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CAPITULO 1: INTRODUCCION.



Introducción

1 . 1. CONCEPTOSGENERALES

1.1.1. PORFIRINAS: Nomenclatura y propiedades

Las porfirinas son tetrapirroles cíclicos 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:

— Unión reversible con el oxígeno: hemoglobina, mioglobina.

— Reacciones con el oxígeno molecular: Citocromo P—450

(monoxigenasa), Tri ptofano oxí genasa (d loxí genasa), Citocromo oxidasa

(oxidasa).

— Reacciones con peróxidos : Peroxidasas, Catalasa.

— Reacciones de transferencia de electrones: Citocromos.

En los organismos fotosintéticos, el camino de las porfirinas se deriva

¡ hacia la rama de las clorofilas y bacterioclorofilas y en algunas bacterias hacia

la síntesis de corrinas. Las clorofilas son derivados de las porfirinas en las

¡ que la estructura básica es el anillo de ciorina en el que el puente metilénico

gamma es sustituido por el anillo de ciciopentanona. También existe otra

modificación que es la esterificación del carbono en posición 7 por un alcohol

¡ 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 están inmersas en

U un ambiente hidrofóbico y el tetrapirrol es una molécula polar. (1)

¡ El anillo de corrina es característico de la vitamina 812, en el que el

puente metilénico & se pierde y presenta grupos amida en lugar de carboxilos;

E se forma a partir del uroporfirincigeno III.

¡ —1—



Introducción

El núcleo básico de todas las porfirinas viene representado por la

porfina, tetrapirrol cíclico de síntesis, sin cadenas laterales. Está formada por

cuatro anillos pirrólicos denominados A, E, O y D en el sentido de las agujas

del reto], unidos entre sí por enlaces metilénicos (a, 3,T, &).(2)

La nomenclatura de las porfirinas fue desarrollada Inicialmente por

Flecher (3); posteriormente “The International Union of Pure and Applied

Chemists’ (tUPAC) IUPAC—IUB.(4) Intentó instaurar una nueva nomenclatura,

pero la de Fischer sigue siendo la más utilizada en la mayoría de los trabajos

(Fig.1).

3 5 7

4 6
4 2 8

~ N HN

B 20 10

NH N 11

8 5 iB 12
1 1

17 18 13

Paflifinsa

(lUPACAUD)

Fig.1. Estructura básica de los porfirinógenos y porfirinas con indicación de

los sistemas de numeración.

7 6

Porfirinógenos

(RSCHER)
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Introducción

Las porfirinas son compuestos conjugados cuyos átomos de carbono son

trigonales, por lo tanto estas moléculas constituyen una estructura resonante,

rígida y muy estable.

Las formas reducidas de las porfirinas son los porfirinógenos. 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 porfirinógenos son compuestos sin color, intermediarios naturales en

la síntesis del hemo, clorofila y corrina. Pueden obtenerse por reducción de

las porfirinas con amalgama de sodio—mercurio; son inestables y rápidamente

se oxidan a porfírinas por exposición al oxígeno atmosférico, especialmente bajo

condiciones de acidez (5) .La estructura de las diferentes porfirinas depende

de la sustitución de los hidrógenos situados en los carbonos periféricos de los

anillos pirrólicos de la porfina, por diferentes grupos funcionales. Existen ocho

posiciones que pueden ser sustituidas, dando lugar a diferentes porfirinas

(Tabla 1).

—3—



Introducción

Tabla 1. Nomenclatura de los isómeros de las porfirinas

naturaleza. Numeración de sus cadenas laterales.

existentes en la

(17) (18)

SUSTITUYENTES

Porfirinas tUPAC (2) (3) (7) (8) (12) (13)

Porfirinas PISCHER 1 2 3 4 5 6 7 8

Uro III (1) A(A) P(P) A(A) P(P) A(A) P(P) A(P) P(A)

Pentalíltí) M P M P A P P M

Copro III CI) 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 y M P A P P M

DesetilisoCopro III M H A P M P P M

Hidroisocopro III M HE A P M P P M

HarderoíX M V M P M P P M

ProtolX M V M V M P P M

Abreviaturas: M: —CH3

E:

V: —0H0H2

A: —CH2-COOH

P: —CH2—CH2—COOH

HE: —CHOH—CH3

—4—
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Introducción

Las porfirinas con dos tipos distintos de cadenas laterales pueden formar

cuatro isómeros de posición (1, II, III, IV) mientras que aquellas con tres tipos

distintos, pueden presentar quince isómeros posibles. En el organismo sólo se

encuentran los isómeros de las series 1 y III, y el protoporfirinógeno IX que

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

A

B

A

A

B

Tipo 1
B

A

a

A

A

A

a B

A

A

Tipo II

A

B

B A

a

B

A

A A

lipo III

Fig.2. Representación esquemática de los isómeros 1, II, III y IV.

A 6 6 6

B B A

lipo IV
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Introducción

El número de grupos carboxílicos de las cadenas laterales es variable en

las distintas porflrinas: 8 en las uroporfirinas, 4 en las coproporfirinas y 2 en

la protoporfirina. Este hecho tiene una gran Importancia desde el punto de

vista bioquímico ya que condiciona la hidrosolubilidad de las distintas

porfirinas y por tanto su ruta preferente de excreción. Por otro lado, el

número de carboxilos también influye en la movilidad de las porfirinas en

procesos de electroforesis y cromatografía, lo cual permite su separación e

identificación cuando las diferentes formas se presenten en medios biológicos

(6).

La estructura relativamente grande de las porfirinas les confiere un

carácter hidrofóbico. La solubilidad de cada una de ellas aumenta con el

número de grupos carboxílicos presentes en las cadenas laterales. Son solubles

en ácidos y bases fuertes así como en disolventes orgánicos acidificados (7)

El punto isoeléctrico de las porfirinas se encuentra en el intervalo de

pH entre 3 y 4.5. A este pH las porfirinas pueden ser extraídas del acetato de

etilo y éter por ácidos minerales; la concentración del CIH (en g/dl) necesaria

para extraer 2/3 partes de las porfirinas de un volumen igual de éter es

conocida como número CII-l o número Wiiistáter (8). En general el número CIH

es inversamente proporcional al número de grupos carboxílicos ácidos, aunque

la solubilidad en éter está también aumentada por la presencia de sustituyentes

no saturados, por ejemplo grupos vinilo.

El reparto o partición de las porfirinas entre solventes orgánicos, tales

como el acetato de etilo y éter y ácidos minerales diluidos, proporciona por

tanto un método adecuado tanto para su separación de otros pigmentos

relacionados como para su fraccionamiento en subgrupos de similar número CiH.

Las porfirinas como cromóforos presentan un máximo de absorción en la

zona comprendida entre los 400—410 nm (banda de Soret) y cuatro bandas (a,

04<, 8) de menor intensidad a longitudes de onda más largas, entre 500 y 630

—6—



• Introducción

nm cuyas Intensidades se incrementan desde la región del rojo hacia el azul

¡ de la zona visible del espectro. Este patrón de bandas característico de las

porfirinas en disolventes orgánicos o disoluciones alcalinas débiles se reemplaza

¡ por un patrón de dos bandas, más agudas e intensas además de la banda de

Soret en disoluciones ácidas (9). Las bandas de absorción son características

¡ para cada porfirina y varían según 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 fluorescencia roja de menor

¡ energía. La fluorescencia es característica de moléculas que como las porfirinas

tienen una estructura de anillos aromáticos rígidos. Además de las porfirinas,

1 los quelatos de porfirinas con metales diamagnéticos (Mg, Zn, Sn) que tienen

3 sus electrones apareados, emiten fluorescencia mientras que los quelatos de

porfirinas con metales paramagnéticos (Fe, Cu, Or, Mn) no fluorecen.

¡ Las porfirinas sólidas no son fluorescentes pero al quedar adsorbidas en talco,

celulosa etc pueden fluorecer. Esta fluorescencia se observa mucho mejor en

¡ soluciones clorhídricas.

U
¡
U
¡
1
¡
U
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1.1.2. BIOSíNTESIS DEL MEMO

¡ Las moléculas relativamente complejas de las porfirinas son sintetizadas

en las células a partir de precursores muy simples, teniendo como

U Intermediarios en la secuencia de reacciones enzimáticas a los porfirinógenos.

¡ En animales y bacterias los precursores son el succinlíCciA procedente

del ciclo de Krebs y la glicocola, que procede del “pool de aminoácidos.

U La secuencia de reacciones catalizadas por ocho enzimas fué establecida

por los grupos de Shemin, Rimington, Neuberger y Granick (11) (12).

U La compartimentaclón de las enzimas en la célula es esencial para el

¡ control de la biosíntesis del hemo. En la mitocondria se localizan la primera y

las tres últimas enzimas de la ruta, mientras que las enzimas Intermedias se

3 localizan en el citoplasma (Fig.3).

¡
¡
U
1
U
¡
U
¡
¡
¡ -8-

U



Introducción

Hemoglobina
E
E

E
¡ Protoporfirina IX

t3 Protoporfirinogeno
ox~dasaI

• Protoporfirinogeno

E
U coproporfirínágeno III

CITOPLASMA

ALA

ALA-Deshiirasa

PBG
PBG-Desam¡nasa

Uroporfirinogeno III
UROporfirinogeno
Descarboxilasa

Fig.3. Compartimentación de los enzimas implicados en la ruta biosintética del

hemo.

—9—



Introducción

FORMACION DEL ACIDO &—AMINOLEVULINICO (ALA).

Se inicia la biosíntesis en la mltocondria (13 — 18) con la condensación

del succinilCoA y la glicina para formar el ácido d—aminolevulínico (ALA). Esto

se demostró en 1945 por medio de técnicas isotópicas. Shemin y Rittenberg (19)

comprobaron usando glicocola marcada con y luego 14C, que este aminoácido

proporcionaba los cuatro nitrógenos, además de los cuatro carbonos de los

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

cotr

H 4—O— 1-1

H

Glicocola

C00

2
CH
12
0=0
S— CoA

Succinhl CoA

2

0=0

CH
2

N H;

6 -amin olevulinato

Fig.4. Biosíntesis del 5—aminolevulinato a partir de glicocola en bacterias y

animales.

CO 2

1-1

CoA-SH

C00

CH2

CH
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• Introducción

Dichos autores dedujeron que el grupo carboxílico (COOR) y los carbonos

¡ a, 0, Z del ácido 8—aminolevulinico (ALA) proceden del succinilCoA y el carbono

6, de la glIcocola; así la glicocola es el donante del grupo amino no entrando

¡ el grupo carboxilico de la glicocola en la formación del ALA.

Esta etapa de formación del ALA está catalizada por la ALA sintetasa

(ALA—S)(E.C.2.3.1.37). Esta enzima se localiza en la matriz y membrana interna

¡ mitocondrial, pero posee un precursor citoplasmático de mayor peso molecular

formado por un dímero de subunidades idénticas y otras dos unidades

E catalíticamente inactivas.

¡ Esta enzima requiere de fosfato de piridoxal como cofactor. Se manejan

distintas hipótesis sobre el mecanismo de acción de la ALA—S. Se piensa que

3 hay un grupo sulfidrilo en el centro activo de la enzima que es esencial para

que comienze la reacción, y al cual se une en primer lugar el fosfato de

3 piridoxal.

La glicocola forma una base de Schiff con el cofactor y a continuación

U se condensa la molécula de succinllCoA obteniéndose así un intermediario

inestable que recibe el nombre de ácido a amino 13 cetoadípico, que se

descarboxila eliminándose así el grupo carboxílico de la glicocola como CO.

E Finalmente el ALA se líbera de la enzima. (Flg.6)

Beale, Gough y Granick propusieron que en plantas superiores operaba

U un camino diferente para la síntesis del ALA, segun el cuál a partir de

¡ glutamato, vía a cetoglutamato y 1 — 8—dioxovalorato (DOVA) se forma el ALA

por acción de transaminasas del glutamato y DOVA (20)

También se ha demostrado que el ALA puede oríginarse en animales y

bacterias a partir de DOVA por medio de DOVA—Transaminasa y en algunos

E tejidos como mitocondria de higado bovino, se ha demostrado que la actividad

3 de la DOVA—Tes varias veces superior a la del ALA—S de igual origen.

—11—



Introducción

Glicocola V
H 0H

NI-I 1 —e2 CH

HO ~ ~

H
a +

ENZIMA

H0
~oH

N
II
CH

COOH

CH

½
2

c—o —>.

SCa A

+ SuccinilCeA

POOH
pH

2

COOH

Y

N +

intermediario inestable
( .amlno-O-o.toSdipICO)

Co
Enzima

cooH

CH
la
CH

¿Jo
CH2

NH2

Acido -aminolevulinico

<ALA)

Fig.5. Mecanismo propuesto para la formación enzimática del ALA.

E-Piridoxal-glicocola

—12—



Introducción

La ALA—S tiene un pH óptimo de 7.6 y un punto isoeléctrico de 8.2. Es

una enzima muy inestable con una tasa de recambio de las más rápidas de las

proteínas 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 final, el hemo, a

través de un mecanismo de retroinhibiclón.

La síntesis de ALA es la única etapa endergónica de la ruta ya que para

la activación del ácido succínico se precisa un aporte de ATP.

FORMACION DEL PORFOBILINOGENO.

El ALA pasa al citoplasma donde actúa la enzima aminolevulínico

deshidratasa (ALA—O) (E.O. 4.2.1.24) dando lugar a un monopirrol cíclico que

es el porfobilinógeno (PEG) por condensación de dos moléculas de ALA.

Esta ALA—O es un octámero de subunidades idénticas. La estructura

básica funcional es un dímero de 70000 de peso molecular. Es una enzima

termoestable y sulfídrica. Suele requerir la presencia de un compuesto

reductor tiólíco, por ejemplo cisteina o glutation, para que su actuación se

realize con la máxima actividad. Esta enzima se inhibe ante bajas

concentraciones de sustancias que bloquean grupos —SH, como los metales

pesados Pb, Mg, Cd. Su pH óptimo es de 6.8 y su punto isoeléctrico de 4.9.

Existen evidencias de que en el centro activo de la enzima se

encuentran, además de grupo —SM, un átomo de Zn por subunidad, 1 ó 2

residuos de lisina, 1 residuo de histidina y restos de aminoácidos hidrofóbicos

que en conjunto contribuyen a definir la estructura activa de la enzima.

El mecanismo de acción ha sido estudiado por Nandí y Shemin y por

Batile y col (21)(22).

—13—



Introducción

Una molécula de ALA se une covalentemente a la enzima a través de la

formación de una base de Schiff entre el grupo e—amino de un residuo de

usina del centro activo y el grupo ceto del ALA. Seguidamente se produce una

condensación aldólica con la segunda molécula de ALA. Esta se une, no

covalentemente, a la otra subunidad enzimática, a través de residuos cargados.

Posteriormente se dan una serie de reorganizaciones intramoleculares que

darán lugar al PBG que se libera del centro activo de la enzima, regenerándose

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

FORMACION DE UROPORFIRINOGENOS 1 Y III.

Tras la formación del PBG se produce la síntesis del primer compuesto

cíclico intermediario. La condensación química de cuatro moléculas de PBG

puede dar lugar a la formación de cuatro isómeros posibles de

uroporfirinógeno, pero la reacción catalizada produce sólo los Isómeros 2 y

III.(Fig.7)

Una antigua hipótesis sugería que la formación del uroporfirinógeno III

estaba catalizada por un sistema enzimático porfobilinogenasa (PBG—asa)

formado por dos enzimas diferentes: Uroporfirinógeno 1 sintetasa y

Uroporfirinógeno III cosintetasa o isomerasa. Hoy en día se admite que ambas

enzimas actúan de forma independiente (23).

—14—
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~OOH COOH

HO 9H2
2 2 HC

E-NH + o~~b ~ EN=c
bH2 bH2
~‘fl-4 NH2

2

~OOH

bH

+

CH2
~‘JH

2

29p~g~nsaoia

Aldálica

Base de Sch¡ff

H
20

COOH
dM2

H ~

E-NH !=~ ¿5
CH 2

I~4H

900H
CH

¿2

N—~
II

—> E-NH

900H

2 CH 2

CFC N
Fi

Fig.6. Formación enzimática del porfobilinógeno.

ALA (1)
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Introducción

La uroporflrinógeno 1 sintetasa (URO—S) también denominada

porfobi linógeno desaminasa (PEGD) o hidroximeti Ibilano 01MB) sintetasa

(E.C.4.3.1.8.) cataliza la polimerización de cuatro moléculas de PBG, dando lugar

a un tetrapirrol intermediario que es denominado hidroximetilbilano o

preuroporfirinógeno. En esta reacción cuatro subunidades de PBG son

ensambladas cabeza a cola por esta enzima, comenzando por el anillo A y

uniendo sucesivamente los anillos 8,0,0 en el sentido de las agujas del reloj.

En ausencia de la uroporfirinógeno III cosintetasa <E.C.4.2.1.75) el

hidroximetilbilano es liberado de la enzima y se cicla de forma espontánea,

dando lugar así al uroporfirinógeno 1 (Fig.7)

Cuando la cosintetasa está presente, ésta rápidamente convierte el

Intermediario en uroporfirinógeno III, por inversión de la molécula de PBG del

anillo D y posterior ciclación (24).

Estudios llevados a cabo en eritrocitos humanos demuestran que la

actividad de la cosintetasa predomina sobre la sintetasa, lo cual favorece la

síntesis del uroporfirinógeno III, que es el sustrato fisiológico para la

formación del hemo.

FORMACION DE LOS COPROPORFIRINOGENOS 1 Y III

Una vez formados los uroporfirinógenos 1 y III, éstos van a ser

transformados en coproporfirinógenos por la participación de la enzima

uroporfirinógeno descarboxilasa (URO—D) (E.C.4.1.1.37), enzima citosólica que

lleva a cabo la descarboxilación secuencial de las cuatro cadenas laterales del

ácido acético de los uroporfirinógenos. La descarboxilación transcurre en pasos

desde el uroporfirinógeno con, 8 COOH, hasta el coproporfirinógeno, con 4 COOM

—16—
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Introducción

existiendo Intermediarios con 7, 8 y 5 COOH que no tienen nombres específicos

sino que se designan atendiendo al número de COOH; por tanto se denominarán

porfirinógenos hepta, hexa y penta carboxílicos, respectivamente.

No se ha conseguido desdoblar esta enzima en subunidades nl se ha

visto que forme parte de algún complejo, por lo que se piensa que posee más

de un centro activo y así actúa secuencialmente.

Según Jackson y cols. la descarboxilaclón del uroporfirlnógeno 111 tiene

lugar en sentido de las agujas del reloj iniciándose sobre el anillo D. (Fig.8)

(28).

Esta misma enzima no sigue una ruta específica cuando se trata de

descarboxilar los cuatro restos acetato del uroporfirinógeno 1 sino que lo

convierte en el correspondiente coproporfirinógeno 1 por otras dos vias

alternativas (Fig.9)

La URO—D es una enzima sulfidrílica y termosensible. Es una enzima

anaeróbica, siendo por tanto Inhibida por el oxigeno, suponiendo que ésto es

debido bien a la acción directa que pudiese tener el oxígeno sobre la enzima

o por la oxidación de los porfirinógenos a porfirinas, las cuales ya no son

sustrato de esta enzima.

El 13 mercaptoetanol y el GSH ejercen efecto activador sobre la enzima

mientras ésta también se inhibe por metales pesados, Cu, Hg, Pt.(26)

Elder ha demostrado una vía alternativa a partir del pentaporfirínógeno,

que teniendo como intermediario el deshidroisocoproporfirinógeno, se transforma

en harderoporfirinógeno que conduce a la formación del protoporfirinógeno y

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 cutanea tarda y en ratas Intoxicadas con

hexaclorobenceno, situaciones ambas en las que ésta ruta alternativa es

importante (27).

—18—
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La URO—O de eritrocitos e hígado en humanos es similar pero no idéntica

(28).Las diferencias residen en la estructura secundarla de la proteina. Si se

tratara de un dímero, una de las subunidades estaría presente en los dos

tejidos, existiendo subunidades específicas para cada tejido o una mezcla de

isoenzimas.

FORMACION DEL PROTOPORFIRINOGENO IX

La línea isomérica 1 se detiene en este punto, constituyendo una vía

fisiológicamente muerta. Esto es debido a que la enzima coproporfirinógeno

oxidasa (E.C.1.3.3.3.) no va a tener como sustrato el coproporfirinógeno 1 y sí

actúa en cambio sobre el coproporfirinógeno III. Este coproporfirinógeno 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 fracción

unida débilmente a la membrana interna mítocondrial, donde la enzima provoca

la descarboxilación de dos radicales propionato dando lugar a una molécula con

solo dos grupos carboxilicos (COOH) que recibe el nombre de protoporfirinógeno

IX. (también llamado protoporfirinógeno III~) (Fig 10) (29).

Esta enzima requiere oxígeno molecular como aceptor de hidrógenos. La

configuración de su centro activo es tal que sólo acepta en primer lugar el

resto propiónico del anillo A. A continuación, se hace accesible al mismo centro

activo el ácido propiónico del anillo 8, con lo que el harderoporfirinógeno,

porfirinógeno inestable tricarboxílico, da lugar al protoporfirinógeno IX (30).

—20--
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FORMACION DE PROTOPORFIRINA IX

Una vez que se ha formado en el interior de la mitocondria el

protoporfirinógeno IX, va a actuar la siguiente enzima que es la

protoporfirinógeno oxidasa (EC.1..3.3.4.) que cataliza la oxidación a

protoporfirina IX.

La enzima necesita oxígeno como aceptor de electrones. Se encuentra

probablemente asociada a la membrana interna mitocondrial. Se trata de una

enzima sulfidrílica con gran especificidad por el sustrato protoporfirinógeno

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

agentes quelantes.

La oxidación del sustrato implica la pérdida estereciespecífica de seis

átomos de hidrógeno localizados en sólo uno de los lados del tetrapirrol

(Fig.1 1).

y

y + y
NH HN OH

NH Ny M M

y

p p

Protoportirindgeno IX

M: METILO (-CH

P: PROPIC NICO (-CH -CH-COOH>
V: VINILO (-OH=CH)

Figil. Formación de la protoporfirina IX a partir-del protoporfirinágeno.

p p

Protoportirina IX
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3 Esta protoporfirina IX es la única porfirina metabólicamente activa ya

que es sustrato de la ferroquelatasa o hemosintetasa (E.C. 4.99.1.1) que cataliza

¡ la inserción de hierro ferroso (Fe2t) en el anillo tetrapirrólico para dar así una

¡ molécula de hemo.(Fig.12)

Esta enzima se encuentra fuertemente asociada a la membrana interna de

¡ la mitocondria, es una enzima sulfidrílica de naturaleza lipoproteica con dos

sitios activos: uno para el metal, por el cual es muy específico, y otro para la

¡ porfi rina.

¡ La actividad enzimática se ve incrementada con ácidos grasos y agentes

sulfidrílícos reductores. Su actividad es inhibida por metales dívalentes: Co,

3 Mn, Pb, Zn y por oxígeno.

Los agentes sulfidrílicos reductores protegen los grupos —SH de la

¡ enzima y además mantienen el hierro en estado ferroso.

El hemo inhibe la actividad de la ferroquelatasa, así como también puede

U ser inhibida por la protoporfirina.

¡ A diferencia del resto de las enzimas de la ruta, la ferroquelatasa no

utiliza porfirinógenos como sustrato. Además de la protoporfirina IX puede

E utilizar como sustrato porfirinas dicarboxílicas como deutero y mesoporfirinas.
Sólo el hierro en forma reducida 2* es incorporado a la protoporfirina

¡ IX y no la forma oxidada Fe».

U
E
¡
U
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Fig.12. Formación del hemo a partir de la protoporfirina IX e hierro ferroso.
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CAPITULO II: FISIOPAR)LOGJA DE LA

EXCRECJONDE PORFIRINAS



3 Fisiopatología de la excrecion de por firmas

Las porfirinas pueden seguir diferentes vías para su eliminación del

3 organismo; la ruta de excreción que van a seguir depende de su

hidrosolubilidad y ésta es función del número de grupos carboxílicos libres

¡ presentes en las cadenas laterales de sus moléculas.

¡ La uroporfirina (UP), octocarboxílica, es muy hidrosoluble, por lo que se

excreta casi exclusivamente por orina, al igual que su porfirinógeno mientras

¡ que la protoporfirina y otras porfirinas dicarboxílicas, poco hidrosolubles, son

eliminadas únicamente por bilis (31) (32), de forma parecida a la bilirrubina y

U bromosulfoftaleina, utilizando mecanismos transportadores comunes (33).

¡ La coproporfirina (CP) tetracarboxílica se excreta preferentemente por

vía biliofecal, mientras que su porfirinógeno puede seguir ambas rutas

excretorias.

El ácido delta—aminolevulinico (ALA) y el porfobilinógeno (PBG) infundidos

¡ en vena son eliminados exclusivamente por orina al igual que la uroporfirina

¡ y el uroporfirinógeno (FigiS).

El comportamiento excretorio de las porfirinas tetracarboxílicas es flexible

3 ya que pueden seguir ambas rutas dependiendo de la integridad funcional de

los órganos que las rigen, hígado y rifión.

E
¡
u
¡
¡
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¡ Fisiopatología de la eXcrecion de porfirmas

Hoffbauer y colaboradores observaron como la coproporfirina inyectada

¡ intravenosamente a ratas normales no era eliminada por orina si no se había

ligado previamente el conducto biliar común (34).

U Tras la ligadura del conducto biliar, la coproporfirina inyectada es

E captada ávidamente por los hepatocitos pero al estar imposibilitada su excreción

biliar, regurgita a plasma y es excretada por vía renal. Igualmente se consiguió

3 observar eliminación urinaria de coproporfirina inyectada tras haber lesionado

severamente las células hepáticas con tetracloruro de carbono.

¡ En condiciones normales la coproporfirina es eliminada exclusivamente por

bilis, mientras que su porfirinógeno, captado menos ávidamente por el

¡
hepatocito, puede transformarse en protoporfirina y eliminarse como tal en¡ bilis, o bien ser excretado por orina constituyendo, tras su oxidación, la

fracción normal urinaria de coproporfirina.

3 La lesión del hepatocito (por medio de tetracloruro de carbono) que

disminuye la capacidad de aclarar la coproporfirina del plasma o la alteración

U de los mecanismos de excreción billar (ligadura del conducto biliar común) que

imposibilita su eliminación billar, darían lugar a que dicha porfirina y su

porf 1 rl nógeno alcanzasen altas concentraciones plasmáticas siendo excretados

¡ pasivamente por el riñón (Fig.14).

£
u
E
¡
¡
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Ligadura del conducto
biliar ccmtin

Fig.14. Comportamiento excretorio de la coproporfirina y coproporfirinógeno

tras su administración intravenosa (Tomado de Rey. Clin. Esp. 155,1,1979).
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3 Fisiopatología de la excrecion de porfirinas

Las porfirinas, sobre todo las menos hidrosolubles requieren un sistema

E de transporte plasmático,asi concretamente la coproporfirina presente en plasma

circula unida a proteinas fundamentalmente hemopexina (35).

U La hemopexina es una glicoproteina de unos 57000 daltons de peso

¡ molecular sintetizada fundamentalmente en el hígado que es el órgano donde

el complejo copro—hemopexina interacciona con un receptor especifico,

3 liberándose la coproporfirina hacia el citoplasma (36).

En el citoplasma la coproporfirina se une a diversas proteínas una de

3 las cuales es inmunológicamente idéntica a la ligandina.

La afinidad de la unión con estas proteínas transportadoras es función

1
inversa de la hidrofilicidad de las cadenas laterales de las moléculas3 porfirínicas; así la coproporfirina se une más fuertemente a la ligandina que

la uroporfirina hidrosoluble, lo cual explica su exclusiva eliminación renal, al

no ser transportada a través del hígado hacia la bilis.

Diversos trabajos experimentales han demostrado la existencia de

E fenómenos competitivos entre porfi ri nas y BSP (bromosu lfoftaleína),

g comprobándose que las porfirinas pueden ser desplazadas de su punto de

unión con la ligandina por la BSP.

¡ La hipercoproporfirinurla de los enfermos hepáticos fue ya descrita por

Garrod hace más de 90 años (37); Hymans Van den Bergh y cols (38)

1 interpretaron el aumento de la coproporfirinuria en las ictericias obstructivas

£ como debida a defecto de la excreción de la porfirina que normalmente debía

eliminarse por bilis, sin embargo no siempre debe lnterpretarse la

3 hipercoproporfirinuria de los enfermos hepáticos como secundarla a defecto

excretorio o regurgitación biliar.

1 En las colestasis, lo característico es un aumento en orina del isómero

¡ 1 de la coproporfirina que es el que normalmente se excreta por bilis (39),

mientras que en hepatopatías no colestásicas y etílicas se Incrementa en orina
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el isómero III.

¡ La frecuente coproporfirinuria de las hepatopatías podría ser secundaria

a un aumento de la porfirinosíntesis. Leyere (40) encontró incremento de la

3 actividad ALA—sintetasa hepática en cirróticos no porfíricos. Este incremento

de la enzima limitante de la porfirinosíntesis podría ser secundario a la propia

E lesión hepática como piensan Leyere y Doss y cols (41), o a la ingesta de

3 alcohol, o bien al insuficiente catabolismo o conjugación de drogas u hormonas

sexuales esteroideas cuya acumulación o la de sus metabolitos, incrementaría

E la porfirinosíntesis. Es posible también que la hepatopatía o sus causas

conduzcan a deficiencias funcionales del enzima coproporfirinógeno oxidasa con

1 lo cual se acumularía coproporfirinógeno que podría sufrir una rápida oxidación

1 a coproporfirina, escapándose así de la cadena biosintética (42) (43). Sin

embargo Shanley y cols (44) no encontraron ningún defecto en la actividad de

¡ dicha enzima en la siderosis hepática experimental causada por sobrecarga de

hierro y alcohol.

E La coproporfirina que normalmente se detecta en orina procede en gran

3 proporción del coproporfirinógeno excretado que rápidamente sufre oxidación

a coproporfirina (45) (46).

3 El hígado lesionado al igual que sucede experimentalmente en la

hepatopatía por tetracloruro de carbono, muestra poca avidez para retener el

E coproporfirinógeno y la coproporfirina formados en exceso, con lo cual ambos

regurgitan al plasma y son excretados por el riñón.

Por otro lado, en la insuficiencia renal crónica se apreció una

disminución de la excreción urinaria de COPRO, bien por su baja eliminación

o por su baja síntesis.

¡ La biosíntesis del hemo se realiza con un alto grado de eficiencia pero

¡ se producen pequeñas pérdidas en los diferentes escalones metabólicos. Existen

diversas revisiones bibliográficas sobre la cuantía normal de excreción de

E -31-
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porfirinas realizadas por varios autores, entre ellos Eales y cols. en 1966,

Fernandez y cols. en 1966, Watson y cois. y Fogstrup y With en 1979 (47) (48)

(49) (50).

En nuestro grupo de trabajo se ha determinado la excreción urinaria y

fecal de porfirinas en individuos normales; el estudio se realizó mediante

distintos métodos y sobre un colectivo de 219 individuos de ambos sexos (51).

Se determinaron las distintas carboxilporfirinas urinarias por

cromatografía en capa fina (TLC). Los resultados obtenidos se muestran en la

siguiente tabla:

Carboxilporfirinas %

Media ±DE

1532 ±8.15

4.4.8 ±2.82

0.84 ±1.20

2.25 ±2.06

76.77 ±11.7

Percenti 1—95

29.93

9.35

2.47

5.58

59.00

COOH

8

7

6

5

4
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También se determinaron por técnicas de extracción solvente las

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

cromatografía en columna:

Fracciones: pg/l

Media ±DE

COPRO 51.00 ±2.75

URO 3.97 ±3.7

Precursores: mg/l

Media ±DE

ALA 2.11 ±1.24

PES 1.55 ±1.02

Percenti 1—95

108

11

Percenti 1—95

3.39

2.6
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Porfinas y porfmninopatías

Los trastornos del metabolismo del hemo pueden ser de dos tipos:

congénitos y adquiridos.

Trastornos adquiridos

La síntesis de porfirinas en sujetos normales no es un proceso estático

sino sujeto a variaciones como se observó en las fluctuaciones de la síntesis

del hemo durante el ciclo menstrual. Se ha comprobado que la edad tiene un

cierto efecto sobre esta ruta metabólica.

Existen gran variedad de circunstancias que desembocan en una

sobrepréducción de porfirinas y su consiguiente aparición en cantidades

incrementadas en orina (Tabla 2).

Como comentabamos en el capítulo anterior, en situaciones colestásicas

bien sean congénitas (síndrome de Dubin—Johnson o síndrome Rotor, o

adquiridas (inducidas por estrógenos, ictericias obstructivas, hepatitis) es

clásico y frecuente comprobar incrementos de la eliminación urinaria de COPRO

coincidente con disminución de excreción fecal.

La activa y eficiente ruta biosintética del hemo es muy sensible a la

acción de diversos xenobióticos que pueden Incidir sobre las actividades de las

enzimas participantes.

No existe un mecanismo tóxico común para ellos, ni siquiera para un

mismo metal, ya que puede depender de la forma química en que se encuentre.

Se ha demostrado que el aluminio y selenio aumentan la actividad de la

ALA—S. La administración oral de sulfato de zinc a sujetos normales incrementó

la actividad de la ALA—O. También se observó que el cadmio a bajas

concentraciones activa la ALA—D eritrocitarla. El plomo inhibe la ALA—O, COPRO—

oxidasa y ferroquelatasa lo que se traduce por eliminación urinaria
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Tabla 2. Porfirinopatias secundarias.

1.— ENFERMEDADESHEMATOLOGICAS:
Anemia ferropénica

sideroblástica
hemolítica
perniciosa

Eritropoyesis ineficaz
Talasemia
Leucemias y linfomas

2.— ENFERMEDADESHEPATOBILIARES:
Cirrosis hepática
Hepatitis crónica y activa
Hepatitis tóxica e infecciosa
Esteatosis hepática
Hepatopatía etílica
Colestasis y colangitis
Cirrosis biliar primaria
Hemocromatosis
Tumores hepáticos
Ictericias congénitas( Rotor, Dubin—Jhonson, Gllbert)

3.- INTOXICACIONES
Etilismo crónico o agudo
Toxicos ambientales: Hexaclorobenceno

Diox i na
Cloruro de vinilo
Tetracloruro de carbono
Cloroformo
Benceno

Metales pesados: Plomo
Mercurio
Arsénico

Drogas: Analgésicos
Sedantes e hipnóticos: Barbitúricos

Hidrato de Cloral
Paral deh 1do
Morfina

4.— ENFERMEDADESMETABOLICAS:
Diabetes Mellitus
Hemocromatosis
Tirosinemia hereditaria

5.— OTRAS: Mononucleosis
Poliomelitis
Infarto de miocardio
Embarazo
Ayuno
Cancer de pancreas
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incrementada de ALA y de COPROy por acúmulo eritrocitario de PROTO.

Trastornos congénitos

Las porfirlas son errores congénitos del metabolismo de las porfirinas

originados por la hipoactividad de una de las enzimas que intervienen en la

ruta biosintética del hemo. Las distintas variedades de porfiria en relación con

el defecto enzimático que las origina se muestran en la Tabla 3.

Existen tantas variedades (siete) de enfermedad porfírica como enzimas

participantes en la ruta metabólica (excepción hecha de la enzima primera y

limitante, cuya síntesis y actividad se incrementa de forma compensatoria).

El exceso fisiológico de las enzimas ALA—O y UROgeno—cosintetasa

condiciona el que las porfirias de Doss y Gúnther únicamente se manifiesten

en homozigotos para el gen que respectivamente las origina. Los familiares

heterozigotos con hipoactividades de alrededor del 50 % del valor normal, son

asintomáticos. Las enfermedades como tales se heredan con caracter autosómico

recesivo. Las otras variedades de porfiria se transmiten con caracter

autosómico dominante. Los pacientes y familiares afectos son heterozígotos con

una hipoactividad del 50 % lo cual representa la expresión completa del gen

normal, alelo al gen silente mutante.

También se han Identificado pacientes homozigotos en los que la

enfermedad adquiere una más temprana e intensa expreslvidad clínica como

lógica consecuencia de la muy marcada hipoactividad enzimática.

Se ha estimado que las porfirias transmitidas con caracter autosómico

dominante, sólo se manifiestan clínicamente en un 20 % de los casos. Por tanto

sólo se detecta una parte de la inmensa mayoría de estos errores congénitos

del metabolismo de las porfirinas.
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RUTA METABOLICA ENZIMAS TIPO DE PORFIRIA

A LA

ALA-DESHIDRATASA AGUDA DE DOSS

PBG

UROgeno—SINTETASA AGUDA INTERMITENTE

UROgeno—COSINTETASA CONGENITA DE GUNTHER

UROgenol UROgenollí

UROgeno—DESCARBOXILASA CUTANEA TARDA

COPROgenol COPROgenoflí

COPROgeno—OXIDASA COPROPORFIRA

PROTOgeno IX

PROTOgeno—OXIDASA VARIEGATA

PROTO IX

HEMO-SINTETASA PROTOPORFIRIA

HEMO
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Tabla 3. Esquema de la biosíntesis del hemo y tipos de porfiria en relaclon con

la enzimopatía que las origina.
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Porfirla aguda de Doss

Tras descartar la existencia de intoxicación por plomo y de tirosinemia

hereditaria, el alemán Manfred Doss (52) ha descrito una nueva variante de la

enfermedad porfírica originada por una posible mutación 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 excreción urinaria de ALA y COPRO y la elevada

concentración eritrocitaria de PROTO son rasgos que plantean el diagnóstico

diferencial frente a la intoxicación por plomo o saturnismo.

Los familiares afectos heterozigotos, aunque asintomáticos, parecen

mostrar un especial riesgo para desarollar manifestaciones de saturnismo ante

plumbemias no patológicas; esto es lógico ya que en tales circunstancias, se

suman las consecuencias de una defectuosa síntesis de la enzima ALA—D y de

una inhibición de su actividad catalítica.

Porfirla aguda intermitente

También se denomina porfiria sueca por su prevalencia en la región

norte de este país.

El deficlt de UROgeno 1 sintetasa (53) puede ser detectado en muy

diversos tejidos: hígado, hematíes, linfocitos, cultivo 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 PEO 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 ácido), lo cual se debe a la formación de polipirroles.

No existe cuadro de fotosensibilidad dérmica debido al acúmulo de

porfirinas, ya que en este caso se acumulan los precursores.
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Prácticamente nunca aparecen manifestaciones clínicas antes de la

¡ pubertad. Para que la enfermedad se manifieste clínicamente debe darse la

actuación de factores precipitantes como pueden ser el ayuno, estres,

U infecciones, periodos menstruales, tóxicos como el alcohol y algunos

medicamentos.

¡ Porfiria congénita de Gúnther

Esta variedad de porfiria se manifiesta únicamente en homozigotos. La

U hiperactividad compensatoria de los enzimas ALA—S y UROgeno 1 sintetasa evita

que la síntesis de hemo sea deficitaria y también el incremento de precursores

pero a costa de sobrecargar la ruta (54).

3 Por ello se acumulan y excretan masivas cantidades de porfirias sobre

todo URO de la Inútil variedad isomérica 1 que además tiene un fuerte efecto

¡ fotosensibilizante y estimula la síntesis de colágeno.

La masiva presencia de uroporfirina en orina y en los dientes de leche

es responsable, respectivamente, del color de vino de Burdeos de la orina y

¡ de la eritrodoncia o color marrón—sucio (los dientes fluorecen en rojo cuando

se los ilumina con luz ultravioleta).

U
Porfiria cutanea tarda (PCT

)

3 Es la variedad más frecuente de las porfirias. La mayoria de los

¡ portadores de la alteración metabólica son asintomáticos. La naturaleza de la

alteración metabólica radica en una hipoactividad hepática de la enzima

3 uroporfirinógeno descarboxilasa (UROgeno—D).

Se distinguen dos tipos de porfiria cutanea tarda (55): familiar y

1 esporádica. En la PCT familiar los pacientes y los familiares afectos presentan

3 hipoactividad de la URogeno—D en todos los tejidos: hígado, eritrocitos, cultivos

de fibroblastos etc. En la forma esporádica el defecto enzimático queda

¡ -39-
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restringido al tejido hepático.

¡ Hoy en día se ha demostrado que la porfiria hepatoeritrocitaria de Piñol

Aguadé no es una nueva variedad de porfírla sino la forma homozigótica de la

¡ PCT familiar (56), en la cual se observa una gran hipoactividad de la

¡ UROgeno-D.

Al Igual que sucede con los animales de laboratorio puede originarse en

¡ el hombre una PCT realmente adquirida o tóxica tras la acción de diversos

compuestos polihalogenados que inhiben la UR0geno—D.

3 Como consecuencia del trastorno descarboxilativo se acumulan en hígado

¡ y plasma y se excretan por orina las porfirinas más policarboxílicas, es decir

uroporfirina y heptacarboxilporfirina.

U
Coorooorfiria hereditaria

3 La mayoria de los portadores son asintomáticos debido a la baja

penetrancia del gen que origina hipoactividad de la enzima COPRO—oxidasa.

¡ La enfermedad puede manifestarse con un síndrome dérmico similar al de

¡ la porfiria cutánea 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.

3 Porfiria variegata

También se denomina porfiria surafricana por la elevada frecuencia entre

¡ la población blanca de dicho pais.

La enfermedad se debe a la hipoactividad del la PROTO—oxidasa, lo cual

U conduce a acúmulo de PROTO y COPRO , que se excretan fundamentalmente en

U heces. Al igual que la coproporfiria hereditaria, la variegata es también una
porfiria clínicamente mixta que puede presentarse bajo síndrome dérmico o

3 -40-
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en forma de crisis aguda.

Protoporfiria eritroDovética

Se debe a la hipoactividad de la última enzima de la ruta biosíntética del

hemo, ferroquelatasa.

El cuadro clínico de fotosensibilidad aguda que suele comenzar en la

infancia o juventud, es debido al acúmulo eritrocitario de PROTO libre no

ligada a zinc que 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 clínicamente por

manifestaciones dérmicas, debido a la acción de las porfirinas acumuladas, y

por crisis agudas. Por tanto junto con la clásica clasificación de las porfirias

en hepáticas y eritropoyéticas propuesta por Schmid y cols. a principios de

los años 50 (57),consideramos tambien la clasificación de estas enfermedads en

función de su sintomatología (Tabla 4).
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Tabla 4. ClasificacIón de las Porfirias.

SEGUN SU ORIGEN SEGUN SU SINTOMATOLOGíA

E r i tro poyét i cas:

— Congénita de Gúnther Cutáneas

— Protoporfiria

Hepáticas:

— Cutánea tarda

— Variegata Mixtas

— Coproporfiria

— Aguda de Doss Agudas

— Intermitente aguda
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Objetivos

Son muy diversas las técnicas que rutinariamente se utilizan

la concentrac ión urinaria de porf 1 rinas.en la cuantificación de

Los métodos que se emplean mayoritariamente

extracción y partición solvente que son relativamente

y requieren elevadas cantidades de muestra (50 mi).

Existen no obstante otra serie de micrométodos

cuales puede real izarse el estudio de la porfirinur

El micrométodo descrito originariamente por P

la cuantificación de las porfirinas sanguineas fue

nuestra Unidad de Porfirias para la valoración de la

con buenos resultados; no obstante es un método

varios pasos de extracción, previos a la valoración f

son

1 ab

los

or i o

mediante

¡a.

¡orne 1

adap

porf

que

1 uor

Ii para

tado en

r ¡nuria

precisa

métrica

f i na 1

Posteriormente Westerlund y cois. describieron una rápida,

sencilla y barata técnica de cuantificación de la porfirinuria

basada en la simple dilución clorhídrica de una micromuestra (100

wl) previa oxidación con yodo de los porfirinógenos a porfirinas

y adición de una solución decolorante para su posterior

val orac ¡ ón fI uor i métrica.

El objetivo de nuestro trabajo fue el estudio comparativo

de la porfirinuria mediante diferentes métodos analíticos y el

análisis más específico de las características y aplicabilidad

del método de Westerlund y cois.

Asismismo pretendimos un estudio de la porfirinuria desde

el punto de vista cualitativo, para lo cual desarrollamos una

técnica que nos permitiese conocer mediante barridos

fluorimétricos de las muestras procesadas, por los citados

de

sos

los
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métodos de Piomelli y Westerlund, los máximos de excitación de

las mismas; a partir de éstos y utilizando una recta patrón

previamente elaborada, podemos conocer los porcentajes de las

fracciones COPRO y URO presentes en la muestra, y

consecuentemente las cantidades existentes de las mismas

conociendo la porfirinuria total.

Desde el punto de vista cualitativo también nos propusimos

analizar la porfirinuria mediante el empleo de cromatografía de

capa fina, para conocer el reparto porcentual de diversas

carboxilporfirinas existentes.

Por tanto los objetivos de nuestro trabajo fueron los

siguientes:

1.— Cuantificación simultánea de la concentración urinaria

de porfirinas en muestras, mediante diversos métodos,tomando como

gold standar el método de Gajdos y Gajdos—Tórok.

2.— Anal izar las características del método de Westerlund

y cOIs,: recuperación y variabilidad.

3.— Estimar la presencia de las fracciones COPRO y URO a

partir de los micrométodos de Piomelíl y Westerlund.

4.— Obtener el perfil cromatográfico de las muestras

estudiadas -

5.— Estudiar la existencia o no de ritmo nictameral en la

excreción 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 arma de 24 horas.

6.- Estudiar la excreción urinaria de porfirinógenos en

individuos normales y porfíricos, para determinar sise requiere
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algún procedimiento de oxidación de porfirinógenos a porfirinas

antes de la cuantificación de éstas.
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Material y métodos

V.1. MATERIAL

Vii. MATERIAL INSTRUMENTAL:

* Espectrofluorímetro Hitachi, model

con lámpara de xenón como fuente de

R927F sensible al rojo.

* Espectrofotómetro Hitachi, modelo U—3200.

* Medidor de pH, Crison.

* Densitómetro CAMAG, SCANNER II.

* Agitador Cenco y material usual de laboratorio.

* Microjeringas.

V.1 .2.

E

de un

Invest

o F—4010 (Tokyo,Japan),

luz y fotomultiplicador

MATERIAL BIOLOGICO:

1 estudio ha sido llevado a cabo sobre muestras de orina

colectivo de 346 individuos, estudiados en la Unidad de

igación sobre Porfirias, entre los que se encontraban:

* Pacientes porfíricos:

• — Porfiria cutánea tarda (PCT)

— Porf irla intermitente aguda (PíA) . . -

— Porf irla variegata (PV)

— Protoporfiria erltropoyética (PPE)

* Individuos normales.

* Hepatópatas

* Individuos con insuficiencia renal

256

12

7

1

55

9

7
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REACT 1 VOS

Tampón fosfato salino

NaCí 0.9 %.

Acetato de et i

HCI 1.5 N

HCi 3 N

Tiosulfato sódico Na2S2O4, 0.5 mM

Eter sulfúrico

Acetato sódico 3 %

Tampón acético— acetato; pH 6.7

(PES), pH 7.4: fosfato sódico 10

o y ácido acético glacial 7:2 (y/y)

V.1.4. PRODUCTOS:

* Na2HPO4.2H20. MERCK

* NaH2PO4.2H2O. MERCK

* HCI 37 %. MERCK

* Acetato de etilo. PROBUS

* Acido acético glacial. PANREAC

*Tiosulfato sódico. MERCK

* Patrones de porfirinas en HCI 1 N: Coproporfirina III y

Uroporfirina III, viales con concentración de 0.5 pg/ml.

PORPI-IYRIN PRODUCTS INC. PO.BOX 31 LOGAN. UTAH 84321 USA.

* Porfirinas puras, sólidas: Uroporfirina III,

Coproporfirina III (Porphyrin Products).

* Placas de gel de sílice para cromatografía en capa fina,

20 x 20 cm. MERCK, sin indicador de fluorescencia.

V.1 .3.

*

mM

*

*

*

*

*

*

*
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V.2. METODOS DE LABORATORIO

V.2.1. METODOS CUANTITATIVOS:

1.1.— Método de partición y

y Gajdos—Torok (58)

Las porfirinas éter solubles son extraídas de 50 ml de arma

en un embudo de decantación mediante éter acidificado con ácido

acético (95:5, y/y). Tras la neutralización del exceso de acidez

del éter con acetato sódico al 3 % y tras sucesivos lavados con

agua destilada, la fracción COPRO es extraída del éter con una

solución clorhídrica 1.5 N. La fase acuosa en la que queda la

fracción URO, que no es extraída por el éter, se trata con

acetato de etilo—ácido acético (3:1 ,v/v) que capta dicha fracción

URO, siendo finalmente extraída con CIH 1.5 N.

Los extractos clorhídricos

espectrofotométricamente y el cálculo

porfirínica se efectuó empleando las sigui

fueron leídos

de la concentración

entes fórmulas:

extracción solvente de Gajdos

URO (~g/l) =

— 2 *

2 * D405 —

— (D430 +

(DaM + D

* 0.817 * Vf * 2 * 10

43O~ * 0.831 * Vf * 2 * 10

donde D representa la densidad óptica leída en el

espectrofotómetro, siendo los subíndices 402 y 405 las longitudes

de onda en las que aparecen los picos de máxima absorbancia para

las fracciones COPROy URO respectivamente.

Los factores 0.817 y 0.831 son factores de corrección

obtenidos para las fracciones CORRO y URO respectivamente a

partir del cociente peso molecular/coeficiente de extinción
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molar. Vf representa el volumen final de los

clorhídricos. Las cifras 2 y 10 son factores de

utilizados para expresar el resultado en ~g/l

y métodos

ext rac tos

dilución

1.2.— Métodos espectrofluorimétricos.

1.2.1.—Métododepiomelli (59) (60).Estemétodoemplea

dos pasos de extracción; es un método sencillo, rápido y sensible

que es capaz de detectar pequeñas cantidades de porfirinas

urinarias. En éste método se parte de 100 Ml de orina a

se añaden

lOmM, ajus

Tras

reactivo

agitación,

porf 1 rl nas

Inferior o

0.3 ml de una solución

tado a pH 7.4 con NaH2PO4

la dilución con PBS se añ

acetato de etilo—ácido

se añaden 2 ml de HCI

presentes en la muestra,

clorhídrica.

Esta fase clorhídrica se lee en el

fosfato (PES)tampón

lOmM).

aden a las muestras 2

acético (7:2 y/y).

1.5 N para extraer

que quedarán en la

(Na2HPO4

ml de

Tras

l as

fase

espect rof 1 uor ímet ro

frente a coproporfirina estándar fijando la longitud de onda de

excitación en 405 nm y la longitud de onda de emisión bien a 595

o 650 nm.

La concentración de

calcula aplicando lasigu

porfirinas presentes en la muestra se

lente fórmula:

Porfirinas (Mg/l) = (Cstd/Urstd) * UFm * VCII-4/Vi

siendo, Cstd,

coproporf ir i na,

de coproporfiri

la concentración del

UFstd, las unidades de

na, UPm, las unidades

estándar o patrón de

fluorescencia del patrón

de fluorescencia de la

los que
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muestra, VCIH, el volumen de la fase clorhídrica expresada en mi,

Vi el volumen inicial de la muestra expresado en ml.

Para la lectura fluorimétrica se fijó la anchura de banda

en 5 nm, tanto para la excitación como para la emisión.

1.2.2.— Método de Westerlund y col. (61). Este

micrométodo permite la detección de pequeñas cantidades de

porfirinas urinarias. A una muestra de 100 pl de orina se le

añade una gota de yoduro potásico yodado (solución lugol) al 1

% con el fin de oxidar los porfirinógenos no fluorescentes

presentes en la muestra a porfirinas.

Las porfirinas son diluidas en 1 ml de HCI 3 N y en 3 ml de

tiosulfato sódico 0.5 mM que decolora la tonalidad aportada por

el yodo.

La concentración de porfirinas se calcula mediante la

siguiente fórmula:

• Porfirinas (pg/l) = (Cstd/UFstd) * UFm * Vf/Vi

siendo, Cstd, la concentración del estandar o patrón de

coproporfirina, UFstd, las unidades de fluorescencia del patrón

de coproporfirina, UFm las unidades de fluorescencia de la

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 excitación en 405 nm y la longitud de onda de emisión

bien en 595 6 650 nm.
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V.2.2. METODOSCUALITATIVOS.

2.1.— Individualización de carboxilporfirinas.

Los métodos anteriormente citados únicamente podrían

diferenciar y cuantificar las clásicas fracciones COPROy URO,

constituidas en realidad por mezclas de diversas

carboxilporfirinas. El análisis cualitativo de las distintas

carboxi Iporfirinas se realiza por cromatografía en capa fina de

sus esteres metílicos, aunque podría realizarse a partir de

porfirinas libres (62). La individualización se realiza gracias

a sus diferentes Rf, que vienen condicionados por el número de

grupos carboxíl icos presentes en las cadenas laterales de las

moléculas porfirínicas.

Previamente a la separación cromatográfica, las porfirinas

presentes en la orina fueron esterificadas mediante la adición

de una solución de metanol:ácido sulfúrico (9:1 y/y)

manteniéndose en la oscuridad y a temperatura ambiente durante

24 horas. Las porfirinas urinarias fueron previamente absorbidas

en talco no sólo para su concentración sino también para evitar

el exceso de agua que entorpece el proceso de esterificación.Cada

mg de talco a pH 3—4, es capaz de adsorber unos 4 ng de

porfirinas (63). La presencia de hasta un 10 % de agua no afecta

notoriamente a la esterificación que, por otra parte, nunca llega

a ser completa, aun en ausencia aparente de agua, ya que la misma

esterificación de COPROy URO 1 ibera respectivamente 4 y 8 moles

de agua por molécula de porfirina (64) (65).

Las diversas modalidades de esterificación de las porfirinas

y desarrollo de los cromatogramas son ampí amente comentados por

Elder, Falk, Doss y Smith (66)(67)(68)(69).
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Los esteres metil icos fueron extraídos por cloroformo y

aplicados sobre placas de gel de sílice (20 x 20 cm) de 200—250

i’ 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

IAl).

Se somete

metanol (130:20

1 a 2 cm y formen

proceder a la

esterificadas se

la placa

y/y), de

un nuevo

separac

realiza un nuevo

a un corto recorrido en

tal modo que las bandas

frente más estrecho y puri

ión de las diferentes

recorrido de la plac

cloroformo—

asciendan de

ficado. Para

porf i r i nas

a empleando

el sistema solvente propuesto por Sears

por una fase móvil de tetracloruro de carbono,

acetato de etilo y propionato de etilo <2:2:1:

que con un sólo recorrido unidireccional

separación de la isocoproporfirina de la también

coproporfirina. Después, las placas de gel d

sometidas a un segundo recorrido en queroseno

y/y) con objeto de intensificar la fluorescencia

modificar el Rf, y de estabilizar la protoporfi

El barrido fluorimétrico nos proporciona un

permanente del perfil de cada cromatograma.

hemos despreciado las porfirinas

y cols (70), compuesto

dic 1 orometano,

1 y/y/y/y) en

nos permite

tetracarboxí 1

e sílice fue

/cloroformo

porf i rin i ca,

rina (71)

registro

SI stemát

gráf ¡ co

camente

que permanecen cerca del origen

del cromatograma y las que tienen una migración (Rf) más lenta

que la octocarboxil ica uroporfirina. Esta confusa zona de las

suburoporfirinas, en parte estudiada por Rimington y With,

contiene no sólo hidroxiporfirinas y porfirinas péptido—

conjugadas (porfirina Xfl sino también porfirinas parcialmente

esterificadas y metaloporfirinas. Las porfirinas ligadas a cobre

la

la

ca

ron

3:7

sin
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no fluorecen bajo la luz ultravioleta mientras que las unidas a

zinc emiten una característica fluorescencia naranja.

Los rasgos más característicos de la excreción cualitativa

de carboxi Iporfirinas en la PCT se resumen con el índice

urinario—PCT, ideado por Enriquez de Salamanca, cuyo cálculo se

basa en las siguientes fórmulas (72)(73):

Indice urinario PCT (Iu—PCT)= %HEPTA* 100 / %HEPTA+ %COPRO

2.2.— Determinación de las fracciones COPROy URO a partir

de los máximos de excitación.

Los métodos fluorimétricos de Piomelli y Westerlund y cois.

perm iten un análisis cuantitat ivo de porf irinas totales urinar ias

como anteriormente se expuso,no obstante estos métodos pueden ser

también utilizados desde un punto de vista cualitativo.

Las muestras procesadas por los citados métodos son

sometidas a un barrido fluorimétrico, fijándose la longitud de

onda de emisión a 650 nm y la longitud de onda de excitación

entre 350 y 440 nm. Se utilizó una anchura de banda deS nm tanto

para la emisión como para la excitación; la velocidad de barrido

fue de 240 nm/min.

La primera derivada del espectro de excitación se utilizó

para localizar con precisión el máximo de excitación.

A partir de dos soluciones equimolares de URO y COPRO se

determinaron los máximos de excitación correspondientes a

distintas proporciones de estas dos fracciones, pudiendo así

construir una recta patrón, que nos proporcionará en función de

un máximo de excitación conocido, los porcentajes de las
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fracciones COPRO y

procedimiento será

comentarios -

Material y métodos

URO presentes en una orina problema, este

ampliamente explicado en el capítulo de

2.3.— Método de valoración de porfirinógenos.

La excreción urinaria de porfirinógenos 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 mañana y esta es procesada

inmediatamente, mediante el método de Westerlund. Una al icuota

de 100 pl de orina se procesa incluyendo la adición de lugol como

agente oxidante , otra alícuota de iQOpí es procesada obviando

la adición del agente oxidante.

V.2.3. METODOSESTADíSTICOS.

3.1.— Transformación logaritm

el test de Kolmogorov—Smirnov la no

procedió a su transformación logar

análisis paramétricos.

3.2.— Análisis de la varianza (ANOVA), Test a posteriori

Scheffé.

3.3.— Regresión lineal

3.4.— T—Student (para verificar si la pend

de regresión difiere significativamente del)

3.5.— Test de Welch (Comparación de pendi

3.6.— Test no paramétricos ( Mann—W

independientes, Wi Icoxon, muestras apareadas)

3.7.— Test de Friedman, test a posteriori.

—54--
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3.8.— Estudio de ciclos (Método de Merriam y Clifton).

£
¡
u
¡
¡
u
¡
¡
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Resultados y comentarios

VI.I. COMPARACIONDE LOS DATOS OBTENIDOS TRAS LA DETERMINACION

URINARIA DE PORFIRINAS POR DIFERENTES METODOSANALíTICOS

La orina normal o patológica, contiene una mezcla de

porfirinas octo, hepta, hexa, penta y tetracarboxíl cas cuya

individualización analítica puede lograrse mediante complejas

técnicas de TLC (74)(75) o HPLC (76H77). Habitualmente la

porfirinuria suele analizarse mediante métodos que cuantifican

simplemente la excreción total de porfirinas y/o a lo sumo, sus

fracciones predominantes (78) (79> (80).

Son muy diversas las técnicas analíticas utilizadas para la

cuantificación de las porfirinas urinarias. Sin embargo muchas

de ellas, fueron diseñados con fines de investigación por lo que

resultan complejas para la mayoría de los laboratorios clínicos.

El objetivo del presente trabajo fue el estudio comparativo

de la porfirinurla mediante diversos micrométodos y mediante una

rutinaria técnica analítica de extracción solvente.

En un primer estudio (81) se analizó la excrec

de porfirinas en 44 pacientes con PCT en muy diferent

evolutivos, mediante el uso de cinco técnicas

diferentes. Como método estándar se consideró el ma

Gajdos y Gajdos—Tórók, el cual cuantifica las frac

y URO extraídas con éter acidificado o acetato de

acético respectivamente. Los extractos clorhídricos o

val orados espect rof 1 uor i métricamente.

Los valores estadísticos obtenidos para cada

métodos se muestran en la tabla 5.

lón urinaria

es estadios

anal it ¡cas

crométodo de

clones COPRO

etilo—ácido

bten idos son

uno de los
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Tabla 5.

urinaria

mediante

Piomel 1

directa.

GaJ dos

Plome 1

Wester 1 und

Columnas

Dilución

Parámetros estadísticos

de porfirinas (~g/l), en

los métodos analíticos

Westerlund, Columnas

Media

1213

1225

1093

520

898

Mediana

380

514

366

isa

170

obtenidos para la excreción

44 pacientes afectos de PCI

de Gajdos y Gajdos—Tórñk,

cromatográficas y Dilución

DE

2401

1890

1900

800

1738

Mm ¡mo

23

45

28

24

22

MAx i mo

13577

10537

11394

3106

9162
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Los resultados obtenidos mostraron diferencias

significativas entre los diferentes métodos ( ANOVA. F2.09 P<

0.05).

U El método cromatográfico presentó una infravaloración de la

3 porfirinuria debido en gran parte a la sobresaturación de la

resma, lo cual se hace especialmente patente en aquellas

3 muestras que poseen una elevada concentración de porfirinas. En

el método de dilución directa se omite cualquier procedimiento

U que permita la oxidación de porfirinógenos a porfirinas, los

• cuales son compuestos carentes de fluorescencia que deben ser

oxidados antes de la valoración fluorimétríca.

Descartados como métodos rutinarios el método cromatográfico

y el método de dilución directa, se realizó un estudio más

E exhaustivo de los métodos de Gaidos y Gajdos—Tórbk, Piomel II y

Wester 1 und.

Para ello, se analizó la excreción urinaria de porfirinas

3 en 346 Individuos afectos de PCT, PíA, PV, Hepatópatas,

individuos con insuficiencia renal e individuos no porfíricos,

3 por cada uno de los métodos anteriormente citados. Los valores

obtenidos para la excreción urinaria de porfirinas por los

U métodos de Gaidos, Piomel Ii y Westerlund, no siguen una

3 distribución normal (test Kolrnogorv—Smirnov), por lo tanto se

utilizó la transformación logarítmica, antes de realizar los

3 análisis paramétricos.

La cuantificación de la excreción urinaria de porfirinas

U difiere significativamente entre los métodos utilizados (ANOVA.

3 = 17.94, p<0.0O1) (Tabla 6).

• -58-
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Tabla 6. Parámetros estadísticos obtenidos para la excreción

urinaria de porfirinas (pg/l>, en pacientes afectos de PCT, PíA,

PV, hepatópatas, enfermos con insuficiencia renal e individuos

no porfíricos mediante los métodos anal iticos de Gaidos y Gaidos—

T&rók, Piomelli, Westerlund.

Media

352.94

0.2.

600.95

Mínimo

2.00

Máx i mo

4464.00Ga] dos

(n=346)

Piomelli 612.05 1054.08 12.00 8087.18

(n=344)

Westerlund 575.23 1058.70 12.00 6920.09

(n=343)
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Existen diferencias significativas entre los valoresmedios

obtenidos por los métodos de Gaidos y Westerlund, así como entre

los obtenidos entre los métodos de Gajdos y Piomelli (test a

U posteriori de Scheffé, pcO.05). No se detectaron diferencias

3 significativas entre los valores medios obtenidos por los métodos

de Piomelli y Westerlund (test a posteriori de Scheffé).

Se llevó a cabo el estudio estadístico de las submuestras

de individuos afectos de PCT e individuos no porfíricos, con el

U fin de confirmar los resultados anteriores independientemente deu la cuantía de la excreción porfirínica. Se mantienen las

diferenciassignificativas entre losvaloresmedlosobtenidospor

3 cada uno de los métodos (ANOVA. PCT: F2,760=11.84, p<0.0O1; NORMAL:

F2,161=9.01, p<O.001) (Tablas 7 y 8>.

3 Los análisis 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 Gaidos y Piomel Ii (test de Scheffé). En las

submuestras estudiadas (PCT, no porfíricos), no se detectaron

diferencias significativas (test de Scheffé) entre los valores

medios obtenidos por los métodos de Westerlund y Piomelíl.

Tanto en la muestra global, como en las submuestras

3 estudiadas, los valores medios obtenidos por los métodos de

Piomelli y Westerlund son superiores a los detectados por el

método de Gaidos.

Nuestro objetivo fue introducir como método rutinario en el

U laboratorio, unmicrométodo para la cuantificación de porfirinas

urinarias, que pudiese reemplazar al tradicional macrométodo de

Gaidos y GaJdos—Tórók, lo cual supone el empleo de un menor

• -60-
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Tabla 7.

urinaria

med i ante

Plome 1 II,

Parámetros estadísticos obtenidos para la excreción

de porfirinas (~g/l), en pacientes afectos de PCI,

los métodos anal iticos de Gaidos y Gajdos—Tórók,

Wester 1 und.

Media D.E. Mínimo Máximo

Gaidos 402.24 671.49 9.00 4464.00

(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. Parámetros estadísticos obtenidos para la excreción

urinaria de porfirinas (ug/l), en individuos no porfiricos

mediante los métodos anal iticos de Gaidos y Gajdos—Tórbk,

Piomelíl, Westerlund.

Media D.E. Mínimo Máximo

Gajdos 115.83 113.37 2.00 508.09

(n=55)

Piomelli 206.91 171.63 12.00 722.18

(n=54)

Westerlund 158.87 122.17 12.00 520.09

(n=55)
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U volumen de orina (100 ¡u) y menor cantidad de reactivos.

U La precisión del nuevo método ha de ser evaluada usando como

referencia un método de exactitud conocida, como en nuestro caso

U el método de Gaidos y Gajdos—Tórók (82) (83). Para el lo se

utiliza el método estadístico de regresión lineal (y=a+bx>,

U determinando la pendiente (b), el punto de corte (a) y el

U coeficiente de correlación (r).

La pendiente de la recta de regresión, nos da una estimación

¡ del error anal ítico proporcional y el punto de corte una

estimación del error analítico sistemático.

U Las muestras de orina de 346 pacientes fueron anal izadas por

U duplicado por los métodos de Westerlund y GaJdos. Se utilizaron

las medias de las duplicaciones de ambos métodos que son

U representadas en la figura 15. En el eje de abcisas se

representan los valores obtenidos por el método estándar (Gajdos)

U y en el eje de ordenadas los obtenidos por el nuevo método enu estudio (Westerlund).

El análisis de la regresión lineal nos dió los siguientes

U estadísticos: pendiente 1.58, punto de corte 14.2 (¡ug/l) y

coeficiente de correlación 0.90.

U Estos estadísticos son interpretados de la siguiente forma,

U la pendiente difiere significativamente del (t—Student, t=14.14,

p < 0.01) mostrando que el error analítico proporcional es de un

U 58% a favor del nuevo método. El punto de corte refleja un error

sistemático constante de 14.2 wg/l. Este error sistemático

U constante es pequeño si consideramos que el rango de valores de

U las variables X e Y es de 2 ~g/l a 7000 ¡ug/l. El alto valor delcoeficiente de correlación confirma que se ha estudiado un amplio

• -62-
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6000

GAJDOS& GAJDOS-TOROK

Regresión lineal

obtenidos por el

(y= 14.2+ 1.58X,

de los valores de porfirinas

método de Westerlund y por el

r=0.90, F=1.50* 10~, p<0.001).

urinarias

método de
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rango de concentraciones y que los datos nos dan una estima real

de la regresión estadística.

Las muestras urinarias se analizaron también por duplicado

por los métodos de Piomelli y Gaidos. Se utilizaron las medias

de las dupí icaciones de ambos métodos, representándose 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 PiomeHi.

El análisis de la regresión lineal nos da los siguientes

estadísticos: pendiente 1.63, punto de corte 35.5 ¡ig/! y

coeficiente de correlación 0.93.

La pendiente difiere significativamente de 1 (t—Student.

t=19.09, p <0.01) mostrando que el error analítico proporcional

es de un 63 % a favor del método de Piomell¡. El punto de corte

refleja un error sistemático de 35.5 pg/l, pequeño si

consideramos que el rango de valores para las variables X e Y es

de 2 pg/l a 8000 pg/l. El alto valor del coeficiente de

correl-ación confirma al igual que en el caso anterior que

nuestros datos nos dan una estima real de la regresión

estad (st i ca.

Los criterios para la aceptación de un nuevo método dependen

tanto de su aplicabilidad como de su eficacia. La aplicabilidad

engloba factores tales como tamaño de muestra, tipo de muestra

que se usa, velocidad del análisis, equipo necesario, coste y

requerimientos personales. La eficacia considera los tipos y

magnitud de los errores. Juntos la aplicabilidad y la eficacia

definen los criterios de aceptabilidad. Estos criterios se toman

en el laboratorio y para las condiciones clínicas en tas que
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GAJDOS& GAJDOS-TOROK

Regresión lineal de los

obtenidos por el método

(y 35.5+ 1.63X, r=0.93,

valores de porfirinas

de Piomelli y por el

F=2.34* ío3, p<0.001).

5000
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8000
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los valores para dichos métodos van a ser utilizadas.

Ambos micrométodos Westerlund y Piomelli presentan similar

eficacia, esto es error sistemático constante pequeño (14.2 ¡ig/l,

35.5 pg/l) y un error analítico proporcional del 58% y 63%

respectivamente. La comparación de las pendientes de las rectas

de regresión de ambos métodos, se real izó mediante el test de

Welch. No se detectaron diferencias significativas entre ambas

pendientes (t=O.94, p>O.5).

Por tanto el criterio para la aceptación de uno de los dos

micrométodos va a depender de su api icabí 1 Idad. Ambos requieren

muestras pequeñas de orina (100 pl) y el mismo equipo y

requerimientos personales. Sin embargo el método de Plomelíl, en

principio diseñado para la cuantificación de porfirinas

sanguíneas,

cuant i fi cac

extracción, los cuales no

Westerlund. Con estos pasos

que pudiesen interferir en la

fluorescencia no específica

concentración de porfirinas

introduce la oxidación de porf 1

y adaptado en

ón de porfirinas ur

nuestro laboratorio para la

manas, coní eva varios pasos de

son necesarios en el método de

de extracción se eliminan productos

fluorescencia, no obstante persiste

que lleva a una sobrevaloración de

Asimismo el método de Westerlund

rinógenos (sin color) aporfirinas

(fluorescentes) mediante la utilización del yoduro potásico

yodado. En el método de Piomelli la oxidación de los

porfininógenos tiene lugar por la propia acidificación de la

muestra. Con estos criterios consideramos que el método de

Westerlund se muestra plenamente adecuado para el estudio de la

porfininuria total.
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VI.2. RECUPERACIONY VARIABILIDAD DEL METODODE WESTERLUND

Las porfirinas, como ya se comentó anteriormente, presentan

un espectro de absorción cuyo máximo se sitúa alrededor de 400—

410 nm, zona que se denomina banda de Soret. Este máximo de

absorción aparece tanto si las porfirinas se encuentran en

disoluciones ácidas como básicas, pero además pueden aparecer

otras bandas que variarán dependiendo del disolvente que se

uti 1 ice (84)(5).

Si las porfirinas se disuelven en PES (buffer fosfato), que

es débi mente alcalino, aparecerán además de la banda de Soret

otras cuatro bandas que se denominan .(, 8, T , cuyas longitudes

de onda son 500, 542, 562 y 612 nm respectivamente.

Sin embargo, si las porfirinas se disuelven en HCI iN

persisten la banda de Soret y las bandas oC y 13 pero desaparecen

las bandas y y 6 (Fig.17).

Esto nos demuestra que las bandas de absorción son

características para cada solvente, variando según el pH, pero

en cualquier caso se mantiene la banda de Soret, razón por la

cual esta se utiliza como máximo de excitación de la molécula

porfirínica cuando se trata de hacer determinaciones

espect rof 1 uor i métricas.
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Fig.17. Espectro de absorción en el que aparecen la banda de

Soret y las bandas ot,fl,’C y 6
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la longitud de onda de excitación queda

determinar cual es la más adecuada longitud de onda de emisión.

En solución clorhídrica las longitudes de onda utilizadas para

la emisión corresponden a 595 y 650 nm dado que cuando se realiza

el espectro de emisión aparecen dos picos correspondientes a

estas longitudes de onda, siendo el pico mayor a 595 nm que a 650

nm por lo cual habitualmente la longitud de onda utilizada para

la emisión era de 595 nm (Plg.1S).

se observó que el espectro dePosteriormente

longitud de onda de

exc ¡ tac i ón

emisión depresentaba un mayor pico con una

595 nm pero también era más alta la línea base, lo cual quiere

decir que en esta longitud de onda se detecta mayor cantidad de

impurezas que a 650 nm por lo que coincidiendo con Westerlund

consideramos que es más adecuado fijar la longitud de onda de

emisión a 650 nm (Fig. 19).

Una vez determinadas las longitudes de onda a

los barridos espectrof luorimétricos,deben real izarse

las cuales

real izamos

una serie de

del método de

experiencias

Wester ¡ und.

para determinar la reproductibilidad

r ¡os

por

—69—



Resultados y comentarios

Fig.18. Espectro de emisión de coproporfirina estandar fijando

lambda de excitación a 405 nm.
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Fig.19. Espectros de excitación de porfirinas urinarias fijando

lambda de emisión a 650 nm (—) o a 595 nm (————).
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Una de las experiencias realizadas fue determinar el

porcentaje de recuperación del método para determinar la

posibilidad que tiene éste de medir correctamente cantidades

puras añadidas a muestras analizadas rutinariamente (85)(86).

Para ello se elaboró una orina artificial sobre la cual se

añadieron los patrones de porfirinas previamente valorados, así

podemos asegurar que las únicas porfirinas existentes son las

añadidas. La orina artificial se elaboró según las

recomendaciones de Katsumato T. y cols. (87) (11.6 g cloruro

sódico, 2 g fosfato amónico dibásico, 15 g de urea, agua

destilada).

Los

espect rof

100 ¡ul de

patrones de

luorimétrica como

estos patrones a

En las

recuperación

coproporf 1 rina

uropor-firina (

El rango

porcentaje me

la uroporfiri

y 1.5%, es

concentración

que los obten

reflejan en

licenciatura.

porfirinas son valorados tanto

espectrofotométrícamente, añadiéndose

200 iii de orina artificial.

tablas 9 y 10 aparecen los porcentajes de

obtenidos tanto si se añade como patrón

(COPRa III) como si el patrón añadido es

URO III).

de recuperación varia entre 112% y 89% siendo el

dio de 99.8% para la coproporfirina y de 98.5% para

na, lo cual supone un error proporcional de 0.02%

decir, un error de 0.02 a 1.5 ¡ig/l en una

total de 100 pg/l. Estos porcentajes son mayores

idos por el método de Piomelli cuyos resultados se

las tablas 11 y 12 (Crespo M.J. Tesina de

Fac. deCC.Biológicas. Universidad Autónoma. 1988)

E
¡
£
1
£
£
¡
3
a
¡
1
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TablaS.Recuperaciónanalíticadecoproporfirinaañadidaaorina

control

Valoración de patrones añadidos (pg/l>

Espectrofotometría Espectrof 1 uor imetria

1797 1990

1266 1377

720 821

339 371

163 189

77 92

Fijando en todos los casos lambda excitación

lambda emisión

Porcentaje de recuperación total

Orina artificial

Muestra % Recuperación

2025 101.7

1456 105.7

759 92.4

383 103.2

180 95.2

93 101.1

405

650

— 99

nm

nm

.8 %
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Resultados y comentarios

Tabla 10. Recuperación analítica de uroporfirina añadida a orina

control

Valoración de patrones añadidos (pg/l)

Espectrofotometría Espectrof luorimetría

2620 3154

1185 1427

600 771

400 382

100 111

77 92

Fijando en

Orina artificial

Muestra % Recuperación

3478 110.0

1971 89.0

685 89.0

430 112.0

103 92.7

93 101.1

todos los casos lambda excitación 405 nm

lambda emisión 660 nm

Porcentaje de recuperación total = 98.5 %
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Resultados y comentarios

Tabla 11. Recuperación analítica de coproporfirinas determinadas

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

(COPRO] añadida a la orina Piomelli Recuperación

(¡ig/l) (pg/l) (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

253.5 409.4 176.3 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 5659.0 5324.9 82.3

10101.6 7943.0 7708.9 76.3

16163.0 11430.5 11196.4 69.3

17013.7 12446.2 12211.1 71.8
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Resultados y comentarios

Tabla 12. Recuperación anal ítica de uroporfirinas determinadas

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

EURO] añadida a la orina Piomelli Recuperación

(¡ug/l) (~g/l) (1)—234.1

25.1 200.9 36.0 143.4

39.3 204.8 39.9 101.5

62.9 222.2 57.3 91.1

104.8 286.6 79.4 75.8

157.3 333.1 121.6 77.3

251.7 427.9 168.2 66~8

393.3 578.5 263.0 66.9

629.2 687.4 413.6 65.7

993.5 1215.9 772.5 72.7

1573.1 1540.2 1051.0 66.8

2517.0 3034.0 1375.3 54.6

3775.5 4100.1 2869.1 76.0

6292.5 7070.5 3935.2 62.5

9935.5 10661.7 6905.6 69.5

15731.2 11394.2 10496.8 66.7

17161.3 12445.2 11229.3 65.4

—76—



Resultados y comentarios

Para anal izar la precisión del método de Westerlund, debemos

estudiar la variabilidad que se observa cuando una misma muestra

se procesa varias veces (“wlthln—run’); para ello nos basamos en

los coeficientes de variación obtenidos ante diferentes

concentraciones de porfirinas en orina (88)(29).

Para determinar el coeficiente de variación se realizó la

siguiente experiencia. Una misma muestra de orina de un paciente

porfírico con alta concentración de uroporfirina se diluyó

sucesivas veces.

A— 5000 H— 300 pg/l

6— 4000 1— 200

C— 3000 J— 100

D— 2000 K— 50

E— 1000 L— 40

P— 500 M— 30

G— 400 N— 10

Se tomaron 100 pl de cada una de las diluciones y cada

muestra se procesó por sextuplicado mediante el método de

Westerlund. Los resultados obtenidos se muestran en la tablas iSa

y lSb.

Se observó cómo el coeficiente de variación aumenta a medida

que disminuye la concentración de las muestras.

Con el fin de disminuir este coeficiente de variación se

tomaron mayores volúmenes de muestra, 200 y 400 pl. Los

resultados obtenidos se muestran en las tablas 14 y 15,

observándose una disminución del coeficiente de variación.
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Resultados y comentarios

Tabla 13b. Media, desviación estandar (DE) y coeficiente de

variación (CV) de los valores obtenidos al procesar 100 ¡al de

orina de un paciente con uroporfirinuria mediante el método de

Wester 1 und.

Media DE CV

A (5000 ¡al) 4492 163.2 3.40

E (4000 ¡al) 3905 131.8 3.37

C (3000 1.11) 2982 64.8 2.17

D (2000 pl) 2073 169.6 8.18

E (1000 ¡al) 1100 15.0 1.30

F (500 ¡al) 574 22.7 3.95

G (400 pl) 432 13.4 3.10

H (300 Ial) 316 4.8 1.50

1 (200 ¡al) 178 9.1 5.10

J (100 ¡al) 90 6.8 6.50

K (50 pl> 38 3.1 7.80

L (40 pl) 20 5.5 26.60

M (30 ¡al) 8 1.6 21.30

N (10 pl) 2 1.2 72.40
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Resultados y comentarios

Tabla

200 Ial

método

14.

de

de

DetermInación

orina de las

Westerlund.

del coeficiente de variación

muestras menos concentradas

al procesar

mediante el

Diluciones (¡ag/l)

K L M N

38 18 5 1.2

37 16 8 2.0

37 16 9 1.2

36 16 8 1.5

35 16 7 2.1

37 16 8 1.0

Media 36.6 16 7.6 1.5

DE 1.03 1.1 1.3 0.5

CV 2.8 6.8 18.2 30.5
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Resultados y comentarios

al procesarTabla 15. Determinación del coeficiente de variación

400 ¡al de orina de las muestras menos concentradas mediante el

método de Westerlund.

Diluciones (¡.ig/l)

1< 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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Resultados y comentarios

Por tanto en aquel los casos en los que se detecta una baja

concentración de porfirinas se aconseja aumentar el volumen de

orina antes de procesar la muestra por el método de Westerlund.

En casos de muestras con una elevada concentración de

porfirinas no se observó un alto coeficiente de variación, por

lo que si reducimos la cantidad de muestra tomada a 25 o 50 1.11,

se obtienen coeficientes de variación que no difieren

significativamente de los obtenidos con la cantidad de 100 ¡al de

orina (Tabla 16 y 17). Por tanto no es necesario reducir la

cantidad de orina inicial tomada.

Se real izó la misma experiencia que en el

una muestra de orina de un individuo

coproporfirinuria. El procedimiento seguido

partir de una orina de concentración conoc

sucesivas diluciones. Una alícuota de 100 ¡al

diluciones real izadas fue procesada por el mé

Al Igual que en el caso anterior se observa

de variación es elevado en aquellas muestras

inferiores a 50 ¡ag/l. Por tanto siempre que

caso anterior con

que presentaba

fue el mismo, a

ida se real izaron

de cada una de las

todo de Westerlund.

que el coeficiente

con concentraciones

se trabaje com

muest ras poco concentradas

variabilidad aumentando

puede conseguirse una menor

la cantidad de muestra tomada.

—82—
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Resultados y comentarios

6. DetermInación del coeficiente de variación al procesar

de orina de pacientes con uroporfirinuria mediante el

de Westerlund.

A E C

Diluciones

D

(¡ag/l)

E F 6

5686 4455 3888 2025 972 486 324

5824 4860 3888 2106 1134 518 405

5492 3564 3807 1863 1053 518 324

5370 4455 3726 1944 1012 429 324

5103 4212 3726 1863 972 518 324

5184 4617 3321 2025 1132 453 243

5443 4360 3726 1971 1046 487 324

281 444 211 58 74.5 38 51

5.1 10.2 5.6 4.9 7.1 7.9 15.8

Tabla 1

25 ¡al

método

u
u
1
U
U
u
1
u
E
u

Media

DE

CV

U
u
u
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Tabla 17. DetermInación del coeficiente de variación al procesar

50 ¡al de orina de pacientes con uroporfirinuria mediante el

método de Westerlund.

A 6 C

Diluciones

D

(¡ag/l)

E F G

6504 5661 4990 3397 1138 676 439

7856 6375 4572 3171 1366 687 515

7245 6617 4636 3226 1357 710 386

7239 5661 4572 3181 1363 697 418

7840 5828 4701 3121 1402 639 470

7373 5941 4636 3268 1414 730 322

7343 6010 4684 3227 1339 685 425

497 399 157 97 101.4 256 67.1

6.76 6.6 3.3 3.1 7.5 3.7 15.7
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VI.3. ELABORACIONDE RECTAS PATRONPARA DETERMINAR LAS FRACCIONES

COPROY URO A PARTIR DE PORFIRINAS TOTALES

El tradicional método de Gaidos y Gajdos Tórbk determina las

fracciones COPROy URO presentes en una muestra de orina, lo cual

supone una ventaja frente a los micrométodos de Piomelíl y

Westerlund, los cuales cuantifican porfirinas totales.

Con el fin de determinar con exactitud las fracciones COPRO

y URO mediante los citados métodos,

procedimiento que permitió la util

no sólo cuantitativa sino también

Las muestras urinarias fue

métodos de Piomel Ii y Westerlund,

a un barrido f luor métrico fi] ando

bien a 595 nm (método de Piome

Westerlund) y la longitud de onda

nm, obteniéndose de esta manera e

se desarrol 16 un

ización de ambos micrométodos

cualitativamente.

ron procesadas mediante los

y posteriormente se sometieron

la longitud de onda de emisión

III) o a 650 nm (método de

de excitación entre 350 y 440

1 espectro de excitación cuyo

máximo se determinó con la

(90)(91)(92)(93H94). La

revela un punto de inflexi

que corresponde al pico

correlación lineal entre

punto de corte con la

claramente definida.

ayuda de la

derivada del

ón en la regi

máximo del

la concentrac

¡ [nea base a

primera derivada (Fig.20)

espectro de excitación

ón de la banda de Soret,

espectro. Existe una

lón de porfirinas y el

una longitud de onda

85
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‘s.l

F¡g.20. Espectro de

su primera derivada.

fi uorescenc ¡ a

Ii
~1

de una muestra de orina, con

—86—
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Se ha observado que el punto de corte con la línea base en

la primera derivada del espectro, proporciona una buena

estimación de la proporción uroporfirína/coproporfirinapresentes

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 COPROy URO estándar

3 (95). Por tanto, la proporción uroporfirina/coproporfirina se

calcula para la longitud de onda a la cual la derivada del

¡ espectro intercepta la línea base. Partimos de dos soluciones

3 estandar equimoleculares de coproporfirina y uroporfirina

(Coproporfirina III, Uroporfirina III con concentración de 0.5

¡ ¡ag/l). A partir de estas soluciones se obtuvieron una serie de

muestras con concentraciones variables de coproporfirina y

3 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 tos métodos de

3 Westerlund y Piomelíl y se sometieron a un barrido fluorimétrico

obteniéndose el correspondiente espectro de excitación a partir

1 del cual se determinaron los máximos de excitación.

¡ La relación entre las concentraciones de COPROy UROde cada

muestra y su correspondiente máximo de excitación, nos permitió

3 establecer una ecuación a partir de la cual las fracciones COPEO

y URO pueden ser estimadas conociendo el máximo de excitación de

¡ la muestra urinaria y la cantidad de porfirinas presentes en la

¡ muestra (Fig. 21 y 22).

U
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Tabla 18. Máximos de excitación correspondientes a muestras con

diferentes porcentajes de coproporfirina y uroporfirina

estandares, obtenidos anal izando las muestras con el micrométodo

de Piomelli y utilizando longitud de onda de emisión de 595 nm.

Porcentajes de COPEO y URO Máximos de excitación

100% COPEO— 0% URO 405.0

90% COPEO—10% URO 408.6

80% COPRO—20% URO 405. 9

70% COPEO—30% URO 406.4

60% COPEO—40% URO 406.8

50% COPRO—50% URO 407.3

40% COPEO—60% URO 407.7

30% COPRO—70% URO 408.06

20% COPEO—80% URO 408.4

10% COPEO—90% URO 408.8

- 0% COPRO—100% URO 409.0

-88--

u
¡
¡
E
u
E
u
¡
¡
¡
E
¡
u
¡
U
¡
¡
¡
E
¡
u



Resultados y comentarios

100

90

80

70

r.

o

o 50

D 40

30

20

10

0

405

0

10

20

30

40

50

60

70

80

go
100

409

o
o-o
o

MAXIMOSDE EXCITACION (nm)

Fig.21. Regres

obtenidos por

COPROporf i rina

lón lineal entre los

el método de Piomelli

(y= —9863.8 + 24.35 X,

máximos de excitación (nm)

y el porcentaje de URO y

r=0.99, P=1566.4, p<0.001).
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Tabla 19. Máximos de excitación

diferentes porcentajes de

estandars, obtenidos anal izando

de Westerlund y utilizando longi

Porcentajes de

100% COPRa—

90% COPRO—

80% COPRO—

70% COPRO—

60% COPRO-

50% COPRO-

40% COPRO—

30% COPRO—

20% COPRO—

10% COPRO-

0% COPRO-1

COPRO y

0% URO

10% URO

20% URO

30% URO

40% URO

50% URO

60% URO

70% URO

80% URO

90% URO

00% URO

correspondientes a

coproporfirina y

las muestras con

tud de onda de emi

URO

muestras con

uroporfi rina

el micrométodo

sión de 650 nm.

Máximos de excitación

403.6

404.0

404.4

405.0

405.45

406.05

406.4

406.75

407.28

407.6

407.8
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loo 0

90 10

80 20

70 30

2 60 40 _

0 50 0
o-

D 40 0
o

30 70

20 80

10 90

0403 408

MAXIMOS DE EXCITACION (nm)

Fig.22. Regresión lineal entre los máximos de excitacción (nm)

obtenidos por el método de Westerlund y el porcentajes de URO y

CoPROporfirina (y= —8192.1 + 20.3 X), r0A9, F=700.1, p<0.O01).

404 405 406 407
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VI.4. ESTUDIO DE LA EXCRECION URINARIA DE PORFIRINOGENOS EN

INDIVIDUOS NORMALESY EN PACIENTES CON PCT Y PíA

Los porfirinógenos y no las porfirinas son los verdaderos

Intermediarios de la ruta biosintética del hemo. Ambos son

excretados en bi 1 Is y orina donde pueden ser determinados tras

la oxidación de estos porfirinógenos a porfirinas fluorescentes.

Aunque se conoce desde hace años que las porfirinas pueden ser

excretadas en la forma oxidada y la reducida, sorprendentemente

hay pocas referencias concernientes a la cuantificación de la

excreción de porfirinógenos.

El objetivo de este trabajo fue anal izar y comparar el

porcentaje de excreción urinaria de porfirinógenos en individuos

normales y en pacientes con porfiria cutánea tarda (PCT) y

porfiria intermitente aguda (PíA), ya que en estos pacientes se

aprecla una excrecIón masiva de porfirinas que podrían tener

efecto sobre la oxidación de coproporfirinógenos.

La excreción urinaria de porfirinógenos y porfirinas fue

analizada en 30 indivIduos normales, 30 individuos con PCT y 27

con PíA. El diagnóstico de ambos tipos de porfiria se basó en

criterios clínicos y fue confirmado por pruebas bioquímicas.

Se recogió la segunda orina de la mañana y fue

inmediatamente procesada. La concentración de porfirinas fue

fluorimétricamente determinada de acuerdo con el método de

Westerlund y cols. (Flg.23).

Las porfirinas fueron cuantificadas fijando longitudes de

onda de excitación y emisión de 405 y 650 nm respectivamente

usando coproporfirina 1 (Porphyrin Products.Logan, Utah,USA) como
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100 pI ORINA

lODO

1mIMCI3N

3 ml TIOSULFATO SODICO~

Lambda Excitation: 405 nm

Lambda Emisslon: 650 nm

Fig.23. Representación esquematica del método de Westerlund

utilizado para la cuantificación de porfirinógenos.
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estándar.

La cantidad de porfirinógenos fue determinada

diferencia entre la cantidad de porfirinas de las

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

como la

muest ras
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400

Wavelenght (nm)

Fig.24. Espectros obtenidos antes

oxidación de los porfirinógenos a

— —) y después (—) de la

porfirinas con iodo.

10

-J5

o
360 440
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Las fracciones molares de

longitud

Resultados y comentarios

COPROy URO se estimaron por la

de onda de la señal máxima obtenida

barrido fluorímétrico con

350 y 440 nm, fijando la

Para localizar el pi

se utilizó la primera der

este punto máximo en el

Las comparaciones

porfirinas entre grupo

mediante los test no

al

longitud de onda de exci

longitud de onda de emisi

co máximo de cada espectro

ivada, quedando localizado

punto de inflexion de la

estadísticas de la excreci

s y dentro de cada grupo

paramét ricos

real izar

tación ent

ón en 650

de excitac

con exacti

curva.

ón ur

se r

de Mann—Whitney

un

re

nm.

ón

tud

maria de

eal izaron

(muest ras

independientes) y Wi Icoxon (muestras apareadas), ya que ambas

variables no seguían un distribución normal (test Kolmogorov—

Smirnov). La comparación del porcentaje de porfirinógenos entre

los diferentes grupos se real izó mediante el test paramétrico t—

Student (variable seguía una distribución normal). Se realizaron

también estudios de regresión y correlación.

En las tablas 20, 21 y 22 aparecen los parámetros

estadísticos de los valores de excreción urinaria de porfirinas

determinadas sin agente oxidante y tras la oxidación con iodo,

así como los valores de porcentajes de porfirinógenos.

Como obviamente esperábamos los dos grupos de pacientes

porfíricos mostraron una excreción de porfirinas

significativamente mayor que los Individuos normales (p< 0.001).

La adición de yodo como agente oxidante conduce a la

oxidación de los porfirinógenos y por tanto la cantidad de

porfirinas aumenta significativamente en los tres grupos

(p< 0.01) (Tabla 23).

—96—



Resultados y comentarios

Tabla 20. Parámetros estadísticos de los valores de excreción
urinaria de porf irinas sin agente ox idante

Media DS Mediana Mínimo Máximo Rango

CONTROL 58 30 68 20 121 101
(n=30)

PCT 1350 1327 1059 49 4477 4428
(n=30)

PíA 1934 3721 641 88 14834 14764
(n=27>

Tabla 21. Parámetros estadísticos de los valores de excreción
urinaria de porfirinas tras oxidación con iodo.

Media DS Mediana Minimo Máximo Rango

CONTROL 96 48 94 23 184 161
(n=30)

PCT 1535 1451 1338 77 4851 4774
(n=30)

PíA 2281 3904 815 102 15211 15109
(n=27)

Tabla 22. Parámetros estadísticos de los valores de porcentaje
de porfirinógenos.

Media DS Mediana Mínimo Máximo Rango

CONTROL 38 15 39 4.95 60.9
(n=30)

39.4

PCT 17 11 17 2.05 40.8
(n=30)

38.8

PíA 20 15 17 2.48 56.9
(n=27)

54.4
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Tabla 23. Porfirinas totales y porfirinógenos en orina.

GRUPO PORFIRINAS (¡ag/l) PORFIRINOGENOS(%)

Mediana (Limites) Media ±DE

Muestras Muestras

sin oxidar oxidadas

Controles 68~ 94 38 ±15

(n=30) (20—121) (23—184>

PCT 105? 1338 17 ±

(n30> (49—4477) (77—4851)

PIA 641v 20 ±1S~

(n27) (88—14834)

815

102¶15211 )

~p< 0.001

~p< 0.01 vs controles
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La oxidación de porfirinógenos a porfirinas puede ser

llevada a cabo por diferentes procedimientos. En nuestro grupo

de trabajo usamos una solución yodada tal y como sugieren Watson

y cols. y Martasek y cois (96)(97) tras descartar el empleo de

cloranilo (2,3,6,6 tetracloro—1,4 benzoquinona) como agente

oxidante por sus problemas de solubilidad e inestabilidad (98).

Otros autores sugieren exposición de las muestras a la luz

solar, adición de NaHCO3 para conseguir un pH alcalino o

adición de peróxido de hidrógeno, observando que la adición de

12 y H202 son comparables y con ambos reactivos se obtenían

resultados similares de oxidación; no obstante se encontró que

el uroporfirinógeno se oxidaba mas rápidamente tras la adición

de peróxido de hidrógeno. También se observó que el

uroporfirinógeno estaba menos sujeto a la oxidación espontánea

durante la extracción con acetato de etilo que el

coproporfirinógeno (99). La acidificación por sí sóla es

insuficiente ya que la oxidación de los porfirinógenos en medio

ácido tiene lugar de forma lenta e incompleta.

El porcentaje medio de porfirinas urinarias excretadas como

porfirinógenos fue similar en pacientes con PCT (17%) y en

pacientes con PíA (20%) siendo en ambos casos significativamente

menor que la cantidad observada en Individuos normales (38%)

Tabla 23. Estos resultados sugieren que la masiva excreción de

porfirinas que tiene lugar en pacientes porfíricos puede ser un

factor de oxidación para los porfirinógenos. Sin embargo sólo en

pacientes con PCT se observó una correlación negativa entre el

porcentaje de porfirinógenos y la excreción total de porfirinas

(Fi g .25).
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El alto contenido de porfirinógenos en sujetos normales

puede ser debido a la excreción predominante de coproporfirina

(76.7%) ya que esta tetracarboxilporfirina es excretada

mayoritariamente en la orina en forma de porfirinógeno.

Watson y cois. observaron que en orina reciente entre 26%

y 66% de coproporfirina estaba presente en forma de

u coproporfirinógeno. Asimismo Holecek observó que en
intoxicaciones por plomo aproximadamente un 97% de coproporfirina

U es excretada en forma de porfirinógeno (94)(100).

Los estudios de Sano y Rimington muestran que sólo el

coproporfirinógeno pasa a través del aparato renal excretándose

3 así en la orina.

El porcentaje medio de la fracción coproporfirina en

1 nuestros pacientes con PCT y PíA fue de 20% y 46.5%

3 respectivamente. La uroporfirina y otras porfirinas altamente

carboxiladas presentes principalmente en individuos porfíricos

parecen ser excretadas preferentemente en forma oxidada, teniéndo

lugar esta oxidación en el organismo antes de la excreción

3 urinaria.

Así encontramos porcentajes más bajos de porfirinógenos en

la orina de individuos con PCT y PíA, con respecto a la de

individuos normales, en los que se encontró una correlación

positiva entre el porcentaje de porfirinógenos y el porcentaje

3 de fracción de COPRO (r=O.54, p< 0.01) con lo que se evidencia

que la coproporfirina es excretada mayoritariamente como

U porfi

Martasek y cols. encontraron similares resultados en el

porcentaje de porfirinógenos en sus pacientes con PCT (22.5%)u —101—
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pero difieren con nuestros resultados en cuanto al porcentaje de

3 porfirinógenos de sus pacientes con PíA (77.1%) (Tabla 24).

El seguimiento de dos pacientes con PíA y dos sujetos

U normales durante 49 y 9 días respectivamente mostró una gran

3 variedad en el porcentaje de porfirinógenos excretados en orina,

reflejado en el alto coeficiente de variación (Tabla 25).

En conclusión, para evitar una infraestimación en la

cuantificación de porfirinas, cualquier método analítico debe

3 incluir la oxidación de los porfirinógenos. Tal procedimiento es

• especialmente importante en circunstancias en las que la

excreción de coproporfirina es predominante (como por ejemplo en

• sujetos normales) y previamente a la adsorción en talco de la

orina para su subsequente análisis cromatográfico de capa fina,

3 ya que los porfirinógenos no son adsorbidos en talco.

u
u
u
u
u
u
u
u
3 —102—
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Tabla 24. Comparación de nuestros resultados con otros autores.

GRUPO PORFIRINOGENOS(%)

Media ±DS

Nuestros resultados Otros resultados

CONTROL 38 ±15 [25 — 66) *

(n= 30)

PCT 17±13 22.5±10 **

(n 30) (n= 10)

PíA 20 ±16 77.0 ±9.0 **

(n= 27) (n= 10>

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

(**)Martasekycols. J.Clin.Chem.Clin.Biochem. 20:113—117; 1982

—103—
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3 Tabla 25. coeficiente de variación (CV) del porcentaje de

porfirinógenos en dos crisis de porfiria intermitente aguda (PíA)

U y dos individuos normales.u
GRUPO PORCENTAJ E CV

3 PíA 33.5 ±15.3 46

(n= 49)

3 47.5 ± 26.7 56

3 (n= 9)

3 CONTROL 28.3 ±12.1 43

(n 9)

3 18.7 ±8.5 45

(n= 9)

u
¡
U
u
¡
u
u
3 —104—
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¡ VI.5. ESTUDIO DEL RITMO NICTAMERAL DE LA EXCRECION URINARIA DE

3 PORFIRINAS EN SUJETOS NORMALES

3 La ritmicidad es una propiedad común a todos los seres

vivos, que afecta prácticamente a la totalidad de las funciones

E del organismo. Si se hace una observación detallada de cualquier

3 ser vivo, desde los unicelulares hasta el hombre, se puede

comprobar que su actividad experimenta fluctuaciones a lo largo

3 del tiempo, produciéndose los máximos y mínimos en determ¡nados

momentos del día. Estas fluctuaciones no siempre son una

U respuesta a un cambio ambiental, por lo que debe existir algún

¡ mecanismo de regulación interno, responsable de dichas

variaciones.

3 Las primeras investigaciones llevadas a cabo sobre ritmos

circadianos parten del año 1729 (101) en Paris donde el astrónomo

U Jean Jacques d’Ortous real izaba observaciones sobre el

• heliotropo. Posteriormente las investigaciones se centraron en

el estudio de los ritmos diarios que se observaban en el hombre

¡ en algunos parámetros, tales como ritmo cardíaco, tensión

arterial, temperatura corporal y la excreción urinaria que tienen

U sus más altos niveles en el día y los más bajos en la noche.

¡ El estudio de los ritmos biológicos es denominado

cronobiología. Muchos de estos ritmos persisten aunque las

3 condiqiones ambientales se modifiquen. Se han realizado

experiencias en las que se hacía vivir a las personas durante

¡ semanas sin horario de comidas o sin ciclo día—noche y el ritmo

continuaba aunque tendía a alargarse hasta 25 horas, de aquí

surge una teoría que dice que hay un ciclo de 25 horas

1 —105—
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seres humanos.

El objetivo del estudio fue comprobar si

urinaria de porfirinas y de sus precursores

normales mostraba algún ritmo circadiano. Para e

llevó a cabo un método longitudinal, en el que 1

registrados durante varios días, uti 1 izando

experimental, un diseño intragrupo con registros

cual implica interrupción de sueño.

Tomaron parte del estudio 20 voluntarios, 1

mujeres de edades comprendidas entre 20 y 40

refer ían

la excreción

en mdi

ste estu

os sujet

corno

peri ód

vi duos

dio se

os son

diseño

cos, lo

o hombres y

años, que

ingesta etílica superior a los 20 g de alcohol por día,

no presentaban antecedentes patológicos y no estaban sometidos

a ningún tipo de tratamiento, factores éstos que podrían incidir

en las determinaciones realizadas.

Los horarios de comida eran los habituales, aproximadamente

8:30, 14:30 y 22:00 horas.

La arma se recogió en intervalos de 4 horas durante 24

horas,- una vez cada tres semanas. Las muestras de arma se

mantuvieron congeladas hasta su análisis, que se real izó tan

pronto como llegaban a nuestro laboratorio. Cada muestra se

procesó independientemente, por el ya mencionado método de

Westerlund y se determinaron los valores de porfirinas urinarias

que se expresan en: porfirinas totales en la muestra (¡ag

porfirinas/L * diuresis (L)), Porfirinas por g. de creatinina en

la arma (¡ag porfirinas/dí /g creatinina/dí), Porfirinas por

litro (¡ay porfirinas/L). La porfirinuria también se expresa en

función de sus fracciones mayoritarias coproporfirina y

uroporfirina obtenidas a partir de los máximos de excitación de

-106—
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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 normalmente

U (test Kolmogorov—Smirnov) por lo que se usaron métodos no

¡ paramétricos como Friedman y coeficiente de correlación de

Spearman. En caso de significación tras aplicar el test de

3 Friedman, se aplicó un test a posteriori, para determinar las

causas de la significación

¡
U t

Ctr(r+1

>

1 6

U siendo R~ y R1 los rangos de cada uno de los grupos, O es igual

¡ a 1 cuando no hay empates, t es el tamaño de la muestra y r es

el número de grupos. La texp debe compararse con t teórica

correspondiente a la distribución de Tukey , t~ (f=~’, K=r), para

buscar así las causas de la significación en caso de que

3 existieran (80).

La existencia de ciclos que determinaran la presencia de un

¡ ritmo circadiano fue analizada de acuerdo a Clifton y Steiner y

¡ por el sistema Pulsar (programación PORTRAM)descrito por Merriam

y Wachter, gracias a la colaboración del Dr.Puig Domingo

3 (102) (103).

Se realizó e! estudio de la variación intrapersonal mediante

¡ la comparación apareada en las 6 determinaciones de los tres días

¡ en el global del colectivo en estudio. No se observaron

diferenciassignificativasen laexcrecióndeporfirinas, ni de

3 —107—
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sus fracciones mayoritarias coproporfirinas y uroporfirina, así

¡ como tampoco existen diferencias significativas en la excreción

de precursores ALA y PBG, ni en los valores del pH en las

¡ muestras de orina. Estos resultados se muestran en la tabla 26.

¡ El mismo análisis se repitió subdividiendo la muestra en

razón del sexo, no observándose diferencias significativas en los

3 valores de las variables anteriormente mencionadas, los

resultados obtenidos se muestran en las tablas 27 y 28.

U En las tablas 29 a 37, se muestran los valores obtenidos

¡ para cada variable en cada uno de los días y durante los períodos

en estudio, estos resultados son representados en las figuras 26—

¡ 34.
Una vez comprobada la no existencia de variaciones

1 intrapersonales, se realizó el estudio de la variación nictameral

g mediante la comparación de la porfirinuria obtenida en cada

período horario, asimismo se analizaron las posibles variaciones

3 en la excreción de precursores porfirínicos y de los valores de

pH urrnarios en cada período en estudio.

¡
u
U
1
¡
u
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Resultados y comentarios

Tabla 29. ¡ag de porfirinas excretados en cada período durante los

tres días de estudio.

PORFIRINAS TOTALES (¡ag)

Mediana (Límites

)

DíA 1 DíA 2
DíA 3

(3.0—28.4)

(3.0—21 .4>

(2.8—50.2)

(3.2—96.0)

(3.8—35.8)

(5.4—60.2)

9.50

13.95

11 .90

10.90

15.60

8.00

(0.6—30.6)

(2.5—38.0)

(1.1—30.4)

(1.7—30.8)

(2.0—58.4)

(1.9—36.8)

8.90 (2.9—27.0)

11.45 (0.9—38.7)

14.70 (3.8—43.9)

16.20 (3.4—37.3)

17.30 (2.8—51.2)

11.80 (2.2—33.8)

DIAl m DíAS

Variación en la excreción urinaria de ¡ag de porfirinas

cada período en los tres días en estudio.

PERIODO

2

3

4

5

6

13.65

11 .00

12.76

1 5.80

14.10

11 .90

20

16

12

8

Co

z

‘A.
oo.

4

o 1 2 3 4 5 6

PERIODO

DIA2

Fi g .26.

durante
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Resultados y comentarios

Tabla 30. Iag de

período durante

pofirinas por g de creatinina excretados en cada

los tres días en estudio.

PORFIRINAS/CREATININA (~ag/g)

Mediana (Límites)

• DíA 2DíA 1 DíA 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 (10E3—164.6) 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) 46.62 (9.6—304.3) 76.63 (26.7—286)

6 77.77 (24.5—143.3) 50.37 (14.0—157.4) 70.56(12.3—222)

1 2 3 4 5 6
PERIODO

DíA 2DíA 1 m DíA 3

Fig.27. Var

g de creati

iación en la

nina durante

excreción un

cada período

nana de pg de porfirinas por

en los tres días en estudio.
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Resultados y comentarios

Tabla 31. ¡ag de coproporfirina por g de creatinina excretados en

cada período durante los tres días en estudio.

COPROPORFIRINA/CREATININA (¡ag/g)

Mediana (Límites)

DíA 1 DíA 2 OlA 3

PERIODO

1 64.25 (24.0—206.4) 38.7 (2.3—274.2) 47.25 (4.7—207)

2 58.85 (10.9—181.2) 35.6 (6.2—143.7) 50.80(4.5—289.8)

3 69.70 (12.0—162.6) 51.2 (5.8—123.7) 44.20(17.5—308)

4 81.65 (13.2—184.2) 44.3 (4.9—130.1) 55.75(7.5—150.9)

6 74.00 (20.0—185.1) 34.1 (4.8—213.0) 51.35(21.7—200)

6 62.65 (19.9—123.6) 40.6 (7.9—125.9) 56.05 (9.8—224)

loo

90

80

70

60

50

40

30
1 2 3 4 5 6

PERIODO

DIA2— DíA 1 m

Fig.28. Variación en la excreción urinaria de Mg de coproporfirina

por g de creatinina durante cada período en los tres días en

estudio.
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Resultados y comentarios

Tabla 32. Mg de uroporfirina por g de creatinina excretados en cada

período durante los tres días en estudio.

UROPORFIRINA/CREATININA (i’g/g)

Mediana (Límites)

DíA 1 DíA 2 DíA 3

PERIODO

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) 11.46 (6.1—39.7) 12.40(2.4—94.70)

1

— DíA 1

3 -4

PERIODO

DíA 2

Fig.29. Variación en

por g de creatinina

estudi o.

la excreción urinaria

durante cada período

de ¡ag de uroporfirina

en los tres días en

4<
2
z
4<

w

o
4<

z

o
o.
o
LE

20 n

16-

12

e.

4

o
2

x
5 6

DIA3
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Resultados y comentarios

Tabla 33. Ia9 de coproporfirina excretados en cada período durante

los tres días en estudio.

COPROPORPIRINA (¡ag)

Mediana (Limites)

DíA 2DíA 1 DíA 3

PERIODO

1 12.05 (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)

m

Variación en

cada período

la excreción

en los tres

urinaria de í.Ig de coproporfirina

días en estudio.

u
u
E
¡
u
u
u
u
u
u
u

20

16

12

8

4

4<z
E
E
LE
oo.
o
LE
o-
o
o

o 1 2 3 4 5 6

PERIODO

DIA2DíA 1

P i g .30.

durante

CIA 3
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Resultados y comentarios

Tabla 34. ¡ag de uroporfirina excretados en cada periodo durante los

tres días en estudio.

UROPORFIRINA (¡ag)

Mediana (Límites)

DíA 2DíA 1 OlA 3

PERIODO

1 2.18 (0.2— 4.9) 1.33 (0.2— 5.6) 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 2.36 (0.2— 6.9) 1.54 (0.3— 7.2) 1.64 (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) 1.65 (0.4— 4.2) 2.09 (0.2—18.3)

5

4

3

2

1

o

— DíA 1 m DíA 3

Variación en

cada periodo

la excreción

en los tres d

urinaria de Mg de uroporfirina

ías en estudio.

u
u
u
u
u 4<

z
LE
E
LE
o
o-
o
LE
D

1 2 3 4 5 6
PERIODO

DíA 2

Fig.31

durante
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Resultados y comentarios

Tabla 35. mg/l de ALA excretados en cada período

días en estudio.

durante los tres

ALA (mg/l)

Mediana (Límites)

DíA 1 DíA 2 DíA 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)

6 1.26 (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)

VS DíA 1

Variación en

en los tres d

la excreción

ías en estudio.

m DíA 3

urinaria de ALA durante cada

u
u
u
u
u
1
u
u
u
u
u
u
u
¡
u
u
u

2.00

1.60

1.20
4<
-J
4<

0.80

0.40

0.00
1 2 3 4 5 6

PERIODO

DíA 2

Fi g .32.

período

—121—



Resultados y comentar/os

Tabla 36. mg/l de PBG excretados en cada período durante los tres

días en estudio.

PEG (mg/l)

Mediana (Limites)

DíA 1 DíA 2 OlA 3

PERIODO

1 1.76 (0.0—5.4) ¼68 (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) 1.21 (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)

1 2 3 4 6 6

PERIODO

DíA 2DíA 1

ión en la

tres días

excreción

en estudio.

m

urinaria de PBG durante cada

DíA 3

u
u
u
u
u
¡
u
u

u
u
u
u
u
¡
u
u

3.00

2.50

2.00

e,
W 1.60
o-

1.00

a. so
0.00

VS

Fi g .33.

período

Var i ac

en los
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Resultados y comen tap/os

Tabla 37. Valores de pH urinarios en cada periodo

días en estudio.

pH

Medí ana (Límites)

DíA 2

durante los tres

DíA 3
PERIODO

1

2

3

4

5

6

7.00

6.60

ro.
6.20

6.80

5.40

5.00

5.89

5.72

5.74

6.07

6.45

6.16

(5.

(5.

(5.

(5.

(5.

(5.

— DíA 1

4—7.3)

2—7.4)

1—7.4)

1—7.5)

2—7.7)

2—7.2)

Fig.34. Variación en

tres días en estudio.

5.60

5.68

5.72

5.60

5.96

5.93

los valores de

(5.1—7.4)

(5.2—7.5)

(5.2—7.7)

(5.5—7. 1)

(5.2—7.9)

(5.2—7.7)

DíA 3

5.52

5.73

5.81

5.77

6.35

5.92

(5.0—7.8)

(5.3—6.5)

(5.1—6.9)

(5.0—6.9)

(5.4—8.4)

(5.2—7. 1)

pH durante cada período en los
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Resultados y comentarios

~ losdistintos

periodos( test de Friedman) para los valores de porfirinas

totales (F=19..74, p<0.0O1), coproporfirina (F=20.62, p<0.O01),

uroporfirina (F=21.63, p<O.O01),

PBG (F=11.64, p<0.O5). No

significativas para los valore

por f i r i n as/crea t i n i n a

coproporfirina/creatinina

uroporfi rina/creat mine (F=8.37,

períodos horarios.

Tras observar la significac

realizaron los test a posteriori,

la significación. Los resultados

pH (F=34.60,

se detect

5 de ALA

F= 10.0

( F= 11 .53,

p=0.13) en

p<O.001 ),

aron di

(F=6

2,

ferenc i as

.34, p0.27),

p=0. 07)

p0.04) y

los distintos

ión del test de Friedman

para determinar las causas

se

de

obtenidos se muestran en las

tablas 38—41. Los valores obtenidos para cada variable en cada

uno de los períodos se muestran en la tabla 42 y aparecen

representados en las figuras 36—43.

Se detectaron variaciones temporales en la excreción de

coproporfirina, uroporfirina yportirinastotaíesa lo largodel

día, alcanzándose picos en el período de 12—16 horas y

principalmente en el de 16—20 horas, aunque no existe una

correlación entre los valores de pH y la excreción porfírica

(pH/uroporfirina, r= —0.082, p=0.12, pH/coproporfirina, r=O.067,

p=0.20, pH/porfirinas, r=0.03, p=0.56), estos resultados aparecen

reflejados en la figura 35.
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Resultados y comentarios

URO —•— pH

6.30

6.10

5.90

5.70

5.50

Fig.36. Cronograma en el que aparecen valores de porfirinas

urinarias y valores de pH, en los distintos períodos analizados.

* p < 0.05 vs 0—4 y 4—8 horas.

o r’ < 0.05 vs 0—4 horas

> p < 0.05 vs 0—4, 4—8, 8—12 y 12—16 horas.

—125—

16

12 -

8

4.

u
u
¡
u
¡
u
¡
u
¡
u
u
¡
u
¡
u
¡
¡
¡
¡
¡
u

o

0-4 4-8 8-12 12-16 16-20 20-24

TIEMPO (penados)

corno TOTAL



Resultados y comentarios

Tabla 38.Comparación de los valores de pH en los diferentes

períodos considerados. (NS: p>O.O5)

4—8 h 8—12 h 12—16 h 16—20 h 20—24 h

0—4 h NS NS NS p<0.O1 NS

4—8 h NS NS p<O.O1 NS

8—12 h NS 0<0.01 NS

12—16 h p<O.O1 NS

16—20 h NS

Tabla 39. Comparación de

totales en los diferentes

la excreción urinaria

períodos considerados.

de porfi

(NS: p>0.

r i nas

05)

4—8 h 8—12 h 12—16 h 16—20 h 20—24 h

0—4 h NS NS NS p<O.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

—126—

u
u
u
E
¡
¡
u
u
¡
u
¡
¡
u
¡
u
¡
¡
3
u
¡
u



Resultados y comentarios

Tabla 40. Comparación de la excreción urinaria de coproporfirinas

totales en los diferentes períodos 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<O.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

Tabla 41. Comparación de la excreción urinaria de uroporfirinas

totales en los diferentes períodos considerados. (NS: p>0.0S)

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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Resultados y comentarios

El análisis estadístico anterior se repitió subdividiendo

la muestra en función del sexo, observándose diferencias

significativas entre los distintos períodos en estudio para los

valores de pH urinarios (F=27.79, p<0.001), porfirinas totales

(F=17.24, p<O.01), coproporfirinas ( F=16.91, p<0.01) y

uroporfirinas (F=18.1O, 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

excreción de precursores ALA y PBG no se detectaron diferencias

significativas, para los diferentes períodos, en ninguno de los

subgrupos considerados.

Al utilizar los estadísticos específicos para determinar la

existencia de ciclos que mostraran la presencia de un ritmo

circadiano, no se detectaron elementos constitutivos de ciclos

objetivos, ni en la excreción porfirínica, ni en los valores de

pH urinarios. Las variaciones temporales que se observan en los

diversos parámetros estudiados, no pueden ser objetivamente

consideradas como ciclos, a pesar de que en alguno de los sujetos

pueda aparentemente haberlo parecido.
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Para la determinación de porfirinas urinarias,

tradicionalmente se ha venido uti 1 izando orina de 24 horas, sin

embargo frecuentemente la recogida de la orina por parte de los

U pacientes no se efectúa de forma correcta y ésta se hace

u especialmente complicada en el caso de niños (104).

La recogida de la primera o segunda orina de la mafiana es

mucho más sencilla, pudiéndose así determinar algunos parámetros

en muestras parciales y expresar posteriormente los resultados

por litro de orina o por gramo de creatinina.

Se han descrito variaciones circadianas en la excreción

urinarIa de porfirinas en condiciones normales y patológicas,

aunque no todos los estudios fueron disefiados con precisión

(105)(106)(107)(108). Estas variaciones diarias pueden estar

relacionadas en parte con cambios en el pH urinario. Bourke y

cols.(1O9) demostraron que el pH urinario influía

considerablemente sobre la cuantía de la porfirinuria.

La coproporfirina, ácido orgánico débil, se encuentra no

ionizada a pH ácido y en estas condiciones resulta liposoluble

y puede atravesar las membranas 1 ipídicas celulares. A pH

alcalino, por encima de 7.2 se oniza en más del 50%, por lo que

pasa a ser una molécula hidrosoluble y no se reabsorbe bien

pasivamente a través de la pared dei túbulo contorneado distal,

siendo por tanto excretada en la orina. Basándose en estas

consideraciones, Wiegand y cols.(110) propusieron la

alcalinización metabólica como terapia en algunas alteraciones

porfíricas. No obstante los cambios en el pH urinario no son la

única causa de la variación en la eliminación de coproporfirina.

Nuestros resultados mostraron que aunque existen variaciones
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temporales de los valores de pH y porfirinas, éstas no muestran

la existencia de un ritmo circadiano. Ambos parámetros son

elevados durante el periodo de 16—20 horas, pero no existe una

u correlación entre el los. Nuestros resultados están de acuerdo con

los obtenidos por Boyton y Roth (111) quienes no encuentran

variaciones en la excreción de porfirinas urinarias durante el

3 día en individuos normales. Por tanto la recogida de una muestra

de orina al azar es un método rápido y fácil para un estudio

¡ inicial del metabolismo porfirinico.

u
¡
u
¡
E
¡
u
¡
u
u
E
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Conclusiones

1.— Tras estudiar simultáneamente la porfirinuria mediante

diferentes técnicas analíticas, hemos comprobado que el método

de Westerlund y cois. reúne los criterios de aplicabilidad y

eficacia, para ser aceptado como método rutinario de laboratorio.

2.— Por su simplicidad, rapidez y bajo costo, hemos centrado más

específicamente la atención de nuestro trabajo en el micrométodo

de Westerlund y cols extrayendo las siguientes conclusiones:

a) Ante orinas con escasa concentración de porfirinas

resulta preferible emplear una longitud de onda de emisión de 650

nm frente a 595 nm, ya que la menor interferencia por impurezas

compensa la menor detección de energía emitida, evitándose así

la sobrevaloración originada por sustancias no específicas.

b) La adición de diferentes concentraciones de

coproporfirina y uroporfirina estandares a orina artificial nos

permitió comprobar la excelente recuperación del micrométodo,

siendo el porcentaje medio de 99

la uroporfirina.

ca o escasa variabilidad excepto en muestras con baja

ión de porfirinas, en las que se aconseja aumentar el

orina antes de procesar la muestra.

odo de Westerlund permite calcular con fiabilidad las

COPRO y URO, y se establece una ecuación entre el

excitación de la muestra urinaria y la cantidad de

presentes en la muestra.

anto por ciento de las porfirinas urinarias

en forma reducida, por tanto para evitar

98.5% para

c-) Po

concent rac

volumen de

3.— El mét

fracciones

máximo de

porfirinas

4.— Un t

eliminadas

.8% para la coproporfirina y de

son

una

infraestimación en la cuantificación de porfirinas,

que el método utilizado incluya un paso previo de

—138—
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u Conclusioneslos porfirinógenos presentes en la orina. Tal procedimiento es

• especialmente importante en circunstancias en las que la

excreción de coproporfirina es predominante.

3 5.— No existe ritmo nictameral o variaciones nictamerales en la

excreción porfirínica, ni en los valores de pH urinarios. Por

tanto la recogida de una muestra de orina al azar es un método

u rápido y fácil para un estudio inicial del metabolismo
porf ir inico.

u
u
u
u
u
u
u
¡
u
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