cuatro subunidades de PBG son
ensambladas cabeza a cola por esta enzima, comenzando por el anillo A y
uniendo sucesivamente los anliilos B,C,D en el sentido de las agujas de! reloj,

En ausencia de la uroporfirinégeno 1II cosintetasa (E.C.4.2.1.75) el
hidroximetilbilano es liberado de la enzima y se cicla de forma espontdnea,
dando lugar asi al uroporfirinégeno I (Fig.7)

Cuando la cosintetasa estd presente, ésta rdpidamente convierte el
intermediaric en uroporfirinégeno III, por inversién de la molécula de PBG del
anlllo D y posterior ciclacién (24).

Estudios ilevados a cabo en eritrocitos humanos demuestran que la
actividad de la cosintetasa predomina sobre la sintetasa, lo cual favorece la
sintesis del uroporfirindgeno III, que es el sustrato fisiolégico para ia

formacién del hemo.

FORMACION DE LOS COPROPORFIRINOGENOS I Y III

Una vez formados los uroporfirinégenos I y III, éstos van a ser
transformados en coproporfirindbgenos por la participacién de la enzima
uroporfirinégeno descarboxilasa (URO-D)} (E.C.4.1.1.37), enzima citosélica que
lleva a cabo la descarboxilacién secuencial de las cuatro cadenas laterales del
acido acético de los uroporfirindgenos. La descarboxilacién transcurre en pasos

desde el uroporfirinégeno con, 8 COOH, hasta el coproporfirindgeno, con 4 COOH
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A
P
A Q < HSN— p
NH
PBG

Hidroximetilbilano

Cosintetasa - Cosintetasa +

Uraporfirinogenc Uroporfirinogeno 111

Fig.7. Formacién de los uroporfirinégenos I y III a partir del PBG.

E: PBG-D
A: acético (—CHZ—COOH )
P: propiénico (—CHQ—CHZ—COOH )
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existiendo intermediarios con 7, 6 y 5 COOH que no tienen nombres especificos
sino que se designan atendiendo al nimero de COOH: por tanto se denominarin
porfirindgenos hepta, hexa y penta carboxilicos, respectivamente.

No se ha conseguido desdoblar esta enzima en subunidades ni se ha
visto que forme parte de algun complejo, por lo que se piensa que posee més
de un centro activo y asi actia secuenciaimente.

Segun Jackson y cois. la descarboxilaciéon del uroporfirinégenc III tiene
fugar en sentido de las agujas del reloj inicidndose sobre el anillo D. (Fig.8)
(25).

Esta misma enzima no sigue una ruta especifica cuando se trata de
descarboxilar los cuatro restos acetato del uroporfirindégeno I sino que: lo
convierte en el correspondiente coproporfirinégeno I por otras dos vias
alternativas (Fig.9)

La URO-D es una enzima sulfidrilica y termosensible. Es una enzima
anaerébica, siendo por tanto inhibida por el oxigeno, suponiendo gque ésto es
debido bien a la accién directa que pudiese tener el oxigeno sobre la enzima
o por la oxidacién de los porfirinégenos a porfirinas, las cuales ya no son
sustrato de esta enzima.

El B3 mercaptoetanol y el GSH ejercen efecto activador sobre la enzima
mientras ésta también.se inhibe por metales pesados, Cu, Hg, Pt.(26)

Eider ha demostrado una via aiternativa a partir del pentaporfirinégeno,
gue teniendo como intermediario el deshidroisocoproporfirindgeno, se transforma
en hardercporfirindgeno que conduce a la formacién del protoporfirindgeno vy
consecuentemente del hemo. Este intermediario es el precursor u origen de las
denominadas isocoproporfirinas o porfirinas de la serie P de Elder aisladas en
pacientes con porfiria c¢utanea tarda y en ratas intoxicadas con
hexaclorobenceno, situaciones ambas en jas que ésta ruta alternativa es
importante (27).
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URCgeno i HEPTAgenao {ll HEXAgeno Il

COPROgeno I PENTAgeno I ISOCOPROgeno

Fig.8. Ruta de descarboxilacién enzimética del uroporfirindgeno III. Se
representa también 1la formacién del isocoproporfirinégeno por
descarboxilacién del pentaporfirindgeno III.

A: acético (-CH,—COOH)

M: metilo (—CH,)

P: propidnico (-CH,~CH,~COOH)
V: vinllo (-CH=CH,)
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La URO-D de eritrocitos e higado en humanos es similar pero no idéntica
(28).Las diferencias residen en la estructura secundaria de la proteina. Si se
tratara de un dimero, una de las subunidades estaria presente en los dos
tejidos, existiendo subunidades especificas para cada tejido o una mezcla de

isoenzimas.

FORMACION DEL PROTOPORFIRINOGENO IX

La linea isomérica I se detiene en este punto, constituyendo una via
fisiolégicamente muerta. Esto es debido a que la enzima coproporfirinégeno
oxidasa (E.C.1.3.3.3.) no va a tener como sustrato el coproporfirinégeno 1 y si
actia en camblo sobre el coproporfirindgeno III. Este coproporfirindgeno III,
formado en la etapa anterior entra en la mitocondria, ya que la citada enzima
se localiza en el espacio intermembranal de la mitocondria con una fraccién
unida débilmente a la membrana interna mitocondrial, donde la enzima provoca
la descarboxilacién de dos radicales propionato dando fugar a una molécula con
solo dos grupos carboxilicos (COOH) que recibe el nombre de protoporfirindgenc
IX. (también llamado protoporfirindgeno IIIQ) (Fig 10) (29).

Esta enzima requiere oxigeno molecular como aceptor de hidrégenos. La
configuracién de su centro activo es tal que s6lo acepta en primer lugar el
resto propidnico del aniilo A. A continuacién, se hace accesible al mismo centro
activo el &clde propidnico del anillo B, con lo que el harderoporfirinégeno,

porfirinbgeno inestable tricarboxilico, da lugar al protoporfirinégeno IX (30).
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P A P A
A P M P
—P
P A p A
A P A P
~ Uroporfirindgena | Heptaporfirinégeno
A
v
A
M
P P
M A
F
A P
o Hexapartfirindgeno Hexaporfirindgeno
v .
P M P M
M P M P .
E—
P M P M
A P M P
Pentaporfirinégeno Coproporfirinégenco |

Fig.9. Rutas alternativas simultaneas para la descarboxiiaciéon enzimética del
uroporfirinégeno I en coproporfirindégeno I.
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COOH ?OOH FOOH
?Hz <:H2
CH ‘ CHz CH H OH I CH 2
NH
Coproportirindgeno OH-derivado cis-acril-derivado

(FH

Protaporfirindgeno

Fig.10. Mecanismo de descarboxilacion oxidativa del coproporfirindgeno III a

protoporfirindgeno IX.
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FORMACION DE PROTOPORFIRINA IX

Una vez que se ha formado en el interior de la mitocondria el
protoporfirinbgeno IX, va a actuar |a sigulente enzima que es Ia
protoporfirinégeno oxidasa (E.C.1.3.3.4.) que cataliza la oxidacién a
protoporfirina IX.

La enzima necesita oxigeno como aceptor de electrones. Se encuentra
probablemente asociada a la membrana interna mitocondrial. Se trata de una
enzima sulfidrilica con gran especificidad por el sustrato protoporfirinégeno

IX, aparentemente no requiere cofactores para su actividad y no le afectan los

agentes quelantes.

La oxidacién del sustrato Implica la pérdida esterecespecifica de seis

dtomos de hidrégeno localizados en sélo uno de los lados del tetrapirrol

(Fig.11).

Protoporfirina 1X

Protoporfirindgeno 1X

M: METILO (-CH )
P: PROPIC NICO (-CH -CH-COOH)
V: VINILO (-CH=CH )

Fig.11. Formacidon de la protoporfirina IX a partir-del protoporfirinédgeno.
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FORMACION DEL HEMO

Esta protoporfirina IX es ia uUnica porfirina metabdlicamente activa ya
que es sustrato de la ferroquelatasa o hemosintetasa (E.C. 4.99.1.1) que cataliza
la insercién de hierro ferroso (Fel) en el anillo tetrapirrélico para dar asi una
molécula de hemo.(Fig.12)

Esta enzima se encuentra fuertemente asociada a la membrana interna de
la mitocondria, es una enzima sulfidrilica de naturaleza lipoproteica con dos
sitios activos: uno para el metal, por el cual es muy especifico, y otro para la
porfirina.

La actividad enzimética se ve incrementada con 4cidos grasos y agentes
sulfidrilicos reductores. Su actividad es inhibida por metales divalentes: Co,
Mn, Pb, Zn y por oxigeno.

Los agentes sulfidrilicos reductores protegen los grupos -SH de la
enzima y ademds mantienen el hierro en estado ferroso.

El hemo inhibe ia actividad de la ferroquelatasa, asi como también puede
ser inhibida por la protoporfirina.

A diferencia del resto de las enzimas de la ruta, la ferroguelatasa no
utiliza porfirindgenos como sustrato. Ademds de la protoporfirina IX puede
utilizar como sustrato porfirinas dicarboxilicas como deutero y mesoporfirinas.

Sélo el hierro en forma reducida Fe't

IX ¥y no ia forma oxidada Felt.

es incorporado a la protoporfirina
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M
Vv 24+
Fe
»

M
I
P P

Protoporfirina 1X Hema

Fig.12. Formacién del hemo a partir de la protoporfirina IX e hierro ferroso.
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CAPITULO II: FISIOPATOLOGIA DE LA

EXCRECION DE PORFIRINAS



Fisiopatologia de la excrecion de porfirinas

Las porfirinas pueden seguir diferentes vias para su eliminacién del
organismo; la ruta de excrecibh que van a seguir depende de su
hidrosolubilidad y ésta es funcién del nimero de grupos carhoxilicos libres
presentes en las cadenas laterales de sus moléculas.

La urcporfirina (UP}, octocarboxilica, es muy hidrosoluble, por lo gue se
excreta casi exclusivamente por orina, al igual que su porfirindgenoc mientras
gue la protoporfirina y otras porfirinas dicarboxilicas, poco hidrosolubles, son
eliminadas unicamente por bilis (31) (32), de forma parecida a la bilirrubina y
bromosuifoftaleina, utilizando mecanismos transportadores comunes (33).

La coproporfirina (CP) tetracarboxilica se excreta preferentemente por
via biliofecal, mientras que su porfirindgeno puede seguir ambas rutas
excretorias.

El 4cido delta~aminolevulinico {(ALA) y el porfobilindgeno (PBG) infundidos
en vena son eliminados exclusivamente por orina al igual que la uroporfirina
y el uroporfirinégeno (Fig.13).

El comportamiento excretorio de ias porfirinas tetracarboxilicas es flexible
ya que pueden segulr ambas rutas dependiendo de la integridad funcional de

los érganos que las rigen, higado y rifidn.
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Fig.13. Ruta de excrecion de las porfirinas (Tomado de Rev. Clin. Esp.,155, 1,

1979).
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Fisiopatologfa de la excrecion de porfirinas

Hoffbauer y colaboradores observaron come la coproporfirina inyectada
intravenosamente a ratas normales no era eliminada por orina si no se habia
ligado previamente el conducto biliar comun (34).

Tras la ligadura de! conducto biliar, la coproporfirina inyectada es
captada dvidamente por los hepatocitos pero al estar imposibilitada su excrecién
biliar, regurgita a plasma y es excretada por via renal. Igualmente se consiguié
observar eliminacién urinaria de coproporfirina inyectada tras haber lesionado
severamente las células hepdticas con tetracloruro de carbono.

En condiciones normales la coproporfirina es eliminada exclusivamente por
bills, mientras que su porfirindgeno, captade menos Advidamente por el
hepatocite, puede transformarse en protoporfirina y eliminarse como tal en
bilis, o bien ser excretado por orinha constituyendo, tras su oxidacién, la
fraccion normal urinaria de coproporfirina.

La lesién del hepatocito (por medio de tetracloruro de carbono) gue
disminuye la capacidad de aclarar la coproporfirina del plasma o la alteracién
de los mecanismos de excrecién biliar (ligadura de!l conducto biliar comin) que
imposibilita su eliminacién billar, darfan lugar a que dicha porfirina ¥ su
porfirindgeno alcanzasen altas concentraciones plasméticas siendo excretados

pasivamente por el rifdn (Fig.14).
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NORMAL

Lesicn hepdtica
por C1,C

Ligadura del conducto
~ biliar comun

Fig.14. Comportamiento excretorio de la coproporfirina y coproporfirinégeno

tras su administracién intravenosa (Tomado de Rev. Clin. Esp. 155,1,1979).
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Las porfirinas, sobre todo ias menos hidrosolubies requieren un sistema
de transporte plasmatico,asi concretamente |a coproporfirina presente en plasma
circuta unida a proteinas fundamentalmente hemopexina (35).

La hemopexina es una aglicoproteina de unos 57000 daltons de peso
molecular sintetizada fundamentalmente en el higado que es el érgano donde
el complejc copro~hemopexina interacciona con un receptor especifico,
liberdandose la coproporfirina hacia el citoplasma (36).

En el citoplasma la coproporfirina se une a diversas protefnas una de
las cuales es inmunolégicamente idéntica a la ligandina.

La afinidad de la unién con estas proteinas transportadoras es funcién
inversa de la hidrofilicidad de las cadenas laterales de las moléculas
porfirinicas; asi la coproporfirina se une més fuertemente a la ligandina que
la uroporfirina hidrosclubie, lo cual explica su exclusiva eliminacién renal, al
no ser transportada a través del higado hacia la bilis.

Diversos trabajos experimentales han demostrado la existencia de
fenémenos competitivos entre porfirinas y BSP (bromosulifoftaleina),
comprobdndose gue las porfirinas pueden ser desplazadas de su punto de
unién con ia ligandina por la BSP.

La hipercoproporfirinuria de los enfermos hepdticos fue ya descrita por
Garrod hace mas de 90 aflos (37); Hymans Van den Bergh y cols (38)
interpretaron el aumento de la coproporfirinuria en las ictericias obstructivas
como debida a defecto de la excrecién de la porfirina que normalmente debia
eliminarse por bilis, sin embargo no siempre debe interpretarse la
hipercoproporfirinuria de los enfermos hepédticos como secundaria a defecto
excretorio o regurgitacién biliar.

En las colestasis, lo caracteristico es un aumento en orina de! isémero
I de la coproporfirina que es el que normalmente se excreta por bilis (39),
mientras que en hepatopatias ho colestdsicas y etilicas se incrementa en orina
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el isébmero III.

La frecuente coproporfirinuria de las hepatopatias podria ser secundaria
a un aumento de la porfirinosintesis. Levere (40) encontré incremento de la
actividad ALA-sintetasa hepdtica en cirréticos no porfiricos, Este incremento
de la enzima limitante de la porfirinosintesis podria ser secundario a la propla
lesién hepética como piensan Levere y Doss y cols (41), o a la ingesta de
alcohol, o bien al insuficiente catabolismo o conjugacién de drogas u hormonas
sexuales esteroideas cuya acumulacién o la de sus metabolitos, incrementaria
ta porfirinosintesis. Es posible también que |a hepatopatia o sus causas
conduzcan a deficiencias funcionales del enzima coproporfirindégeno oxidasa con
lo cual se acumularia coproporfirinégeno que podria sufrir una répida oxidacién
a coproporfirina, escapadndose asi de la cadena biosintética (42) (43). Sin
embargo Shanley y cols (44) no encontraron ningin defecto en la actividad de
dicha enzima en la siderosis hepética experimental causada por sobrecarga de
hierro y alcohol.

La coproporfirina que normalmente se detecta en orina procede en gran
proporcién del coproporfirinégeno excretado gque rdapidamente sufre oxidaciéon
a coproporfirina (45) (46).

E! higado lesionado al igual que sucede experimentalmente en la
hepatopatia por tetracloruro de carbono, muestra poca avidez para retener el
coproporfirindgeno y la coproporfirina formados en exceso, con lo cual ambos
regurgitan al plasma y son excretados por el rifidn.

Por otro lado, en la insuficiencia renal crénica se aprecié una
disminucién de la excrecién urinaria de COPRO , bien por su baja eliminacion
o por su baja sintesis.

La biosintesis del hemo se realiza con un alto grado de eficiencia pero
se producen pequefas pérdidas en los diferentes escalones metabd&licos. Existen
diversas revisiones bibliogréficas sobre la cuantia normal de excrecion de
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porfirinas realizadas por varios autores, entre ellos Eales y cols. en 1366,
Fernandez y cols. en 1966, Watson y cols. y Fogstrup y With en 1979 (47) (48)
(49) (50).

En nuestro grupo de trabajo se ha determinado la excrecion urinaria y
fecal de porfirinas en Individuos normales; el estudio se realizé mediante
distintos métodos y sobre un colectivo de 219 individuos de ambos sexos (51).

Se determinaron las distintas carboxilporfirinas urinarias por
cromatografia en capa fina (TLC). Los resultados obtenidos se muestran en la

siguiente tabla:

Carboxilporfirinas %

COOH Media * DE Percentil-95
8 15.32 * 8.15 29.93
7 4,48 + 2.82 9.35
6 0.84 + 1.20 2.47
5 2.25 + 2,06 5.58
4 : 76.77 * 11.7 59.00
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También se determinaron por técnicas de extraccidén solvente las

fracciones COPRO y URO urinarias asi como los precursores por medio de

cromatografia en columna:

Fracciones: ug/i

Media + DE Percentil-95
COPRO 51.00 £ 2,75 108
URO 3.97 t 3.7 11

Precursores: mg/|

Media + DE Percentil-95
ALA 211 = 1.24 3.39
PBG 1.55 * 1.02 2.6
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Porfirias y porfirinopatias

Los trastornos del metabolismo del hemo pueden ser de dos tipos:
congénitos y adquiridos.
Trastornos adquiridos

La sintesis de porfirinas en sujetos normales no es un proceso estatico
sino sujeto a variaciones como se observé en las fluctuaciones de la sintesis
del hemo durante el ciclo menstrual. Se ha comprobado que la edad tiene un
cierto efecto sobre esta ruta metabdlica.

Existen gran variedad de circunstancias que desembocan en una
sobreproduccién de porfirinas y su consiguiente aparicién en cantidades
incrementadas en orina (Tabla 2).

Como comentabamos en el capitulo anterior, en situaciones colestédsicas
bien sean congénitas (sindrome de Dubin-Johnson o sindrome Rotor, o
adquiridas (inducidas por estrégenos, ictericias obstructivas, hepatitis) es
clasico y frecuente comprobar incrementos de la eliminacién urinaria de COPRO
coincidente con disminuclén de excrecién fecal.

La activa y eficiente ruta biosintética del hemo es muy sensible a la
accion de diversos xenobidticos que pueden incidir sobre las actividades de las
enzimas - participantes,

No existe un mecanismo t6xico comin para ellos, ni siquiera para un
mismo metal, ya que puede depender de la forma quimica en que se encuentre.

Se ha demostrado que el aluminio y selenio aumentan la actividad de la
ALA-S. La administracién oral de suifato de zinc a sujetos normales incrementé
la actividad de la ALA-D. También se observé que el cadmio a bajas
concentraciones activa ia ALA-D eritrocitaria. El plomo inhibe la ALA-D, COPRO-

oxidasa y ferroquelatasa lo que se traduce por eliminacién urinaria



Porfirias y porfirinopatias

Tabla 2. Porfirinopatias secundarias,

1.- ENFERMEDADES HEMATOLOGICAS:

Anemia ferropénica
siderobléstica
hemolitica
perniciosa

Eritropoyesls ineficaz

Taiasemia

Leucemias y linfomas

2.- ENFERMEDADES HEPATOBILIARES:
Cirrosis hepaética
Hepatitis crénica y activa
Hepatitis téxica e infecciosa
Esteatosis hepdtica
Hepatopatia etilica
Colestasis y colangitis
Cirrosis biliar primaria
Hemocromatosis
Tumores hepéticos
Ictericias congénitas( Rotor, Dubin-Jhonson, Gilbert)

3.— INTOXICACIONES

Etilismo crénico o agudo

Toxicos amblentales: Hexaclorobenceno
Dioxina
Cloruro de vinilo
Tetracloruro de carbono
Cloroformo
Benceno

Metales pesados: Plomo
Mercurio
Arsénico
Drogas: Analgésicos
Sedantes e hipnéticos: Barbituricos
Hidrato de Cloral
Paraldehfido
Morfina

4.- ENFERMEDADES METABOLICAS:
Diabetes Mellitus
Hemocromatosis
Tirosinemia hereditaria

5.—- OTRAS: Mononucleosis
Poliomelitis
Infarto de miccardio
Embarazo
Ayuno
Cancer de pancreas
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incrementada de ALA y de COPRO y por acumule eritrocitario de PROTO.

Trastornos congénijtos

Las porfirias son errores congénitos del metabolismo de ias porfirinas
ortginados por la hipoactividad de una de las enzimas que intervienen en la
ruta biosintética dei hemo. Las distintas variedades de porfiria en relacién con
el defecto enzimatico que [as origina se muestran en {a Tabla 3.

Existen tantas variedades (siete) de enfermedad porfirica como enzimas
participantes en la ruta metabdlica {excepcidn hecha de la enzima primera y
limitante, cuya sintesis y actividad se incrementa de forma compensatoria).

El exceso fisiolégico de las enzimas ALA-D y UROgeno—cosintetasa
condiciona el que las porfirias de Doss y GUnther uUnicamente se manifiesten
en homozigotos para el gen que respectivamente las origina. Los familiares
heterozigotos con hipoactividades de alrededor del 50 ¥ del valor normal, son
asintomaticos. Las enfermedades como tales se heredan con caracter autosémico
recesivo. Las otras variedades de porfiria se transmiten con caracter
autosomico dominante. Los pacientes y familiares afectos son heterozigotos con
una hipoactividad del 50 % lo cual representa la expresién completa del gen
normat, alelo al gen silente mutante,

También se han Identificado pacientes homozigotos en los que la
enfermedad adquiere una més temprana e intensa expresividad clinica como
I6gica consecuencia de la muy marcada hipoactividad enzimética.

Se ha estimado que las porfirias transmitidas con caracter autosémico
dominante, sélo se manifiestan clinicamente en un 20 ¥ de los casos. Por tanto
sélo se detecta una parte de la inmensa mayoria de estos errores congénitos

del metabolismo de las porfirinas.
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Tabla 3. Esquema de la biosintesis del hemo y tipos de porfiria en relacion con

la enzimopatia que las origina.

RUTA METABOLICA ENZIMAS

TIPO DE PORFIRIA

ALA
............... ALA-DESHIDRATASA
PBG
............... UROgeno-SINTETASA
............... UROgeno-COSINTETASA

UROgenol UROgenolll

AGUDA DE DOSS

AGUDA INTERMITENTE

CONGENITA DE GUNTHER

............... UROgeno-DESCARBOXILASA CUTANEA TARDA

COPROgenol  COPROgenolll

............... COPROgeno—-OXIDASA
PROTOgeno IX

............... PROTOgeno—OXIDASA
PROTO IX

............... HEMO-SINTETASA
HEMO

COPROPORFIRA

VARIEGATA

PROTOPORFIRIA
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Porfiria aguda de Doss

Tras descartar la existencia de intoxicacién por plomo y de tirosinemia
hereditaria, el alemdn Manfred Doss (52) ha descrito una nueva varlante de [a
enfermedad porfirica originada por una posible mutacién del gen estructural
de la enzima ALA-D cuya actividad en los eritrocitos y células de médula osea
de los pacientes era inferior al 3 % del valor normal.

La incrementada excreclén urinaria de ALA y COPRO y la elevada
concentracion eritrocitaria de PROTO son rasgos que plantean el diagndstico
diferencial frente a la intoxicacién por plomo o saturnismo.

Los familiares afectos heterozigotos, aunque asintomdticos, parecen
mostrar un especial riesgo para desarollar manifestaciones de saturnismo ante
plumbemias no patoldgicas; esto es 16gico ya que en tales circunstancias, se
suman las consecuencias de una defectuosa sintesis de la enzima ALA-D y de

una inhibicién de su actividad catalitica.

Porfiria aguda intermitente

También se denomina porfiria sueca por su prevaiencia en la regién
norte de este pais.

El deficit de UROgeno 1 sintetasa (53) puede ser detectado en muy
diversos tejidos: higado, hematies, linfocitos, cuitivo de fibroblastos etc.

Como consecuencia de dicha hipoactividad y de la hiperactividad
compensatoria de la ALA-sintetasa se acumulan y excretan grandes cantidades
de precursores, es decir, ALA y PBG.

La presencia de PBG en la orina de estos pacientes hace que ésta
adquiera una tonalidad oscura cuando se la expone durante varias horas a la
luz solar (a pH 4cido), lo cual se debe a la formacién de polipirroles.

No existe cuadro de fotosensibilidad dérmica debldo al acUmulo de

porfirinas, ya que en este caso se acumulan los precursores.
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Practicamente nunca aparecen manifestaciones clinicas antes de la
pubertad. Para que la enfermedad se manifieste clinicamente debe darse la
actuacion de factores precipitantes como pueden ser el ayuno, estres,
infecciones, periodos menstruales, téxicos como el alcohol y algunos

medicamentos.

Porfiria congénita de Gunther

Esta variedad de porfiria se manifiesta GUnicamente en homozigotos. La
hiperactividad compensatoria de los enzimas ALA-S y UROgeno I sintetasa evlita
que la sintesis de hemo sea deficitaria y también el incremento de precursores
pero a costa de sobrecargar la ruta (54).

Por ello se acumuian y excretan masivas cantidades de porfirias sobre
todo URO de la inutil variedad isomérica I que ademéds tiene un fuerte efecto
fotosensibilizante y estimula la sintesis de coldgeno.

La masiva presencia de uroporfirina en orina y en los dlentes de leche
es responsable, respectivamente, del color de vino de Burdeos de la orina y
de la eritrodoncia o color marrén—-sucio (los dientes fluorecen en rojo cuando

se los Humina con luz ultravioleta).

Porfiria cutanhea tarda (PCT)

Es la variedad méas frecuente de las porfirias. La mayoria de los
portadores de la alteracién metabdlica son asintomédticos. La naturaleza de la
alteracion metabdlica radica en una hipoactividad hepética de la enzima
uroporfirindégenc descarboxilasa (UROgeno-D).

Se distinguen dos tipos de porfiria cutanea tarda (55): familiar y
esporadica. En la PCT familiar los pacientes y los familiares afectos presentan
hipoactividad de la UROgeno-D en todos los tejidos: higado, eritrocitos, cultivos

de fibroblastos etc. En l|la forma esporéddica el defecto enzimédtico queda
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restringido al tejido hepéatico.

Hoy en dia se ha demostrado que la porfiria hepatoeritrocitaria de Pifioi
Aguadé no es una nueva variedad de porfiria sino la forma homozigética de la
PCT familiar (58), en la cual se observa una gran hipoactividad de la
UROgenc-D.

Al igual que sucede con los animales de laboratorio puede originarse en
el hombre una PCT realmente adquirida o téxica tras ia acclén de diversos
compuestos polihalogenados que inhiben la UROgeno-D.

Como consecuencia del trastorno descarboxilativo se acumulan en higado
y plasma y se excretan por orina las porfirinas méds policarboxilicas, es decir

uroporfirina y heptacarboxilporfirina.

Coproporfiria hereditaria

La mayoria de ios portadores son asintom4ticos debido a la baja
penetrancia del gen que origina hipoactividad de la enzima COPRO-oxidasa.

La enfermedad puede manifestarse con un sindrome dérmico similar al de
la porfiria cutdnea tarda, o también en forma de las crisis agudas que
caracterizan a la porfiria intermitente aguda.

Los pacientes excretan grandes cantidades de COPRO por orina, pero

mayoritariamente por heces,

Porfirl . !
Tambieén se denomina porfiria surafricana por la elevada frecuencia entre
la poblacién blanca de dicho pais.
La enfermedad se debe a la hipoactividad del ta PROTO-oxidasa, lo cual
conduce a actimulo de PROTO y COPRO , que se excretan fundamentalmente en
heces. Al igual que la coproporfiria hereditaria, ia variegata es también una

porfiria clinicamente mixta que puede presentarse bajo sindrome dérmico o
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en forma de crisis aguda,

Protoporfiria eritropovética

Se debe a la hipoactividad de la Gitima enzima de la ruta biosintética del
hemo, ferroquelatasa.

El cuadro clinico de fotosensibilidad aguda que suele comenzar en la
infancia o juventud, es debido al actmulo eritrocitario de PROTO libre no
ligada a zinc gue difunde al plasma y se une a las biomembranas siendo
especialmente fotoactiva. Esta protoporfirina se excreta en grandes cantidades
por heces.

Como hemos visto, las porfirias pueden expresarse clinicamente por
manifestaciones dérmicas, debido a la accién de las porfirinas acumuladas, y
por crisis agudas. Por tanto junto con la cldsica clasificacién de las porfirias
en hepaticas y eritropoyéticas propuesta por Schmid y cols. a principios de
los afios 50 (57),consideramos tambien la clasificacién de estas enfermedads en

funcién de su sintomatologia (Tabla 4).
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Tabla 4. Clasificacién de las Porfirias.

SEGUN SU ORIGEN SEGUN SU SINTOMATOLOGIA

Eritropoyéticas:
- Congénita de Glnther Cutédneas

- Protoporfiria

Hepdéticas:

- Cuténea tarda

- Variegata Mixtas

Coproporfiria

- Aguda de Doss Agudas

Intermitente aguda
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Objetivos

Son muy diversas las técnicas que rutinariamente se utilizan
en la cuantificacion de la concentracidén urinaria de porfirinas.

Los métodos gue se emplean mayoritariamente son los de
extraccién y particién solvente que son relativamente laboriosos
y requieren elevadas cantidades de muestra {50 ml).

Existen no obstante otra serie de micrométodos mediante Ios
cuales puede realizarse el estudio de la porfirinuria.

El micrométodo descrito originariamente por Piomeili para
la cuantificacién de las porfirinas sanguineas fue adaptado en
nuestra Unidad de Porfirias para la valoracién de la porfirinuria
con buenos resultados; no obstante es un método que precisa
varios pasos de extraccién, previos a la valoracién fluorimétrica
final.

Posteriormente Westerlund y cols. describieron una réapida,
sencilla y barata técnica de cuantificacion de la porfirinuria
basada en la simpte dilucién clorhidrica de una micromuestra {100
Hl) previa oxidacién con yodo de los porfirindgenos a porfirinas
y adicién de wuna solucién decolorante para su posterior
valoracién fluorimétrica.

El objetivo de nuestro trabajo fue el estudio comparativo
de ia porfirinuria mediante diferentes métodos analiticos y el
andlisis mas especifico de las caracteristicas y aplicabilidad
del| método de Westerlunh y cols.

Asismismo pretendimos un estudio de la porfirinuria desde
el punto de vista cualitativo, para lo cual desarrollamos una
técnica que noes permitiese conocer mediante barridos

fluorimétricos de las muestras procesadas, por los citados
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métodos de Piomelli y Westerlund, los maximos de excitacidn de
las mismas; a partir de éstos y utilizando una recta patrén
previamente elaborada, podemos conocer los porcentajes de |as
fracciones COPRO y URO presentes en la muestra, y
consecuentemente ias cantidades existentes de las mismas
conociendo la porfirinuria total.

Desde el punto de vista cualitativo también nos propusimos
analizar ta porfirinuria mediante el emplieo de cromatografia de
capa fina, para conocer el reparto porcentual de diversas
carboxilporfirinas existentes.

Por tanto 1os objetivos de nuestro trabajo fueron los
siguientes:

1.~ Cuantificacién simultdnea de |la concentracidn urinaria
de porfirinas en muestras, mediante diversos métodos, tomando como
“goid standar" e! método de Gajdos vy Gajdos-Térok.

2.- Analizar las caracteristicas del método de Westerlund
y cols.: recuperacién y variabilidad.

3.- Estimar la presencia de las fracciones COPRO y URO a
partir de los micrométodos de Piomellj Y Westerlund.

4.- Obtener el perfil cromatogrédfico de tas muestras
estudiadas.

5.- Estudiar la existencia o no de ritmo nictameral en la
excrecion de porfirinas en una muestra de individuos normales
para decidir si se puede analizar la porfirinuria en muestras
aisladas o se precisa la recogida de orina de 24 horas.

6.- Estudiar ta excrecidn urinaria de porfirinégenos en

individuos normales vy porfiricos, para determinar si se requiere
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algun procedimiento de oxidacién de porfirinégenos a porfirinas

antes de la cuantificacién de éstas.
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Material y métodos

V.1. MATERIAL
V.i1.1. MATERTAL INSTRUMENTAL:
¥ Espectrofluorimetro Hitachi, modelo F-4010 (Tokyo,Japan),
con |ampara de xendén como fuente de luz y fotomultiplicador
R937F sensible al rojo.
* Espectrofotédmetro Hitachi, modelo U-3200.
* Medidor de pH, Crison.
¥ Densitémetro CAMAG, SCANNER II.
¥ Agitador Cenco y material usual de laboratorio.

¥ Microjeringas.

V.1.2. MATERIAL BICLOGICO;

El estudio ha sido |levado a cabo sobre muestras de orina
de un colectivo de 346 individuos, estudiados en la Unidad de
Investigacidén sobre Porfirias, entre los que se encontraban:

* Pacientes porfiricos:

- Porfiria cutdnea tarda (PCT).......... 255
- Porfiria intermitente aguda (PIA) .... 12
- Porfiria variegata (PV) .....cvceuen., 7
- Protoporfiria erlitropoyética (PPE) ... 1
* INdividuos NOrmales. .t e ittt ennnsnnss 55
* Hepatdpatas ... v oo n it n st eenenrnnnansesnnsa g
* Individuos con insuficiencia renal ........ 7
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V.1.3. REACTIVOS
* Tampon fosfato salino (PBS), pH 7.4: fosfato sédico 10
mM, NaCl 0.9 %.
¥ Acetato de etilo y dcido acético glacial 7:2 (v/v)
¥ HClI 1.5 N
* HCI 3 N
* Tiosulfato sédico N&;S,0,, 0.5 mM
* Eter suifdrico
* Acetato sddico 3 %

* Tampdn acético- acetato; pH 6.7

V.1.4. PRODUCTOS:
* NayHPO,.2H,0. MERCK
* NaH,P0O,.2H,0. MERCK
* HCl 37 %. MERCK
* Acetato de etilo. PROBUS
* Acido acético glacial. PANREAC
*- Tiosul fato sédico. MERCK
* Patrones de porfirinas en HCI 1 N: Coproporfirina III y
Uroporfirina III, viales con concentracién de 0.5 ug/ml.
PORPHYRIN PRODUCTS INC. PO.BOX 31 LOGAN. UTAH 84321 USA.
* Porfirinas puras, sé6lidas: Uroporfirina 111,
Coproporfirina III (Porphyrin Products).
* Placas de gel de silice para cromatografia en capa fina,

20 x 20 cm. MERCK, sin indicador de fluorescencia.
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V.2. METODOS DE LABORATQRIOQ

V.2.1. METODOS CUANTITATIVOS:

1.1.- Método de particién y extraccién solvente de Gajdos
y Gajdos~Torok (58)

Las porfirinas éter solubles son extraidas de 50 ml de orina
en un embudo de decantacién mediante éter acidificado con dcido
acético (95:5, v/v). Tras la neutralizacién del exceso de acidez
del éter con acetato sédico al 3 % y tras sucesivos lavados con
agua destilada, la fraccién COPRO es extraida dei é&ter con una
solucidn ciorhidrica 1.5 N. La fase acuosa en la gue queda la
fraccién URO, que no es extraida por el éter, se trata con
acetato de etilo-4cido acético (3:1,v/v) que capta dicha fraccidn
URO, siendo finalmente extraida con CIH 1.5 N.

Los extractos clorhidricos fueron leidos
espectrofotométricamente y el cdlculo de la concentracién

porfirinica se efectué empleando las siguientes férmulas:

COPRO (ug/1) = 2 % Dyy - (Dygy + Dgpy) * 0.817 % VF x 2 % 10

URO (ug/!) = 2 % Dyz = (Dygy + D ;3) * 0.831 * Vf % 2 x 10

donde D representa la densidad éptica feida en el
espectrofotémetro, siendo los subindices 402 y 405 las longitudes
de onda en las que aparecen los picos de madxima absorbancia para
las fracciones COPRO y URO respectivamente.

Los factores 0.817 y 0.831 son factores de correccioén
obtenidos para las fracciones COPRO y URO respectivamente a
partir del cociente peso molecular/ceoeficiente de extincién
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molar. Vf representa el volumen final de los extractos
clorhidricos. Las cifras 2 y 10 son factores de dilucién

utilizados para expresar el resultado en ug/lI.

1.2.— Métodos espectrofiuorimétricos.

1.2.1.- Método de Piomeili (598) (60).Este método emplea
dos pasos de extraccidn; es un método sencillo, rdpido y sensible
que es capaz de detectar pequefias cantidades de porfirinas
urinarias, En éste método se parte de 100 ul de orina a los que
se afaden 0.3 ml de una solucién tampén fosfato (PBS) (Na,HPO,
10mM, ajustado a pH 7.4 con NaH,PO, 10mM).

Tras la dilucién con PBS se afiaden a las muestras 2 ml| de
reactivo acetato de etilo-4cido acético (7:2 v/v). Tras
agitacién, se afladen 2 mi de HCI 1.5 N para extraer }as
porfirinas presentes en la muestra, que quedardn en ia fase
inferior o clorhidrica.

Esta fase clorhidrica se lee en el espectrofluorimetro
frente a coproporfirina estdndar fijando la longitud de onda de
excitacidén en 405 nm y la longitud de onda de emisién bien a 595
0 650 nm,

La concentraciéon de porfirinas presentes en la muestra se

calcula aplicando la siguiente férmula:

Porfirinas (ug/l) = (Cstd/UFstd) * UFm % VCIH/Vi

siendo, Cstd, la concentracidén del estdndar o patrén de
coproporfirina, UFstd, tas unidades de fluorescencia del patrén
de coproporfirina, UFm,'fas unidades de fluorescencia de |la
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muestra, VCIH, el volumen de la fase clorhidrica expresada en mi,
Vi el volumen inicial de la muestra expresado en ml.
Para ta lectura fluorimétrica se fijoé la anchura de banda

en 5 nm, tanto para la excitacidén como para la emisién.

1.2.2.- Método de Westeriund y <col. (61). Este
micrométodo permite la deteccién de pequefias cantidades de
porfirinas uJurinarias. A una muestra de 100 pl de orina se le
affade una gota de yoduro potdsico yodado (solucién lugol) ai 1
% con el fin de oxidar los porfirinégenos no fluorescentes
presentes en la muestra a porfirinas.

Las porfirinas son diluidas en 1 mi de HCI 3 N y en 3 ml de
tiosulfato sédico 0.5 mM que decolora la tonalidad aportada por
el yodo.

La concentracidédn de porfirinas se calcula mediante la

siguiente férmula;
Porfirinas (ug/l) = (Cstd/UFstd) * UFm % VT/Vi

siendo, Cstd, ia concentracidn del estandar o patrén de
coproporfirina, UFstd, las unidades de fluorescencia dei patrén
de coproporfirina, UFm las wunidades de flucorescencia de Ila
muestra, Vf el volumen final expresado en ml y Vi el volumen
inicial de la muestra expresado en ml. |

La lectura fluorimétrica se realiza fijando la longitud de
onda de excitacién en 405 nm y la longitud de onda de emisidn

bien en 595 ¢é 650 nm.
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V.2.2. METODOS CUALITATIVOS.

2.1.- Individualizacién de carboxilporfirinas.

Los métodos anteriormente citados Uunicamente podrian
diferenciar y cuantificar las clasicas fracciones COPRO y URO,
constituidas en real idad por mezclas de diversas
carboxilporfirinas. El andllisis cualitativo de l|las distintas
carboxiilperfirinas se realiza por cromatografia en capa fina de
sus esteres metilicos, aunque podria realizarse a partir de
porfirinas libres (62). La individualizacidn se realiza gracias
a sus diferentes Rf, que vienen condicionados por el numero de
grupos carboxilicos presentes en las cadenas laterales de |as
moléculas porfirinicas.

Previamente a |la separacién cromatogréafica, las porfirinas
presentes en la orina fueron esterificadas mediante la adicidn
de una soluciodn de metanol:4cido sulfurico (8:1 v/v)
manhteniéndose en fa oscuridad y a temperatura ambiente durante
24 horas. Las porfirinas urinarias fueron previamente absorbidas
en talco no sélo para su concentracién sino también para evitar
el exceso de agua que entorpece el proceso de esterificaciédn.Cada
mg de ‘talico a pH 3-4, es capaz de adsorber unos 4 ng de
porfirinas (63). La presencia de hasta un 10 % de agua no afecta
hotoriamente a la esterificacion que, por otra parte, nunca | lega
a ser completa, aun en ausencia aparente de agua, ya que |la misma
esterificacién de COPRO y URO |ibera respectivamente 4 y 8 moles
de agua por molécula de porfirina {(64) (65).

Las diversas modal idades de esterificacién de las porfirinas
y desarrollo de los cromatogramas son ampl iamente comentados por
Eider, Falk, Doss y Smith (66)(67)(68)(69).
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Los esteres metillcos fueron extraidos por cloroformo y
aplicados sobre placas de gel de silice (20 x 20 cm) de 200-250
H de espesor ¥y sin indicador de fluorescencia, en bandas de 0.5-1
cm de longitud (mediante el empleo de una jeringa Hamilton de 100
ul).

Se somete Ja placa a un corto recorrido en cloroformo-
metanol (130:20 v/v), de tal modo que las bandas asciendan de
1 a2 cmy formen un nuevo frente mds estrecho y purificado. Para
proceder a Jla separacién de las diferentes porfirinas
esterificadas se realiza un nuevo recorrido de la placa empleando
el sistema solvente propuesto por Sears y cols (70), compuesto
por una fase mévil de tetracloruro de carbono, dicliorometano,
acetato de etilo y propionato de etilo (2:2:1:1 v/v/v/v) en la
que con un sdlo recorrido unidireccional nos permite Jla
separacién de la isocoproporfirina de la también tetracarboxilica
coproporfirina. Después, las placas de gel de silice fueron
sometidas a un segundo recorrido en queroseno/cloroforme (3:7
v/v) con objeto de intensificar la fiuorescencia porfirinica, sin
modificar el Rf, y de estabilizar la protoporfirina (71).

El barrido fluorimétrico nos proporciona un registro grafico
permanente del perfil de cada cromatograma. Sistemdticamente
hemos despreciado las porfirinas que permanecen cerca dei origen
dei! cromatograma y las que tienen una migracién (Rf) méas ienta
que l|la octocarboxilica uroporfirina. Esta confusa zona de las
suburoporfirinas, en parte estudiada por Rimington y With,
contiene no sé6lo hidroxiporfirinas y porfirinas péptido-
conjugadas (porfirina X), sino también porfirinas parcialmente
esterificadas y metaloporfirinas. Las porfirihas |l igadas a cobre
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noe fluorecen bajo la iuz ultravioleta mientras que las unidas a
Zinc emiten una caracteristica flucrescencia naranja.

Los rasgos mds caracteristicos de la excrecidén cualitativa
de carboxilporfirinas en 1la PCT se resumen con el findice
urinario-PCT, ideado por Enriquez de Salamanca, cuyo céaiculo se

basa en las siguientes férmulas (72)(73):
Indice urinario PCT (Iu-PCT)= %HEPTA x 100 / %HEPTA + %COPRO

2.2.- Determinacidn de las fracciones COPRO y URO a partir
de los madximos de excitaciodn.

Los métodos fluorimétricos de Piomelli y Westerlund y cols.
permiten un andiisis cuantitativoe de porfirinas totales urinarias
como anterliormente se expuso,no obstante estos métodos pueden ser
también utllizados desde un punto de vista cualitativo.

Las muestras procesadas por los citados métodos son
sometidas a un barrido fluorimétrico, fijandose l|la longitud de
onda de emisién a 650 nm y la longitud de onda de excitacién
entre 350 y 440 nm. Se utilizé una anchura de banda de 5 nm tanto
para la emisiédn como para la excitacidén; la velocidad de barrido
fue de 240 nm/min.

La primera derivada del espectro de excitacidn se utilizd
para localizar con precisién el maximo de excitacién.

A partir de dos soluciones equimolares de URO y COPRO se
determinaron l|os méaximos de excitacidén correspondientes a
distintas proporciones de estas dos fracciones, pudiendo asi
construir una recta patrén, gque nhos proporcionard en funciodn de
un .maximo de excitacidn conocido, los porcentajes de las
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fracciones COPRO y URQO presentes en una orina problema, este
procedimiento serd ampliamente explicado en el capitulo de

comentarios.

2.3.- Método de valoracién de porfirinégenos.

La excrecidén urinaria de porfirinégenos se determina como
la diferencia entre la cantidad de porfirinas de las muestras
oxidadas y las muestras sin oxidar.

Se recoge la segunda orina de la mafiana y esta es procesada
inmediatamente, mediante el método de Westerlund. Una alicuota
de 100 pui de orina se procesa incluyendo la adicién de lugol como
agente oxidante , otra alicuota de 100ul es procesada obviando

la adicidédn del agente oxidante.

V.2.3. METODOS ESTADISTICOS.

3.1.- Transformacién logaritmica: Tras comprobar mediante
el test de Kolmogorov-8mirnov ia no normallidad de la muestra, se
procedié a su transformacién logaritmica antes de realizar los
analisis paramétricos.

3.2.~ Andlisis de la varianza (ANOVA), Test a posteriori
Scheffé.

3.3.- Regresién |ineal

3.4.- T—Studeﬁt (para verificar si la pendiente de una recta
de regresidn difiere significativamente de 1)

3.5.—- Test de Welch (Comparacidén de pendientes)

3.6.—- Test no paramétricos ( Mann-Whitney, muestras
independientes, Wilcoxon, muestras apareadas)

3.7.- Test de Friedman, test a posteriori.
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3.8.~ Estudio de ciclos (Método de Merriam y Clifton).
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Resul tados y comentarios

VI.I. COMPARACION DE LOS DATOS OBTENIDOS TRAS LA DETEFRMINACION
URINARIA DE PORFIRINAS POR DIFERENTES METODOS ANALITICOS

ta orina normal o patoldgica, contiene una mezcla de
porfirinas octo, hepta, hexa, penta y tetracarboxilicas cuya
individualizacién analitica puede lograrse mediante compiejas
técnicas de TLC (74)(75) o HPLC (76)(77). Habitualmente 1la
porfirinuria suele analizarse mediante métodos que cuantifican
simplemente la excrecién total de porfirinas y/o a |o sumo, sus
fracciones predominantes (78)(79)(80).

Son muy diversas las técnicas analiticas utilizadas para la
cuantificacidén de las porfirinas urinarias. Sin embargo muchas
de ellas, fueron disefiados con fines de investigacién por o que
resultan complejas para la mayoria de los |laboratorios clinicos.

El objetivo del presente trabajo fue el estudio comparativo
de la porfirinuria mediante diversos micrométodos vy mediante una
rutinaria técnica analitica de extracciédn solvente.

En un primer estudio (81) se analizé la excreciédn urinaria
de porfirinas en 44 pacientes con PCT en muy diferentes estadios
evolutivos, mediante el uso de cinco técnicas analiticas
diferentes. Como método estdndar se consideré el macrométodo de
Gajdos y Gajdos-T&rdk, el cual cuantifica las fracciones COPRO
y URO extraidas con éter acidificado o acetato de etilo-4cido
acético respectivamente. Los extractos clorhidricos obtenidos son
valorados espectrofiuorimétricamente.

Los valores estadisticos obtenidos para cada uno de los
métodos se muestrah en la tabla 5.
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Tabla 5. Parédmetros estadisticos obtenidos para ia excrecién
urinaria de porfirinas (pg/l), en 44 pacientes afectos de PCT

mediante los métodos analiticos de Gajdos y Gajdos-Tdrok,

Piomelli, Westerlund, Columnas cromatogrédficas y Dilucién
directa.
Media Mediana DE Minimo Max imo

Gajdos 1213 380 2401 23 13577
Piomelli 1225 514 1890 45 10537
Wester!lund 1093 366 1900 28 11394
Columnas 520 163 800 24 3106
Dilucién 898 170 1738 22 9162
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Resu/ftados y comentarios

Los resul tados obtenidos mostraron diferencias
sighificativas entre los diferentes métodos ( ANOVA. F=2.09 P«
0.05).

El método cromatografico presenté una infravaioracién de la
porfirinuria debido en gran parte a la sobresaturacién de la
resina, lo cual se hace especialmente patente en aquellas
muestras que poseen una elievada concentracién de porfirinas. En
el método de dilucidn directa se omite cualquier procedimiento
que permita la oxidacién de porfirinégenos a porfirinas, los
cuales son compuestos carentes de fluorescencia que deben ser
oxidados antes de [a valoracién fluorimétrica.

Descartados como métodos rutinarios el método cromatogréafico
y el método de dilucidén directa, se realizé un estudio més
exhaustivo de los métodos de Gajdos y Gajdos-Térdk, Piomelli y
Westerlund.

Para ello, se analizdé la excrecidén urinaria de porfirinas
en 346 individuos afectos de PCT, PIA, PV, Hepatdpatas,
individuos con insuficiencia renal e individuos no porfiricos,
por cada uno de los métodos anteriormente citados. Los valores
obtenidos para l|la excrecién urinaria de porfirinas por ios
métodos de Gajdos, Piomelli y Westerlund, nho siguen una
distribucién normal (test Koimogorv-Smirnov), por |o tanto se
utitizd l|a transformacién logaritmica, antes de realizar los
andlisis paramétricos.

La cuantificacidén de la excrecidédn urinaria de porfirinas
difiere significativamente entre los métodos utilizados (ANOVA.

FL1MG = 17.94, p<0.001) (Tabla 6).
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Tabla 6. Pardmetros estadisticos obtenidos para la excrecidn
urinaria de porfirinas (ug/l), en pacientes afectos de PCT, PIA,
PV, hepatépatas, enfermos con insuficiencia renal e individuos

no porfiricos mediante los métodos analiticos de Gajdos y Gajdos-

Tordk, Piomelli, Westerlund,
Media D.E. Minimo Max imo

Gajdos 352,94 600.385 2.00 4464.00
{n=346)

Piomell| 612,056 1054.08 12.00 8087.18
(n=344)

Westeriund 575.23 1058.70 12.00 6920.08
(n=343)
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Existen diferencias significativas entre |los valores medios
obtenidos por los métodos de Gajdos y Westerlund, asi como entre
los obtenidos entre los métodos de Gajdos y Piomelli (test a
posteriori de Scheffé, p<0.05). No se detectaron diferenclas
significativas entre los valores medios obtenidos por los métodos
de Piomelli y Westerlund (test a posteriori de Scheffé).

Se llevé a cabo el estudio estadistico de las submuestras
de individuos afectos de PCT e individuos no porfiricos, con el
fin de confirmar los resultados anteriores independientemente de
la cuantia de 1ia excrecién porfirinica. Se mantienen las
diferencias significativas entre los valores medlios obtenidos por
cada uno de los métodos (ANOVA. PCT: me0:11.84, p<0.001; NORMAL:
Fy15=9.01, p<0.001) (Tablas 7 y 8).

Los andlisis a posteriori para ambas submuestras indicaron
que existen diferencias significativas entre los valores medios
obtenidos por los métodos de Gajdos y Westerlund y por los
métodos de Gajdos y Piomelli (test de Schefféd). En ias
submuestras estudiadas (PCT, no porfiricos), no se detectaron
diferencias significativas (test de Scheffé) entre 1os valores
medios obtenidos por los métodos de Westeriund y Piomelli.

Tanto en la muestra global, como en las submuestras
estudiadas, los valores medios obtenidos por los métodos de
Piomeili y Westerlund son superiores a los detectados por el
método de Gajdos.

Nuestro objetivo fue introducir como método rutinario en el
laboratorio, un micrométodo para la cuantificacién de porfirinas
urinarias, gue pudiese reemplazar al tradicional macrométodo de
Gajdos y Gajdos-Térdk, 1o cual supone el empleo de un menor
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Tabla 7.

urinaria de porfirinas

Parédmetros estadisticos obtenidos para

(ng/1),

la excrecion

en pacientes afectos de PCT,

mediante los métodos analiticos de Gajdos y Gajdos-T&rok,
Piomelll, Westerlund.

Media D.E. Minimo Méaximo
Gajdos 402.24 671.49 9.00 44864.00
{n=255)
Piomelli 721.05 1192.94 43.00 8087.18
(n=254)
Westerlund 671.57 1174.19 28.00 6920.09
(n=254)
Tabla 8. Pardmetros estadisticos obtenidos para la excrecién
urinaria de porfirinas (ug/l), en individuos no porfiricos
mediante |os métodos analiticos de Gajdos y Gajdos-Térdk,
Piomelli, Westertlund.

Media D.E. Minimo Max imo
Gajdos 115.83 113.37 2.00 508.09%
(n=55)
Piomel | i 206.91 171.63 12.00 722.18
(n=54)
Westerlund 158.87 t22.17 12.00 520.09

(n=55)
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volumen de orina (100 ui) y menor cantidad de reactivos,

La precisidn del nuevo método ha de ser evaluada usando como
referencia un método de exactitud conocida, como en nuestro caso
el método de Gajdos y Gajdos-Térok (82) (83). Para ello se
utiliza el método estadistico de regresién |lineal (y=a+bx),
determinandc ta pendiente (b), el punto de corte (a) y el
coeficiente de correlacidén (r}).

La pendiente de la recta de regresidén, nos da una estimacioén
del error analitico proporcional y el puntoe de corte una
estimacién del error analitico sistemdtico.

Las muestras de orina de 346 pacientes fueron anal izadas por
duplicado por los métodos de Westerlund y Gajdos. Se utillzaron
las medias de las duplicaciones de ambos métodos que son
representadas en la figura 15. En el eje de abcisas se
representan los valores obtenidos por el método estdndar (Gajdos)
y en el eje de ordenadas los obtenidos por el nueve método en
estudio (Westerlund).

El andlisis de la regresién lineal nos didé los siguientes
estadisticos: pendiente 1.58, punto de corte 14.2 (ug/l) vy
coeficlente de correlacidn 0.90.

Estos estadisticos son interpretados de la siguiente forma,
la pendiente difiere significativamente de 1 (t-Student, t=14.14,
p < 0.01) mostrando que el error analitico proporcional es de un
8% a favor del nuevo método. Ei punto de corte refleja un error
sistematico constante de 14.2 ug/!. Este error sistemédtico
constante es pequefo si consideramos que el rango de valores de
las variables X e Y es de 2 ug/l a 7000 pug/l. El alto vaior del
coeficiente de correlaciédn confirma que se ha estudiado un amplio
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GAJDOS & GAJDOS-TOROK

Fig.15. Regresién lineal de l(os valores de porfirinas urinarias
(ug/1) obtenidos por ei método de Westerlund y por el método de

Gajdos (y= 14.2+ 1.58X, r=0.90, F=1.50% 10°, p<0.001).
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rango de concentraciones y que |os datos nos dan una estima real
de la regresidn estadistica.

Las muestras urinarias se analizaron también por duplicado
por los métodos de Piomelli y Gajdos. Se utilizaron las medias
de las duplicaciones de ambos métodos, representdndose en la
figura 16. En el eje de abcisas se representan los valores
obtenidos por el método de Gajdos y en el de ordenadas los
obtenidos por el método de Piomeili.

El andlisis de la regresién lineal nos da los siguientes
estadisticos: pendiente 1.63, punto de corte 35.5 ug/! vy
coeficiente de correlacién 0.93.

La pendiente difiere significativamente de 1 (t-Student.
t=19.09, p <0.01) mostrando que el error analitico proporcional
es de un 63 %¥ a favor del método de Piomelli. El punto de corte
refleja un error sistemdtico de 35.5 ug/l, pequefic si
consideramos que el rango de valores para las variables X e Y es
de 2 pg/l a 8000 ug/l. El alto valor del coeficiente de
correlaci6én confirma al igual que en el caso anterior que
nuestros datos nos dan una estima real de l|a regresién
estadistica.

Los criterios para la aceptacién de un nuevo método dependen
tanto de su aplicabilidad como de su eficacia. La aplicabilidad
engioba factores tales como tamafio de muestra, tipo de muestra
que se usa, velocidad del andllisis, equipo necesario, coste y
requerimientos personales. La eficacia considera los tipos vy
magnitud de los errores. Juntos la aplicabilidad y la eficacia
definen los criterios de aceptabiiidad. Estos criterios se toman
en el iaboratorio y para las condiciones clinicas en las que
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GAJDOS & GAJDOS-TOROK

Fig.16. Regresién lineal de los valores de porfirinas urinarias
(ug/i) obtenidos por el método de Piomelli y por el método de

Gajdos (y= 35.5+ 1.63X, r=0.93, F=2.34% 10%, p<0.001).
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los valores para dichos métodos van a ser utilizadas.

Ambos micrométcdos Westerlund y Piomelli presentan similar
eficacia, esto es error sistemdtico constante pequefo (14.2 pg/l,
35.5 upg/l} y un error analitico proporcional del 58% y 63%
respectivamente. LLa comparacl!én de las pendientes de i|as rectas
de regresidn de ambos métodos, se realizd mediante el test de
Welch. No se detectaron diferencias significativas entre ambas
pendientes (t=0.94, p»0.5).

Por tanto el criterio para la aceptacidn de uno de los dos
micrométodos va a depender de su aplicabilidad. Ambos requieren
muestras pequeffas de orina (100 upl) y el mismo equipo ¥y
requerimientos personates. Sin embargo el método de Plomeili, en
principio disefiado para la cuantificacién de porfirinas
sanguineas, y adaptado en nuestro laboratorio para la
cuantificacién de porfirinas urinarias, conlleva varios pasos de
extraccién, los cuales ho son necesarios en el método de
Westerlund. Con estos pasos de extraccién se eliminan productos
que pudiesen Interferir en la fluorescencia, no obstante persiste
fluorescencia no especifica que [leva a una sobrevaloracidon de
concentracién de porfirinas. Asimismo el método de Westeriund
introduce la oxidacién de porfirinégenos (sin color) a porfirinas
(flfuorescentes) mediante l|la utilizacién del yoduro potdsico
yodado. En el método de Piomelli la oxidacién de |los
porfirindgenos tiene lugar por la propia acidificacidén de la
muestra. Con estos criterios consideramos que el método de
Westerlund se muestra plenamente adecuado para el estudio de ia

porfirinuria total.
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V1.2, RECUPERACION Y VARIABILIDAD DEL METODO DE WESTERLUND

tas porfirinas, como ya se comenté anteriormente, presentan
un espectro de absorciédn cuyo maximo se sitda alrededor de 400-
410 nm, zona que se denomina banda de Soret. Este médximo de
absorcién aparece tanto si las porfirinas se encuentran en
disoluciones &cidas como bdsicas, pero ademds pueden aparecer
otras bandas que variardn dependiendo del disolvente que se
utilice (84)(5).

Si las porfirinas se disueiven en PBS (buffer fosfato), que
es débilmente alcalino, apareceridn ademds de |a banda de Soret
otras cuatro bandas que se denominan J, B,K‘,S'cuyas longi tudes
de onhda son 500, 542, 562 y 612 nm respectivamente.

Sin embargo, si las porfirinas se disueiven en HCI 1N
persisten ta banda de Soret y las bandas « y B pero desaparecen
las bandas v y § (Fig.17).

Esto nos demuestra que las bandas de absorcidén son
caracteristicas para cada solvente, variando segln el pH, pero
en cualquier caso se mantiene la banda de Soret, razén por la
cual esta se utiliza como méximo de excitacién de la molécula
porfirinica cuando se trata de hacer determinaciones

especiroflucrimétricas.
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Fig.17. Espectro de absorcidén en el que aparecen la banda de

Soret y las bandas £ ,p,% y §
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Fljada ya la longitud de onda de excltaciédn queda por
determinar cual es la mds adecuada longitud de onda de emisiodn.
En solucién clorhidrica las longitudes de onda utilizadas para
la emisién corresponden a 595 y 650 nm dado que cuando se realiza
el espectro de emisién aparecen dos picos correspondientes a
estas longitudes de onda, siendo el pico mayor a 595 nm que a 650
nm por lo cual habitualmente ia longitud de onda utilizada para
la emisién era de 595 nm (Fig.18).

Posteriormente se observé que el espectro de excitacion
presentaba un mayor pico con una longitud de onda de emisién de
595 nm pero también era mds alta la |inea base, lo cuali quiere
decir que en esta longitud de onda se detecta mayor cantidad de
impurezas gue a 650 nm por lo que coincidlendo con Westerlund
cons ideramos que es mds adecuado fijar ia longitud de onda de
emisidén a 650 nm (Fig.19).

Una vez determinadas las longitudes de onda a las cuales
deben realizarse los barridos espectrofluorimétricos, real izamos
una serie de experiencias para determinar la reproductibilidad

de! método de Westerlund.
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Fig.18. Espectro de emisidén de coproporfirina estandar fijando

|lambda de excitacidédn a 405 nm.
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Fig.19. Espectros de excitacién de porfirinas urinarias fijando

lambda de emisién a 650 nm ( ) o a 595 nm (———-).
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Una de las experiencias realizadas fue determinar el
porcentaje de recuperacién del método para determinar la
posibilidad que tiene éste de medir correctamente cantidades
puras afadidas a muestras analizadas rutinariamente (85)(86).
Para ello se elaboré una orina artificial sobre la cual se
affadieron los patrones de porfirinas previamente valorados, asi
podemos asegurar que las uGnicas porfirinas existentes son las
affadidas. La orina artificial se elaboré segun las
recomendaciones de Katsumato T. y cols. (87) (11.6 g cloruro
sédico, 2 g fosfato aménico dibdsico, 15 g de urea, agua
destiiada).

Los patrones de porfirinas son valorados tanto
espectrofiuorimétrica como espectrofotométricamente, afadiéndose
100 pt de estos patrones a 200 Ml de orina artificial.

En las tablas 9 y 10 aparecen los porcentajes de
recuperacién obtenidos tanto S| se afiade como patrén
coproporfirina (COPRO 1III) como si el patrén afadido es
uroporfirina (URO III).

El rango de recuperacién varia entre 112% y 89% siendo el
porcentaje medio de 99.8% para la coproporfirina y de 98.5% para
la uroporfirina, lo cual supone un error proporciconal de 0.02%
y 1.5%, es decir, un error de 0.02 a t.5 ug/l en una
concentracién total de 100 pg/!. Estos porcentajes son mayores
que los obtenidos por el método de Piomelli cuyos resuitados se
reflejan en las tablas 11 y 12 (Crespo M.J. Tesina de

licenciatura. Fac. de CC.Bioldégicas. Universidad Auténoma. 1988)
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Tabla 9. Recuperacidén analitica de coproporfirina afadida a orina

control,
Valoracidén de patrones afadidos (ug/t) Orina artificial
Espectrofotometria Espectrofluorimetria Muestra % Recuperacioén
1797 1990 2025 101.7
1266 1377 1456 105.7
720 821 759 92.4
339 371 383 103.2
163 189 180 95.2
77 92 93 101.1

Fijando en todos los casos lambda excitacidén 405 nm
lambda emisidn 650 nm

Porcentaje de recuperacién total = 99.8 %
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Tabla 10. Recuperacidn analitica de uroporfirina afiadida a orina

control,
Valoracién de patrones afadidos (ug/l) Orina artificial

Espectrofotometria Espectrofliuorimetria Muestra % Recuperacién

2620 3154 3478 110.0

11856 1427 1971 89.0

600 771 685 89.0

400 382 430 112.0

100 111 103 92.7

77 82 93 101.1

Fijando en todos los casos lambda excitacidn 405 nm
lambda emisiédn 650 nm

Porcentaje de recuperacidén total = 98.5 %
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Tabla 11. Recuperacién analitica de coproporfirinas determinadas

por el método de Piomelli (ORINA CONTROL: X= 234.1)
[COPRO] afadida a {a orina Piomelii Recuperacién
(ug/!) (ug/1) (1)-234.1 %
25.3 249.9 15.8 62.4
39.6 260.3 26.2 66.2
63.4 282.9 48.8 77.0
105.6 305.4 71.3 67.5
158.4 333.8 99.7 62.9
253.5 409.4 175.3 69. 1
396. 1 491.3 257.2 64.9
633.8 616.1 382.0 60.3
1010.2 1108.8 874.7 86.6
1616.3 1397.4 1163.3 72.0
2486.6 1827.2 1593.1 64.1
4040.7 3709.9 3475.8 86.0
6465.2 5559.0 5324.9 82.3
10101.6 7943.0 7708.9 76.3
16163.0 11430.5 11196.4 69.3
17013.7 12445.2 12211 .1 71.8
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Tabla t12. Recuperacién analitica de uroporfirinas determinadas

por el método de Piomelli (ORINA CONTROL: X= 234.1)

[URO] afiadida a la orina Plomel li Recuperacién

(Hg/1) (ng/1) (1)-234.1 %
25.1 200.8 36.0 143.4
39.3 204.8 39.9 101.5
62.9 222.2 57.3 g91.1
104.8 286.5 79.4 75.8
157.3 333.1 121.6 77.3
251.7 427.9 168.2 66.8
383.3 678.5 263.0 66.9
§29,2 687.4 413.6 65.7
993.5 1215.9 772.5 72.17
1573.1 1540.2 1051.0 66.8
2517.0 3034.0 1375.3 54.6
3775.5 4100.1 2868.1 76.0
6292.5 7070.5 3935.2 62.5
9935.5 10661.7 6905.6 69.5
15673t.2 11394.2 10496.8 66.7
17161.3 ‘12445.2 11229.3 65.4
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Para analizar la precisién del método de Westerlund, debemos
estudiar lta variabilidad gque se observa cuando una misma muestra
se procesa varias veces ("within-run"); para ello nos basamos en
los coeficientes de variacién obtenidos ante diferentes
concentraciones de porfirinas en orina (88)(89).

Para determinar el coeficiente de variacién se realizé ia
siguiente experiencia. Una misma muestra de orina de un paciente
porfirico con alta concentracién de uroporfirina se difuyd

sucesivas veces.

A- 5000 ug/| M- 300 g/l
B- 4000 *“ I- 200 °
c- 3000 " J- 100 "
D- 2000 " K- 50 "
E- 1000 " L- 40 "
F- 500 " M- 30

G- 400 " N- 10

Se tomaron 100 pt de cada una de las diluciones y cada
muestra se procesd por sextuplicado mediante el método de
Westerlund. Los resultados obtenidos se muestran en la tablas 13a
y 13b.

Se observd cémo el coeficliente de variacién aumenta a medida
gque disminuye ia concentracién de las muestras.

Con el fin de disminuir este coeficiente de variacidén se
tomaron mayores volumenes de muestra, 200 y 400 ul. Los
resultados obtenidos se muestran en tas tablas 14 y 15,
observandose una disminucidén del coeficiente de variacién.
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Tabla 13a. Valores obtenidos al procesar 100 pl de crina de un paciente con uroporfirinuria mediante

el métedo de Westerlund.

A B C D E F G H I J K L M N
4665 3728 2914 2175 10098 561 413 30g 174 87 38 22 4 1
4526 3963 2898 2256 . 1116 | 589 433 319 185 98 37 10 7 3
457 4011 2984 2166 1107 543 425 313 162 94 36 Z6 g 1
4280 3304 3055 1809 1094 608 430 321 182 86 4z 2 10 4
4588 3354 3044 1929 1136 567 4-2 319 183 92 42 23 6 1

4329 4973 2935 2101 1108 577 441 317 185 82 35 Z1 6 1
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Tabla 13b. Media, desviacién estandar (DE) y coeficiente de
variacion (CVY) de los valores obtenidos al procesar 100 ul de
orina de un paciente con uroporfirinuria mediante el método de

Westerlund.

Media DE cv
A (5000 ul) 4492 1563.2 3.40
B (4000 ui) 3905 131.8 3.37
C (3000 ul) 2982 64.8 2.17
D (2000 ul) 2073 169.6 8.18
E (1000 ul) 1100 15.0 1.30
F (500 ul) 574 22.7 3.95
G (400 ul) 432 13.4 3.10
H (300 ul) 316 4.8 1.50
I (200 ui) 178 g.1 5.10
J (100 ul) 90 5.8 6.50
K (50 ul) 38 3.1 7.80
L (40 pi) 20 5.5 26.60
M (30 ut) 8 1.6 21.30
N (10 pl) 2 1.2 72.40
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Tabia 14. Determinacidn del cceficiente de variacidn al procesar
200 ui de orina de las muestras menos concentradas mediante el

método de Westerlund,

Diluciones (ug/l)

K L M N
38 18 5 1.2
37 16 8 2.0
37 16 9 1.2
36 15 8 1.5
35 16 7 2.1
37 15 8 1.0
Media 36.6 16 7.5 1.5
DE 1.03 1.1 1.3 0.5
cv 2.8 6.8 18.2 30.5
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Tabla 15. Determinacién del coeficiente de variacién al procesar
400 p! de orina de las muestras menos conhcentradas mediante el

método de Westeriund.

Diluciones (ug/l)

K L M N
30 13 4.0 4.0
31 13 4.0 4.0
31 16 3.8 3.0
30 11 4,2 3.1
30 12 4.1 3.1
31 11 3.0 3.0
Media 30.6 13 3.9 3.7
DE 0.5 1.8 0.2 0.7
cv 1.6 14.1 5.4 21.1
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Por tanto en aquel los casos en l0s que se detecta una baja
concentracién de porfirinas se aconseja aumentar ei volumen de
orina antes de procesar la muestra por el método de Westerlund.

En casos de muestras con una elevada concentracién de
porfirinas no se observé un alto coeficiente de varliacidédn, por
lo que si reducimos la cantidad de muestra tomada a 25 o 50 ul,
se obtienen coeficientes de variacién que no difieren
significativamente de los obtenidos con la cantidad de 100 upl de
orina (Tabla 16 y 17). Por tanto nho es necesario reducir la
cantidad de orina inicial tomada.

Se realizd la misma experiencia que en el caso anterior con
una muestra de orina de un individuo que presentaba
coproporfirinuria. E! procedimiento seguido fue el mismo, a
partir de una orina de concentracién conocida se realizaron
sucesivas diluclones. Una alicuota de 100 ul de cada una de las
diluciones realizadas fue procesada por el método de Westerlund.
Al igual gque en el caso anterior se observa que el coeficiente
de variacién es elevado en aquellas muestras con concentraciones
inferiores a 50 ug/l. Por tanto siempre que se trabaje com
muestras poco c¢oncentradas puede conseguirse una menor

variabilidad aumentando la cantidad de muestra tomada.

_82_



Resul tados y comentarios

Tabla 16. Determinacién del coeficiente de variacién al procesar
25 yl de orina de pacientes con uroporfirinuria mediante el

método de Westerlund.

Difucliones (ug/l)

A B C D E F G
5686 4455 3888 2025 972 486 324
5824 4860 3888 2106 1134 518 405
5492 3564 3807 1863 10563 518 324
5370 4455 3726 1944 1012 429 324
5103 4212 3726 1863 872 518 324
5184 4617 3321 2025‘ 1132 453 243
Media 5443 4360 3726 1971 1046 487 324
DE 281 444 211 58 74.5 38 51
cv 5.1 10.2 5.6 4.9 7.1 7.9 156.8
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Tabla 17. Determinacion del coeficiente de variacién al procesar
50 ul de orina de pacientes con uroporfirinuria mediante el

método de Westerlund.

Diluciones (ug/t)

A B C D E F G
6504 5651 4990 3397 1138 676 439
7856 6375 4572 3171 1366 687 515
7245 6617 4636 3226 1367 710 386
7239 5651 4572 3181 1363 697 418
7840 5828 4701 3121 1402 639 470
7373 5941 46365 3268 1414 730 322
Media 7343 6010 4684 3227 1339 685 425
DE 497 399 157 97 101.4 256 67.1
cv 6.76 6.5 3.3 3.1 7.5 3.7 16.7
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VI.3. ELABORACION DE RECTAS PATRON PARA DETERMINAR {AS FRACCIONES
COPRO Y URO A PARTIR DE PORFIRINAS TOTALES

El tradicional método de Gajdos y Gajdos Térdk determina las
fracciones COPRO y URO presentes en una muestra de orina, lo cual
supone una ventaja frente a los micrométodos de Piomelli y
Westertund, los cuales cuantifican porfirinas totales.

Con el fin de determinar con exactitud las fracciones COPRO
y URO mediante los citados métodos, se desarrolldé un
procedimiento que permitid la utilizacién de ambos micrométodos
no sélo cuantitativa sino también cualitativamente.

Las muestras urinarias fueron procesadas mediante los
métodos de Piomelli y Westerlund, y posteriormente se sometieron
a un barrido fluorimétrico fijando la longitud de onda de emisién
bien a 595 nm (método de Piomeili) o a 650 nm (método de
Westeriund) y la longitud de onda de excitacién entre 350 y 440
hm, obteniéndose de esta manera el espectro de excitacién cuyo
méximé se determiné con la ayuda de la primera derivada (Fig.20)
(90)(91)(92)(93)(94).‘ La derivada del espectro‘de excitacién
revela un punto de inflexién en la regién de la banda de Soret,
gque corresponde al pico maximo del espectro. Existe una
correlacién iineal entre la concentracién de porfirinas y el
punto de corte con Jla |linea base a una I{ongitud de onda

claramente definida.
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Fig.20. Espectro de fluorescencia de una muestra de orina, con

su primera derivada.
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Se ha observado gue el punto de corte con ta |inea base en
la primera derivada del espectro, proporciona una buena
estimacién de la proporcién urcoporfirina/coproporfirina presentes
en una muestra de orina, hecho que se fundamenta en el progresivo
desplazamiento del punto de corte al analizar diversas mezclas
equimoleculares a proporciones variables de COPRO y URO esténdar
(95). Por tanto, la proporcidn uroporfirina/coproporfirina se
calcula para la longltud de onda a ia cual l|a derivada del
espectro intercepta la ilinea base. Partimos de dos soluciones
estandar equimoleculares de coproporfirina y uroporfirina
(Coproporfirina IIl, Uroporfirina III con concentracion de 0.5
ug/l1). A partir de estas soluciones se obtuvieron una serie de
muestras con concentraciones variables de coproporfirina vy
uroporfirina, partiendo de 100%¥ de COPRO y 0% de URO, hasta
alcanzar 0% de COPRO y 100% de URO (Tablas 18 y 19).

Cada una de estas muestras fue procesada por los métodos de
Westerlund y Piomelli y se sometieron a un barrido fluorimétrico
obtenléndose el correspondiente espectro de excitacién a partir
del cua! se determinaron los maximos de excitacion.

La relacién entre las concentraciones de COPRO y URO de cada
muestra y su correspondiente maximo de excitacidén, nos permitid
establecer una ecuacién a partir de la cual las fracciones COPRO
y URO pueden ser estimadas conociendo el maximo de excitacioén de
la muestra urinaria y la cantidad de porfirinas presentes en la

muestra (Fig. 21 y 22).

-87-



Resul/ tados y comentarios

Tabia 18. MAximos de excitacidn correspondientes a muestras con
diferentes porcentajes de coproporfirina y Jroporfirina

estandares, obtenidos analizando las muestras con el micrométodo

de Piomelli y utilizando longitud de onda de emisién de 595 nm.
Porcentajes de COPRO y URO Mdx imos de excitacidn
100% COPRO- 0% URO 405.0
30% COPRO- 10% URO 405.5
80% COPRO- 20% URO 405.9
70% COPRO- 30% URO 406.4
60% COPRO- 40% URO 406.8
50% COPRO- 50% UROQO 407.3
40% COPRO- 60% URO 407.7
30% COPRO- 70% URO 408.06
20% COPRO- 80% URO 408.4
10% COPRO- 390% URO 408.8
0% COPRO-100% URO 409.0
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Fig.21. Regreslidn lineal entre los mdximos de excitacidn (nm)
obtenidos por el método de Piomelli y el porcentaje de URO y

COPROporfirina {(y= -9863.8 + 24.35 X, r=0.99, F=1566.4, p<0.001).
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Tabla 19. Maximos de excitacién correspondientes a muestras con
diferentes porcentajes de coproporfirina Y urcporfirina
estandars, obtenidos analizando las muestras con el micrométodo

de Westeriund y utilizando longitud de onda de emisién de 650 nm,

Porcentajes de COPRO y URO Maximos de excitacidn
100% COPRO~ 0% URO 403.86
90% COPRO- 10% URO 404.0
80% COPRO- 20% URO 404 .4
70% COPRO- 30% URO 405.0
60% COPRO- 40% URO 405.45
50% COPRO- 50% URO 406.05
40% COPRO- 60% URO 406.4
30% COPRO- 70% URO 406.75
20% COPRO- 80% URO 407.28
10% COPRO- 90% URO 407.6
- 0% COPRO-100% URO 407.8
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Fig.22. Regresion lineal entre los maximos de excitaccidn (nm)
obtenidos por el método de Westerlund y el porcentajes de URO y

COPROporfirina (y= -8192.1 + 20.3 X), r=0.99, F=700.1, p<0.001).
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VI.4. ESTUDIO DE LA EXCRECION URINARIA DE PORFIRINOGENOS EN

INDIVIDUOS NORMALES Y EN PACIENTES CON PCT Y PIA

t.os porfirindégenos y no las porfirinas son |os verdaderos
intermediarios de la ruta biosintética del hemo. Ambos son
excretados en bilis y orina donde pueden ser determinados tras
la oxidacién de estos porfirindgenos a porfirinas fluorescentes.
Aunque se conoce desde hace ahos que las porfirinas pueden ser
excretadas en la forma oxidada y la reducida, sorprendentemente
hay pocas referencias concernientes a ta cuantificacién de ia
excrecidén de porfirindgenos.

El objetivo de este trabajo fue analizar y comparar el
porcentaje de excrecidn urinaria de porfirinégenos en individuos
normales y en pacientes con porfiria cutdnea tarda (PCT) vy
porfiria intermitente aguda (PIA), ya que en estos pacientes se
aprecia una excrecidon masiva de porfirinas que podrian tener
efecto sobre la oxidaciédn de coproporfirindgenos.

La excrecidén urinaria de porfirinédgenos y porfirinas fue
analizada en 30 individuos normales, 30 individuos con PCT y 27
con PIA. EIl! diagnéstico de ambos tipos de porfiria se basdé en
criterios clinicos y fue confirmado por pruebas bioquimicas.

Se recogloé la segunda orina de la marana y fue
inmediatamente procesada. La concentracién de porfirinas fue
filuorimétricamente determinada de acuerdo con el método de
wWesterlund vy cols. (Fig.23).

tas porfirinas fueron cuantificadas fijando longitudes de
onda de excitacidén y emisién de 405 y 650 nm respectivamente
usando coproporfirina I (Porphyrin Products.Logan, Utah,USA) como
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Lambda Excitation: 405 nm

Lambda Emission: 650 nm

Fig.23. Representacién esguematica del método de Westerlund

utilizado para la cuantificacién de porfirindgenos.
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estandar.
La cantidad de porfirinégenos fue determinada como la
diferencia entre la cantidad de porfirinas de |as muestras

oxidadas y las muestras sin oxidar (Fig.24).
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4]

Fluorescence (unlts)

Wavelenght (nm)

Fig.24. Espectros obtenidos antes (- - -) y después (

} de la

oxidacién de los porfirinédgenos a porfirinas con iodo.
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Las fracciones molares de COPRO y URQO se estimaron por la
longitud de onda de la sefial médxima obtenida ai realizar un
barrido fluorimétrico con longitud de onda de excitacién entre
350 y 440 nm, fijando la longitud de onda de emisién en 650 nm.

Para localizar el pico mdximo de cada espectro de excltacion
se utilizé la primera derivada, gquedando localizado con exactitud
este punto mdximo en el punto de inflexion de la curva.

Las comparaciones estadisticas de la excrecién urinaria de
porfirinas entre grupos y dentro de cada grupo se realizaron
mediante los test no paramétricos de Mann-whitney (muestras
independientes) y Wilcoxon (muestras apareadas), ya que ambas
variables no seguifan un distribucién normal (test Kolmogorov-
Smirnov). La comparacién del porcentaje de porfirinégenos entre
los diferentes grupos se realizé mediante el test paramétrico t-
Student (variable seguia una distribucién normal). Se realizaron
también estudios de regresidn y correlacién.

En {as tablas 20, 21 y 22 aparecen |os parametros
estadisticos de los valores de excrecién urinaria de porfirinas
determinadas sin agente oxldante y tras la oxidacién con iodo,
asi como lcs valores de porcentajes de porfirinégenos.

Como obviamente esperdbamos los dos grupos de pacientes
porfiricos mostraron una excrecidn de porfirinas
signiflicativamente mayor que los individuos normales (p< 0.001).

La adicitén de vyodo como agente oxidante conduce a la
oxidacidn de los porfirinégenos y por tanto la cantidad de
porfirinas aumenta significativamente en los tres grupos

{p< 0.01) (Tabla 23).
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Tabla 20.

Pardametros estadisticos de

urinaria de porfirinas sin agente oxidante

los valores de excrecidn

Media DS Mediana Minimo MAax i mo Rango
CONTROL 58 30 68 20 121 101
(n=30)
PCT 1350 1327 1059 48 4477 4428
(n=30)
PIA 1934 3721 641 88 14834 14764
(n=27)
Tabla 21. Pardmetros estadisticos de los valores de excrecién
urinaria de porfirinas tras oxidacién con iodo.
Media DS Mediana Minimo Max imo Rango
CONTROL 96 48 94 23 184 161
(n=30)
PCT 1535 1451 1338 77 4851 4774
(n=30)
PIA 2281 3904 815 102 15211 15109
{n=27)
Tabla 22. Parametros estadisticos de los valores de porcentaje

de porfirindgenos.

Media DS Mediana Minimo MAX imo Rango
COMTROL 38 16 39 4.95 60.9 39.4
{h=30)
PCT 17 11 17 2.05 40.8 38.8
(n=30)
PIA 20 16 17 2.48 56.9 54.4
(n=27)
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Tabla 23. Porfirinas totales y porfirindgenos en orina.

GRUPO PORFIRINAS (ug/!) PORFIRINOGENOS (%)
Mediana (Limites) Media * DE
Muestras Muestras
sin oxidar oxidadas
Controles sa’ 94 38 + 15
{n=30) (20-121) (23-184)
|
X 1 XX
PCT 1059 1338 17 = 11
(n=30) (49-4477) (?7—4851)
3
1
¥ ‘ (e
PIA 641 815 20 + {5
{(n=27) (88-14834) (102-15211)
’ |
H
p< 0.001

“p< 0.01 vs controles
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La oxidacién de porfirindgenos a porfirinas puede ser
ltevada a cabo por diferentes procedimientos. En nuestro grupo
de trabajo usamos una solucién yodada tal y como sugieren Watson
Yy cols. y Martasek y cols (96)(97) tras descartar el empleo de
cloranilo (2,3,5,6 tetracloro-1,4 benzoquinona) como agente
oxidante por sus problemas de solubilidad e inestabilidad (98).

Otros autores sugieren exposicién de las muestras a la luz
solar, adicién de NaHCO; para conseguir un pH alcalino o
adicion de peréxido de hidrdgeno, observando que la adicién de
I, ¥ +@oz son comparables y con ambos reactivos se obtenian
resultados similares de oxidacién; no obstante se encontré que
el uroporfirindégenoc se oxidaba mas rdpidamente tras la adicion
de perdéxido de hidrégeno., También se observd que el
uroporfirinégeno estaba menos sujeto a la oxidacién espontédnea
durante la extraccién con acetato de etilo que el
coproporfirinbégeno (99). La acidificacién por si sé&la es
insuficiente ya que la oxidacién de los porfirinégenos en medio
dcido tiene lugar de forma lenta e incompleta.

El porcentaje medio de porfirinas urinarias excretadas como
porfirinégenoé fue similar en pacientes con PCT (17%) Y en
pacientes con PIA (20%) siendo en ambos casos signhificativamente
menor que fla cantidad observada en individuos normales (38%)
Tabla 23. Estos resultados sugieren gque la masiva excfecién de
porfirinas que tiene lugar en pacientes porfiricos puede ser un
factor de oxidacidén para los porfirindgenos. Sin embargo sélo en
pacientes con PCT se observé una correlacién negativa entre el
porcentaje de porfirinégenos y la excrecién total de porfirinas
(Fig.25).
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El alto contenido de porfirinégenos en sujetos normales
puede ser debido a ia excrecién predominante de coproporfirina
(76.7%) ya que esta tetracarboxilporfirina es excretada
mayoritariamente en la orina en forma de porfirinégeno.

wWatson y cols. observaron que en orina reciente entre 25%
y 66% de coproporfirina estaba presente en forma de
coproporfirindgeno. Asimismo Holecek observd que en
intoxicaciones por plomo aproximadamente un 97% de coproporfirina
es excretada en forma de porfirinégeno (94)(100).

Los estudios de Sano y Rimington muestran que solo el
coproporfirinégeno pasa a través del aparato renal excretandose
asi en la orina.

El porcentaje medio de la fraccién coproporfirina en
nuestros pacientes con PCT y PIA fue de 20% y 46.5%
respectivamente. La uroporfirina y otras porfirinas altamente
carboxiladas presentes principalmente en individuos porfiricos
parecen ser excretadas preferentemente en forma oxidada, teniéndo
lugar esta oxidacién en el organismo antes de la excrecioén
urinaria.

Asi encontramos porcentajes méds bajos de porfirindgenos en
la orina de individuos con PCT y PIA, con respecto a la de
individuos normales, en los que se encontré una correlacidn
positiva entre el porcentaje de porfirindgenos vy el porcentaje
de fraccién de COPRO (r=0.54, p< 0.01) con lo que se evidencia
que la coproporfirina es excretada mayoritariamente como
porfirindgeno.

Martasek y cols. encontraron similares resultados en ei
porcentaje de porfirinégenos en sus pacientes con PCT (22.5%)
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pero difieren con nuestros resultados en cuanto al porcentaje de
porfirinégenos de sus pacientes con PIA (77.1%) (Tabla 24).

E! seguimiento de dos pacientes con PIA y dos sujetos
normates durante 49 y 9 dias respectivamente mostrd una gran
variedad en el porcentaje de porfirinégenos excretados en orina,
reflejado en el alto coeficiente de va}iacién (Tabla 25).

En conciusién, para evitar una infraestimacién en la
cuantificacién de porfirinas, cualquier método analitico debe
tncluir la oxidacion de los porfirindgenos. Tal procedimiento es
especialmente Iimportante en circunstancias en las que la
excrecién de coproporfirina es predominante (como por ejempio en
sujetos normales) y previamente a l|la adsorcién en talco de la
orina para su subsequente anédlisis cromatogrdfico de capa fina,

ya que los porfirindégenos no son adsorbidos en talco.
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Tabla 24, Comparacién de nuestros resultados con otros autores.
GRUPO PORFIRINCGENOS (%)
Media * DS
Nuestros resul tados Otros resultados
CONTROL 38 + 15 (25 - 66] *
(n= 30)
PCT 17 £ 13 22.5 £ 10 *x
(n= 30) (n= 10)
PIA 20 * 16 77.0 £ 9.0 *x%
(n= 27) (n= 10)

(%) Watson y cols. J.Lab.Clin. Med. 37: 831-842;1951

(*%x) Martasek y cols. J.Clin.Chem.Clin.Biochem. 20:113-117; 1982
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Tabla 25. Coeficiente de variacién (CV) del porcentaje de
porfirinégenos en dos crisis de porfiria intermitente aguda (PIA)

y dos individuos normaies.

GRUPO PORCENTAJE cv
PIA 33.5 + 15.3 46
(n= 49)
47.5 t 26.7 56
(n= 9)
CONTROL 28.3 t 12.1 43
(n= 9)
18.7 t 8.5 45
(n= 9)
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VI.5. ESIUDIQ DEL RITMO NICTAMERAL DE LA EXCRECION URINARIA DE
PORFIRINAS FN SUJETOS NORMALES

La ritmicidad es una propiedad comiun a todos {os seres
vivos, que afecta prdcticamente a la totalidad de las funciones
del organismo. Si se hace una observacién detallada de cualquier
ser vivo, desde los unicelulares hasta el hombre, se puede
comprobar que su actividad experimenta fluctuaciones a lo largo
del tiempo, produciéndose los mdximos y minimos en determinados
momentos del dia. Estas fluctuaciones n¢ siempre son uha
respuesta a un cambio ambiental, por lo que debe existir algun
mecan i smo de regulacién interno, responsable de dichas
varlaciones.

Las primeras investigaciones |levadas a cabo sobre ritmos
circadianos parten del afio 1729 (101) en Paris donde el astronomo
Jean Jacques d’Ortous realizaba observaciones sobre ei
heliotropo. Posteriormente las investigaciones se centraron en
el estudio de los ritmos diarios que se observaban en el hombre
en algunos pardmetros, tales como ritmo cardiaco, tensidn
arterial, temperatura corporal y la excrecidén urinaria gue tienen
sus més altos niveles en el dia y los mds bajos en la noche.

E! estudio de los ritmos biolégicos es denominado‘
cronobiologia. Muchos de estos ritmos persisten aungue ias
condi~iones ambientales se modifiquen. Se han realizado
experiencias en las que se hacia vivir a las personas durante
semanas sin horario de comidas o sin ciclo dia-noche y el ritmo
continuaba aunque tendia a alargarse hasta 25 horas, de aqui
surge una teoria que dice que hay un ciclo de 25 horas
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predeterminado genéticamente en |los seres humanos.

ElI objetivo del estudio fue comprobar si la excrecion
urinaria de porfirinas y de sus precursores en individuos
normales mostraba algdn ritmo circadiano. Para este estudio se
|{fevd a cabo un método iongitudinal, en el que los sujetos son
registrados durante varios dias, utilizando como disefo
experimental, un disefo intragrupo con registros periddicos, io
cual implica interrupcidn de suefio.

Tomaron parte del estudio 20 voluntarios, 10 hombres y 10
mujeres de edades comprendidas entre 20 y 40 afios, que no
referian ingesta etilica superior a los 20 g de alcohol por dia,
no presentaban antecedentes patolégicos y no estaban sometidos
a ningun tipo de tratamiento, factores éstos que podrian incidir
en las determinaciones realizadas.

Los horarios de comida eran |los habituales, aproximadamente
8:30, 14:30 y 22:00 horas.

La orina se recogid en intervalos de 4 horas durante 24
horas, una vez cada tres semanas. Las muestras de orina se
mantuvieron congeladas hasta su andlisis, gue se reaiizdé tan
pronto como |legaban a nuestro laboratorio. Cada muestra se
procesé independientemente, por el ya mencionado método de
Westerlund y se determinaron los valores de porfirinas urinarias
gue se expresan en: porfirinas totales en la muestra {(ug
porfirinas/L * diuresis (L)), Porfirinas por g. de creatinina en
la orina (ug porfirinas/dl /g creatinina/dl), Porfirinas por
litro (pug porfirinas/L). La porfirinuria también se expresa en
funcién de sus fracciones mayoritarias coproporfirina vy
uroporfirina obtenidas a partir de los maximos de excitacidn de
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cada muestra. Asimismo se determinaron los valores de pH,
volumen, creatinina y precursores (ALA, PBG).

Los valores de porfirinas y pH no se distribuyen normalimente
(test Kolmogorov-Smirnov) por |0 que se wusaron métodos no
paramétricos como Friedman y coeficiente de correlacidon de
Spearman. En caso de significacién tras aplicar el test de
Friedman, se aplicé un test a posteriori, para determinar las

causas de la significacién

O i

axp
l Ctr{r+1)
6

siendo R; ¥y Rj los rangos de cada uno de [os grupos, C es igual

a 1 cuando no hay empates, t es el tamafio de la muestra y r es
el numero de grupos. La texp .debe compararse con t tedrica
correspondiente a la distribucion de Tukey , tj (f=y, K=r), para
buscar asfi las causas de l|a significacién en caso de que
existieran (80).

La existencia de ciclos que determinaran la presencia de un
ritmo circadiano fue anaiizada de acuerdo a Ciifton y Steiner y
por el sistema Puisar (programacién FORTRAM) descrito por Merriam
y Wachter, gracias a la colaboracién del Dr,Puig Domingo
(102)(103).

Se realizéd el estudio de ta variaciédn intrapersonal mediante
{a comparacién apareada en las 6 determinaciones de i0os tres dias
en el global del colectivo en estudio. No se observaron

diferencias significativas en la excrecidn de porfirinas, ni de
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sus fracciones mayoritarias coproporfirinas y uroporfirina, asi
como tampoco existen diferencias significativas en ia excrecidn
de precursores ALA y PBG, ni en los valores det pH en las
muestras de orina. Estos resultados se muestran en la tabla 26.

El mismo anidliisis se repitié subdividiendo fa muestra en
razén del sexo, no observédndose diferencias significativas en ios
valores de las variables anteriormente mencionadas, los
resul tados obtenidos se muestran en las tablas 27 y 28.

En las tablas 29 a 37, se muestran los valores obtenidos
para cada variable en cada uno de los dias vy durante |los periodos
en estudio, estos resultados son representados en ias figuras 26-
34.

Una vez comprobada la no existencia de variaciones
intrapersonales, se realizé el estudio de la variacién nictameral
mediante la comparacién de ia porfirinuria obtenida en cada
periodo horario, asimismo se analizaron ias posibles variaciones
en la excreci6n de precursores porfirinicos y de los valores de

pH urinarios en cada periodo en estudio.
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Tabla Z6¢. Resultados del test de Friedman para las variables porfirinas{pug),COPRC (pg), URO(pg), ALA

(mg/l}, PBG(mg/l),pH, porfirinas/creatinina(pg/qg;, COPRC/creatinina{pg/qgyl, URC/creatinina (pg/q)

Porfirinas COPRO URO pH ALR PBG

Pericdo F p F 8 13 E F P t p E P
1 2.1 0.3 2.7 0.3 .o 0.2 4.9 0.1 0.7 0.7 0.4 0.8
2 1.2 0.5 0.7 0.7 0.3 0.3 0.3 0.8 1.2 0.5 0.2 0.9
3 1.9 0.4 1.3 0.5 1.1 0.5 0.3 0.8 1.0 0.6 5.2 0.1
4 0.9 0.6 0.1 0.9 0.5 0.3 0.3 0.8 0.7 0.7 0.9 0.6
5 0.8 0.7 0.7 0.7 3.6 0.2 0.4 0.8 1.3 0.5 5.7 G.1
6 2.7 0.3 1.2 0.5 0.5 0.7 2.1 0.3 3.6 0.1 3.3 0.1




Continua Tabla 26.

 Porfirinas/creatinina COPRO/ creatinina URG/creatina
Periodo F > 3 p . P D
1 3.9 0.1 4.9 0.1 1.8 0.4
z 4.3 0.1 : 2.1 0.2 0.9 0.6
3 2.7 0.2 ‘ 0.5 0.¢ .2 0.9
4 9.1 0.1 6.5 0.1 3.2 0.2
5 1.6 0.1 3.7 0.1 1.5 0.5

D 2.8 0.2 _ 2.9 0.z Q.3 0.8




Tabla 27. Resultados del test de Friedman para las variables mencionadas en la Tabla 1 para el grupo

de varones.

Porfirinas COPRG URC pPH AlLA PBG
Periodo I p F p F & E P 3 P F P
1 1.4 0.5 1.4 0.5 3.8 c.1 3.8 0.1 0.1 0.9 0.6 0.7
2 1.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.7 ¢c.0 1.0 0.5 0.8 1.9 0.4
3 5.6 0.1 4.2 0.1 4.2 0.1 1.4 0.5 2.7 0.2 1.5 0.4
4 3.2 0.2 0.8 D.7 3.2 C.2 1.8 0.4 0.3 0.8 0.2 0.9
5 2.4 0.3 1.4 0.5 3.8 c.1 2.6 0.3 1.9 0.3 2.2 0.3
0 3.8 0.1 1.8 D.4 2.4 .3 0.6 0.7 1.1 0.6 2.6 0.3




Continuwa Tabla 27.

Porfirinas/creatinina COPRO/creatinina URO/creatinina
Perioda F p k p X F P
1 4.2 1.2 .2 L 4.6 0.1
2 3.8 0.1 3.8 0.1 0.8 0.2
3 ' 2.6 0.3 2.2 0.3 0.1 0.5
4 5.2 0.5 10.2 0.06 6.6 0.1
S 6.2 0.05 4.2 0.1 2.2 0.3
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Tabla 28. Resultados del test de Priedman para las variabies mencionadas en la Tabla 1 para =l crupo

cde mujeres.

'Porfirinas COPRO URO pH ALA B3
Feriodo F P 3 D F p F P F P F P
1 2.6 0.3 3.2 0.2 7.2 9.1 0.3 G.7 2.1 0.4 L4 C.Y
2 1.1 0.6 0.8 0.7 Z.6 2.3 0.6 0.7 2.4 0.2 0.5 G.7
3 c.2 0.9 0.2 0.9 Z.1 0.3 0.1 0.4 0.4 0.3 6.2 G.1
4 .z 0.¢ 0.6 0.7 1.4 0.5 4.5 C.i 2.1 0.3 0.8 .7
5 0.4 0.8 0.2 0.9 1.4 2.5 1.4 G.L 1.5 0.5 3.8 ¢.1
6 0.% 0.9 0.6 0.7 0.6 0.7 0.1 (.9 4.0 0.1 7.4 G.1




Continua Tabla 2§,

Porfirinas/creatinina COPRO/creatinina URO/creatinina
Periodo F p k p ¥ p
1 0.6 0.7 1.4 0.5 0.6 0.7
2 2.4 0.3 ‘ 1.4 0.5 1.4 0.5
3 0.8 0.6 6.6 0.7 : 0.2 .9
4 1.8 0.4 0.8 6.6 0.0 1.0
5 4.2 0.1 2.6 0.3 0.6 0.7

6 0.2 0.9 0.1 0.9 0.1 0.9




Resul tados y comentarios

Tabla 29. ug de porfirinas excretados en cada periodo durante los

tres dias de estudio.

PORFIRINAS TOTALES (ug)
Mediana (Limites)

DIA 1 DIA Z DIA 3
PERIODO
1 13.65 (3.0-28.4) 9.50 (0.6-30.6) 8.90 (2.9-27.0)
2 11.00 (3.0-21.4) 13.95 (2.5-38.0) 11.45 (0.9-38.7)
3 12.75 (2.8-50.2) 11.90 (1.1-30.4) 14.70 (3.8-43.9)
4 15.80 (3.2-96.0) 10.90 (1.7-30.8) 16.20 (3.4-37.3)
5 14.10 (3.8-35.8) 15.60 (2.0-58.4) 17.30 (2.8-51.2)
6 11.90 (5.4-60.2) 8.00 (1.9-36.8) 11.80 (2.2-33.8)
20 1
16 -
(2]
<
ZE 121
o
£
8 8
v _ < L S L LS

1 2 3 4 5 é
PERIODO
VIR DA 1 BXXY pia 2 [ oias

Fig.26. Variacién en la excrecién urinaria de pg de porfirinas

durante cada periodo en los tres dias en estudio.
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Tabla 30. ug de pofirinas por g de creatinina excretados en cada
periodo durante ios tres dias en estudio.

PORFIRINAS/CREATININA (upg/g)
Mediana (Limites)

DIA 1 - DIA 2 DIA 3
PERIODO
1 75.37 (40.0-252.8) 48.24 (4.1-342.8) 70.80 (7.6-330)
2 71.71 (13.4-223.0) 48.75 (11.1-176.2) 69.38 (5.5-336)
3 83.64 (24.2-200.0) 55.29 (10.3-154.6) 67.85 (22.5-358)
4 98.30 (23.8-219.8) 54.21 (8,7-185.8) 65.50 (12.2-231)
5 87.28 (24.6-264.4) 46.52 (9.6-304.3) 76.63 (26.7-2886)
6 77.77 (24.5-143.3) 50.37 (14.0-157.4) 70.56 (12.3-222)

PORFIRINAS/CREATININA

PERIODO

VA DIA 1 KR Dia 2 [ pbas

Fig.27. Variacion en la excrecidén urinaria de ug de porfirinas por
g de creatinina durante cada periodo en los tres dias en estudio.
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Tabla 31.
cada periodo

gug de coproporfirina por g de creatinina excretados en

durante los tres dias en estudio.

COPROPORFIRINA/CREATININA (ug/g)
Mediana (Limites)

PERIODO

a W N

64 .
58.
69.

81

74.

62

DIA 1 DIA 2 DIA 3
25 (24.0-205.4) 38.7 (2.3-274.2) 47.25 (4.7-207)
85 (10.8-181.2) 35.6 (6.2-143.7) 50.80 (4.5-289.8)
70 (12.0-162.5) 51.2 (5.8-123.7) 44.20 (17.5-308)
.65 (13.2-184.2) 44.3 (4.9-130.1) 55.75 (7.5-150.8)
00 (20.0-185.1) 34.1 (4.8-213.0) 51.35 (21.7-200)
.65 (19.9-123.6) 40.6 (7.9-125.8) 56.05 (8.8-224)

100 1
90
80 1
701
60 -
50 -
40

30-

COPROPORFIRINA/CREATININA

2 3 4 5 6
PERIODO

VIR DA 1 DIA 2 I T

Fig.28. variacion en la excrecién urinaria de ug de coproporfirina

por g de creatinina durante cada periodo en los tres dias en

estudio.
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Tabla 32. ug de uroporfirina por g de creatinina excretados en cada

pericdo durante

ios tres dias en estudio.

UROPORFIRINA/CREATININA (pg/g)
Mediana (Limites)
DIA 1 DIA 2 DIA 3

FERIODO

1 13.17 (2.9-47.4) 9.60 (1.8-68.6) 11.75 (1.8-177.3)

2 12.45 (2.5-91.8) 11.00 (2.6-33.1) 13.50 (1.0- 92.4)

3 13.80 (3.0-37.8) 11.70 (3.8-45.1) 11.60 {2.5- 93.3)

4 15.05 (3.4-85.2) 10.45 (2.6-55.7) 14.55 (2.3-147.5)

5 14.60 (3.5-79.3) 10.15 (2.5-91.3) 11.80 (3.5-143.5)

6 14.50 (3.5-41.3) 11.45 (6.1-39.7) 12.40 (2.4-94.70)

5 20 W

§ 161 .".n@ﬂﬁﬁﬁﬁgzﬁﬁgﬁﬁﬁ%ﬁﬁﬂw'”

% 4o

<

: ° J S S S S

S ST T T

N A A A A A4

YA DIA 1

Fig.29. Variacién en
por g de creatinina durante cada periodo en

estudio.
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KXY pia 2

-1

C_1oias

18-

la excrecion urinaria de pg de uroporfirina

los tres dias en



Resultados ¥y comentarios

Tabla 33. ug de coproporfirina excretados en cada periodo durante
los tres dias en estudio.

COPROPORFIRINA (Hg)
Mediana (Limites)

DIA 1 DIA 2 DIA 3
PERIODO
1 12.056 (2.7-27.3) 7.45 (0.3-24.6) 6.89 (1.6-16.7)
2 9.36 (2.4-18.4) 10.67 (2.1-30.8) 9.80 (0.7-23.9)
3 10.10 (2.3-43.2) 10.28 (0.6-23.3) 10.37 (1.9-34.8)
4 13.58 (3.1-87.6) 8.62 (0.9-25.1) 10.84 (2.1-27.9)
5 11.58 (3.4-32.6) 11.79 (1.5-44.5) 13.70 (1.7-49.2)
6 9.52 (4.4-45.9) 7.20 (1.3-33.5) 10.37 (1.1-30.8)

COPROPORFIRINA

PERICDO

I DA A XXX pia 2 L1 poas

Fig.30. Variacién en la excrecién urinaria de ug de coproporfirina

durante cada pericdo en los tres dias en estudio.
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Tabla 34. pug de uroporfirina excretados en cada periodo durante los

tres dias en estudio.

UROPORFIRINA (ug)
Mediana (Limites)

DIA 1 DIA 2 DIA 3
PERIODO
1 2.18 (0.2~ 4.9) 1.33 (0.2- 5.8) 1.44 (0.3-17.2)
2 1.69 (0.3- 4.1) 1.98 (0.2~ 7.1) 1.37 {0.1-20.8)
3 2.35 (0.2- 6.9) 1.54 (0.3- 7.2) 1.54 (0.7-23.6)
4 2.84 (0.1- 8.4) 1.76 (0.4- 7.3) 2.29 (0.6-23.1)
5 2.31 (0.3~ 8.3) 2.79 (0.1-13.8) 2.14 (0.2-18.3)
6 1.97 (0.5-14.2) 1.656 (0.4~ 4.2) 2.09 (0.2-18.3)
d

< 4]

e

o A

= 3- FICQAXN)

w - re DMLY

o ‘///////,,-""nﬂ”

£ 2 Ul //)

S S S L S

g S/ // // — //

N _/ ,
1 2 3 4 5 6
PERIODO
VIR DIA A KX pia 2 1 onas
Fig.31. Variacidn en la excrecidn urinaria de Ug de urcoporfirina

durante cada periodo en
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Tabla 35. mg/] de ALA excretados en cada periodo durante los tres
dias en estudio.

6.00"

ALA (mg/1)
Mediana (Limites)
DIA 1 DIA 2 DIA 3
PERIODO
1 1.47 (0.0-4.2) 0.71 (0.0-5.2) 0.86 (0.0-3.1)
2 1.19 (0.0-3.1) 0.68 (0.0-4.2) 1.31 (0.0-3.7)
3 1.05 (0.0-2.2) 0.40 (0.0-1.8) 0.69 (0.0-2.3)
4 1.16 (0.0-2.5) 0.66 (0.0-2.5) 1.11 (0.0-3.7)
5 1.25 (0.0-3.2) 1.04 (0.0-3.4) 1.10 (0.0-2.5)
6 1.66 (0.0-3.3) 0.23 (0.0-3.4) 0.99 (0.0-3.4)
2.00 1
1.60 -
< 1207
-l
<C
0.80 1 /// ///
0.40 ,// ,// ,// ////// ////// ,/////j/////
1 2 3 4

PERIOCDO

TR DIA 4 KX pia 2 (1 pas

Fig.32. Varlacidén en la excrecidn urinaria de ALA durante cada
pericdc en los tres dias en estudio.

-121-



Resultados y comentarios

Tabla 36. mg/l de PBG excretados en cada periodo durante los tres
dias en estudio.

PBG (mg/!)
Mediana (Limites)
DIA 1 DIA 2 DIA 3
PERIODO
1 1.76 (0.0-5.4) 1.68 (0.0-4.3) 1.32 (0.0-4.8)
2 2.03 (0,2-5.3) 1.82 (0.1-4.3) 1.85 (0.5~5.7)
3 1.83 (0.0-4.3) 1.13 {(0.0-2.5) 1.09 (0.0-3.7)
4 1.33 (0.0-4.2) 1.33 (0.1-3.0) .21 (0.0-4.5)
5 1.84 (0.0-5.8) 1.34 (0.0-2.8) 1.61 (0.1-5.1)
6 2.23 (0.0-4.3) 1.12 (0.0-3.8) 1.49 (0.0-4.3)
3.00
2.50 1
2.00 1
& 1.50-
o

77
S ey . s iy v

0.00

PERIODO
VA DIA 1 DIA 2 ] oas

Fig.33. Variacidén en la excrecidn urinaria de PBG durante cada
periodo en los tres dias en estudio.
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Tabla 37, Valores de pH urinarios en cada periodo durante los tres
dias en estudio.

pH
Mediana (Limites)
DIA 1 DIA 2 DIA 3
PERIODO
1 5.89 (5.4-7.3) 5.60 (5.1-7.4) 5.52 (5.0-7.8)
2 5.72 (5.2-7.4) 5.68 (5.2-7.5) 5.73 (5.3-6.5)
3 5.74 (5.1-7.4) 5.72 (5.2-7.7) 5.81 (5,1-6.9)
4 6.07 (5.1-7.5) 5.60 (5.5-7.1) 5.77 (5.0-6.9)
5 6.45 (5.2-7.7) 5.96 (5.2-7.9) 6.35 (5.4-8.4)
6 6.16 (5.2-7.2) 5.93 (5.2-7.7) 5.92 (5.2-7.1)
7.00 7
6.60 7
6.20 1 (ﬂﬂf"&fd’t'&'ﬁ!{f,‘f‘:’;,,, :
AR ALIAA P,
& M%%%%%mm%wmwm’
5.80 1 / / /
5.40 / // // // // / /
5.00 / j
1 2 3 4 5 8
PERIODO

A DA 1 XXX DA 2 [ Joias

Fig.34. vVariacién en los valores de PH durante cada periodo en los

tres dias en estudio.

-123-



Resultados y comentarios

Se detectaron diferencias significativas entre |los distintos

periodos{ test de Friedman) para 1Ios valores de porfirinas
totales (F=19.74, p<0.001), coproporfirina (F=20.62, p<0.001),
uroporfirina (F=21.53, p<0.001), pH (F=34.60, p<0.001),
PBG (F=11.84, p<0.,.05). No se detectaran diferencias
significativas para Jlos valores de ALA (F=6.34, p=0.27),
porfirinas/creatinina (F=10.02, pP=0.07),
coproporfirina/creatinina (F=11.53, p=0.04) y
uroporfirina/creatinina (F=8.37, p=0.13) en los distintos
periodos horarios.

Tras observar la significacién del test de Friedman se
realizaron los test a posteriori, para determinar las causas de
la significacién. Los resultados obtenidos se muestran en tlas
tablas 38-41. Los valores obtenidos para cada variabie en cada
uno de ios periodos se muestran en la tabla 42 y aparecen
representados en las figuras 36-43.

Se detectaron variaciones temporales en la excrecion de
coproporfirina, uroporfirina y porfirinas totales a lo largo del
dia, alcanzdndose picos en el periodo de 12-16 horas vy
principaimente en el de 16-20 horas, aunque no existe una
correlacidon entre los valores de pH y la excrecidén porfirica
(pH/uroporfirina, r= -0.082, p=0.12, pH/coproporfirina, r=0.067,
p=0.20, pH/porfirinas, r=0.03, p=0.56), estos resultados aparecen

reflejados en la figura 35.
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16

12..
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Resultados y comentarios

Tabla 38.Comparacién de

periodos considerados.

(NS: p>0.05)

los valores de pH en

los diferentes

4-8 h 8~-12 h 12-16 h 16-20 h 20-24 h
0-4 h NS NS NS p<0.01 NS
4-8 h NS NS p<0.01 1 NS
8-12 h NS p<0. 01 NS
12-16 h p<0.01 NS
16-20 h NS
Tabla 39. Comparacién de l|la excrecién urinaria de porfirinas

totales en

los diferentes periodos considerados.

(NS: p>0.05)

4-8 h 8-12 h 12-16 h 16-20 h 20-24 h
0-4 h NS NS NS p<0.01 NS
4-8 h NS NS p<0.05 NS
8-12 h NS NS NS
12-16 h NS NS
16-20 h k NS
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Tabla 40. Comparacién de ia excrecidén urinaria de coproporfirinas

totales en los diferentes periodos considerados. (NS: p>0.05)
4-8 h 8-12 h 12-16 h 16-20 h 20-24 h
0-4 h NS NS NS p<0.01 NS
4-8 h NS NS p<0.05 NS
8-12 h NS NS NS
12-16 h NS NS
16-20 h N8
Tabla 41. Comparacion de la excrecidn urinaria de uroporfirinas
totales en los diferentes periodos considerados. (NS: p>0.05)
-4-8 h 8-12 h 12-16 h 16-20 h 20-24 h
0-4 h NS NS p<0.05 p<0.01 NS
4-8 h NS NS p<0.05 NS
8-12 h NS NS NS
12-16 h NS NS
16-20 h NS *
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E! analisis estadistico anterior se repitid subdividiendo
la muestra en funcién del sexo, observédndose diferencias
significativas entre los distintos periodos en estudio para los
valores de pH urinarios (F=27.79, p<0.001), porfirinas totaies
(F=17.24, p<0.01), coproporfirinas ( F=16.91, p<0.01) vy
uroporfirinas (F=18.10, p<0.01) en el subgrupo de mujeres,
mientras que en el subgrupo de |los hombres no se detectan
diferencias significativas en las variables estudiadas. En la
excrecidn de precursores ALA y PBG no se detectaron diferencias
significativas, para los diferentes periodos, en ninguno de los
subgrupos considerados,

Al utilizar los estadisticos especificos para determinar la
existencia de ciclos aque mostraran Jla presencia de un ritmo
circadiano, no se detectaron elementos constitutivos de cicios
objetivos, ni en la excrecidn porfirinica, ni en los valores de
pH urinarios. Las variaciones temporales que se observan en los
diversos parametros estudiados, no pueden ser objetivamente
consideradas como ciclos, a pesar de gue en alguno de los sujetos

pueda aparentemente haberlo parecido.
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Tabla 42. Valores de las diferentes variables en los diferentes periodos en estudio.

Periode : Perfirinas COPRO URC pH

1 10.75 {0.6~30.3) 8.78 (0.3-27.3) 1.60 (0.2-17.2) 3.69 (5.0-7.
2 11.45 (0.9-38.7) 9.48 (0.7-30.8) 1.72 (0.1-20.2) 5.70 (5.1-7.
3 12.75 (1.1-50.2) 10.10 (0.6-43.2) 1.96 (0.2-23.5) 5.74 (5.1-7.
4 14.65 (1.7-96.0) 11.24 (0.9-87.6) 2.59 (0.1-23.1) 5.79 (5.0-7..
5 15.9 ({2.0-58.4) 12.67 (1.5-49.2) 2.18 {0.2-13.8) 6.24 (5.1~8.

6 11.35 (l.9~60;2) 9.31 {1.1-45.9) 1.90 {0.2-18.3) 5.94 ({5.2-7,




Continua Tabla 42.

Periodo

ALA

PBG Porf./creat. COPRO/creat. URO/Creat.
1 0.12 {(0-0.7) .20 (0-0.9) 66.07 ' { 4.1-342.8) 21035 (2.3-274.2} 11.15 (1.8-177.3;
2 0.13 (0-1.1) .23 (0-1.7) 68.01 ( 5.5-336.0)  53.50 {4.5-280.8) 12.45 (1.0- 92.4)
3 .10 (0-0.5) .16 (0-0.9) 710.42 (10.3-358.0) 59.70 {5.8-308.0) 13.10 (2.5- 83.3)
4 0.12 {(0-0.5) .21 (0-1.2) 68.45 ( 8.7-231.4) 61.00 (4.9-184.2) 11.90 (2.3-147.5)
5 0.14 (0-1.8) .20 (0-1.3) 67.93 { 9.6-304.3) 50.05 (4.8-213.0) 11.79 {2.5-143.5}
6 0.10 {0-0.7) .19 (0-1.2) 72.41 (12.3-222.0)  56.55 (7.9-224.0) 12.35 (2.4- 94.7)
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Para | a determinacidn de porfirinas urinarias,
tradicionalmente se ha venido utilizandc orina de 24 horas, sin
embargo frecuentemente {a recogida de la orina por parte de los
pacientes no se efectla de forma correcta y ésta se hace
especiaimente compiicada en el caso de nifos (104).

Lta recogida de la primera o segunda orina de |la mafiana es
mucho méas sencilla, pudiédndose asi determinar aigunos parédmetros
en muestras parciales y expresar posteriormente ios resultados
por titro de orina o por gramo de creatinina.

Se han descrito variaciones circadianas en la excrecion
urinaria de porfirinas en condiciones normales y patoldgicas,
aungue no todos ios estudios fueron disefados con precision
(105)(106)(107)(108). Estas variacionhes diarias pueden estar
relacionadas en parte con cambios en el pH urinario. Bourke y
cols.{109) demostraron que el pH urinario influia
considerablemente sobre la cuantia de la porfirinuria,

t.a coproporfirina, Aacido orgénico débil, se encuentra no
ionizada a pH 4cido y en estas condiciones resulta |iposoluble
y puede atravesar las membranas {ipidicas celulares. A pH
alcalino, por encima de 7.2 se ioniza en mas del 50 %, por o que
pasa a ser una molécula hidrosoluble y no se reabsorbe bien
pasivamente a través de la pared del! tubuio contorneado distal,
siendo por tanto excretada en la orina. Basandose en estas
consideraciones, Wiegand y cols.(110) propusieron ia
alcalinizacién metabélica como terapia en aigunas alteraciones
porfiricas. No obstante los cambios en el pH urinario no son la
unica causa de la variacién en la eliminacidn de coproporfirina.

Nuestros resultados mostraron que aungue existen variaciones
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temporales de los valores de pH y porfirinas, éstas no muestran
la existencia de un ritmo circadiano. Ambos pardmetros son
elevados durante el periocdo de 16;20 horas, pero no existe una
correlacién entre el los. Nuestros resultados estdn de acuerdo con
los obtenidos por Boyton y Roth (111) guienes no encuentran
variaciones en fa excrecidén de porfirinas urinarias durante ei
dia en individuos normales. Por tanto la recogida de una muestra
de orina al azar es un método répido y facil para un estudio

inicial del metabolismo porfirinico.
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Conclusiones

l.- Tras estudiar simultdneamente la porfirinuria mediante
diferentes técnicas analiticas, hemos comprobado que el método
de Westerlund y cols. redne los criterios de aplicabilidéd ¥y
eficacia, para ser aceptado como método rutinario de laboratorio.
2.~ Por su simplicidad, rapidez y bajo costo, hemos centrado mas
especificamente la atencién de nuestro trabajo en el micrométodo
de Westerlund y cols extrayendo las siguientes conclusiones:

a) Ante orinas con escasa concentracién de porfirinas
resuita preferible emplear una longitud de onda de emisién de 650
nm frente a 595 nm, ya que la menor interferencia por impurezas
compensa la menor deteccién de energia emitida, evitdndose asf
la sobrevaloracién originada por sustancias no especificas,.

b) La adicidn de diferentes concentraciones de
coproporfirina y uroporfirina estandares a orina artificial nos
permitié comprobar la excelente recuperacién del micrométodo,
éiendo el porcentaje medio de 99.8% para la coproporfirina y de
98.5% para la uroporfirina.

c) Poca o escasa variabilidad excepto en muestras con baja
concentracién de porfirinas, en las que se aconseja aumentar el
volumen de orina antes de procesar la muestra.

3.- El método de Westerlund permite calcular con fiabilidad las -
fracciones COPRO y URO, y se establece una ecuacién entre el
madximoc de excitacién de la muestra urinaria y la cantidad de
porfirinas presentes en la muestra.

4.- Un tanto por ciento de las porfirinas urinarias son
eliminadas en forma reducida, por tanto para evitar una
infraestimacién en la cuantificacidn de porfirinas, es necesariol
que el método utilizado incluya un paso previc de oxidacién de
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los porfirinégenos presentes en la orina. Tal procedimiento es
especialmente importante en circunstancias en las que la
excreci6én de coproporfirina es predominante.

5.~ No existe ritmo nictameral o variaciones nictamerales en la
excrecién porfirinica, ni en los valores de pH urinarios. Por
tanto la recogida de una muestra de orina al azar es un método

rdpido y fdcil para un estudio inicial del metabolismo

porfirinico.
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