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Introducción: 

Las porf irias son errores innatos y adquiridos del 

metabolismo c~racterizados por alteraciones que disminu­

yen las actividades de las enzimas específicas de la vía 

biosintética del hemo (1-3). El punto de partida de esta 

vía metabólica está constituído por la formación del áci­

do delta-aminolevulínico (ADAL) a partir de los precur­

sores glicina y succinil-CoA, posteriormente dos molécu­

las de ADAL forman el anillo monopirrol porfobilin6geno 

(PBG) y cuatro moléculas de PBG se unen para formar los 

uroporf irinógenos que luego se transforman en copropor­

f irin6genos. El p rotoporfirinógeno resulta de la trans­

formación de los coproporf irinógenos de tipo III y a su 

vez este es modificado para formar la protoporfirina que 

es el precursor directo del hemo, Fig. A (3-4) . 
• 

Una clasificación simple de las porf irias es aque­

lla que las divide en hepáticas y eritropoyéticas depen­

diendo del tejido que principalmente presente una pro­

ducción excesiva de metabolitos de la vía del hemo. Otra 

clasificación, desde el punto de vista clínico, se fun­

damenta en la ocurrencia de periodos agudos de síntomas 

neuroviscerales , manifestaciones dermatológicas o ambos 

e incluye dos grupos: porfirias agudas que comprende dos 

categorías: por f irias que producen manifestaciones neu­

rológicas y cutáneas (porfiria variegata y coproporfiria 

hereditaria) y las que se expresan exclusivamente por 
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medio de síntomas neurológicos (porf iria intermitente 

aguda y deficiencia de la enzima deshidratasa del ácido 

delta-aminoievulínico). Las porfirias no agudas producen 

lesiones cutáneas y son: porfiria eritropoyética congA­

nita, porfiria cutánea tardía, porfiria tóxica, porfiria 

hepatoeritropoyética y p rotoporfirina. 

Las consecuencias clínicas de las deficiencias en­

zimáticas en las distintas porf irias hepáticas son va­

riables, probablemente menos de una cuarta parte de las 

personas que tienen predisposición hereditaria llegan a 

sufrir de una crisis porfírica aguda (5). Los factores 

ambientales, incluídos factores metabólicos no determi­

nados genéticamente, juegan un papel vital en la expre­

sión clínica de estos padecimientos (2). Hasta hace al­

gunos años, los pacientes que presentaban la fase aguda 

con frecuencia morían, más aGn si no se llegaba a hacer 

el diagnóstico y se usaban drogas como los barbitúricos 

o se sometía al paciente a intervenciones quirúrgicas 

innecesarias. 

La porfiria aguda intermitente es la más frecuente 

de este grupo de enfermedades, constituye alrededor del 

80 % de las porfirias agudas encontradas en Norteamérica 

y Europa (5). Estudios llevados a cabo en nuestro medio 

también así lo indican (6-8). Fué descrita por primera 

vez por Stokvius en 1889. Waldestrom estableció su natu­

raleza hereditaria en 1937 y poco después Gates la reco­

noció como un carácter dominante de penetrancia variable. 

Esta porf iria se distingue por la predominancia de sín­

tomas gastrointestinales y neuropsiquiátricos y la au­

sencia de fotosensibilidad dérmica (9). Los principales 
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signos de esta enfermedad son dolor abdominal, estreñi­

miento, parestesias y paresias de los miembros superio­

res e inferiores y alteraciones de la conducta que pue­

den llegar a la franca psicosis (4, 6, 8 y 10). 

La porfiria intermitente aguda es más frecuente en 

mujeres que en hombres (2,4), por lo general no se ex­

presa antes de la pubertad, y en etapas posteriores a 

ella, las manifestaciones clínicas observadas son muy 

variables, no obstante que la deficiencia enzimática es 

la misma en sujetos latentes que en sujetos sintomáticos 

(2, 4). McColl y colaboradores (11) demostraron que la 

biosíntesis del hemo se ve afectada por el ciclo mens-

trual femenino, encontrando además que las crisis agudas 

en mujeres con porfiria aguda intermitente son más comu­

nes en el periodo premenstrual. Es probable que esto ex­

plique su preponderancia en el sexo femenino. 

Además de ser un error innato del metabolismo, la 

porf iria intermitente aguda es considerada una altera­

ción f armacogenética en la cual muchos agentes químicos 

pueden provocar crisis agudas de esta enfermedad, entre 

los que se citan particularmente: barbitfiricos~ sulfona­

midas, productos hormonales, contraceptivos, dietas re­

ductoras de peso y alcohol (2-3, 5, 9, 12-13). La carba­

mazepina es un compuesto químico que induce porf iria a­

guda en personas que no tienen predisposición genética 

para esta enfermedad (14). Probablemente los químicos 

citados incrementan la actividad de la enzima sintetasa 

del ácido delta-aminolevulínico hepática y de esta mane­

ra predisponen la expresión aguda de la enfermedad (2,13). 
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El defecto bioquímico que ocurre en la porf iria in­

termitente aguda es debido a una disminución de la acti­

vidad de la enzima desaminasa del porfobilinógeno (D-PBG), 

también llamada sintetasa del uroporf irin6geno (S-URO) y 

sintetasa del hidroximetilbilano (S-HMB) E.C. 4.3.1.8. 

(2, 5). La actividad de esta enzima se encuentra reduci­

da en un 50 % con relación al promedio normal en todos 

los tejidos examinados en los pacientes con este tipo de 

porfiria (2), entre los que se incluyen sangre total (15), 

f ibroblastos y células amnióticas en cultivo (16) y lin­

focitos en cultivo (17). 

Estudios recientes han demostrado la heterogeneidad 

genética en las mutaciones asociadas con la porf iria in­

termitente aguda (18-2i) habiendose encontrado, hasta 

1985, cuatro diferentes clases de mutantes relacionadas 

con la expresión enzimática de la desaminasa del porfo­

bilinógeno (21). 

La desaminasa del porfobilinógeno ha sido purifica­

da de eritrocitos humanos y se han determinado varias de 

sus propiedades fisicoquímicas. Se estima que se trata 

de un monómero termoestable con un peso molecular com­

prendido entre 36 000 y 42 000 daltones (22-24). Seco­

noce además que el gene que codifica para esta enzima se 

localiza en el cromosoma 11 (25) en la región q23-qter 

(26-28). 

El diagnóstico diferencial de porf irias se realiza 

en base a los patrones de excreción de metabolitos de la 

vía del hemo (29-37); no obstante, la cuantificación de 

-5-



la desaminasa del porfobilinógeno es la prueba crítica 

para diagnosticar porfiria intermitente aguda, especial­

mente en sujetos asintomáticos cuyos patrones de excre­

ción son normales (9). El fundamento de la prueba de la­

boratorio diseñada para cuantificar la actividad de esta 

enzima consiste en medir la cantidad de uroporf irinas 

formadas en función del tiempo y de la cantidad de teji­

do usado como fuente de la enzima a partir de un deter­

manado sustrato (38-42 ) . Se han usado tanto ácido delta­

aminolevulínico (43-46) como porfobilinógeno (47-54), 

la cuantificación del producto final se hace midiendo la 

fluorescencia emitida por las porfirinas cuando son es­

timuladas con luz ultravioleta de longitud de onda larga 

(43-45, 47-50, 53, 54), aunque también se han cuantifi­

cado por espectrofotometría de luz visible (46, 51, 52). 

En vista de la amplia variedad de métodos hasta a­

hora descritos que analizan la actividad de la desamina­

sa del porfobilinógeno (43-54) se consideró oportuno el 

establecimiento de un sistema que condensara toda esta 

experiencia y la introducción del uso de mercaptoetanol 

que incrementa sig nificativamente la producción final de 

uroporfirinas, seg ún pudo ser demostrado. 

Se decidió utilizar ácido delta-aminolevulínico co­

mo sustrato debido a su mayor rentabilidad y facilidad 

de manejo (43-46), lo q ue involucra la intervención en 

el sistema de la deshidratasa del ácido delta-aminolevu­

línico. Para favorecer la actividad de esta enzima se 

eliminaron procesos de preincubación, se introdujo el 

uso de mercaptoetanol y se utilizó amortiguador fosfato-
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citrato concentrado (55) y sulfato de zinc (44) a con­

centraciones modificadas. No obstante la amplia utiliza­

ción del éspectrof luorómetro en la cuantificación final 

de porf irinas formadas se consideró de mayor convenien­

cia el uso de espectrofotometría de luz visible. Por tal 

motivo se buscó conseguir un pico de absorción a 405 run, 

gracias a la obtención máxima de uroporfirinas, inhi­

biendo a la descarboxilasa del uroporf irinógeno mediante 

incubación a 45ºC (51) y la utilización de una mezcla de 

cloruro de sodio y cloruro de magnesio (52) a concentra­

ciones modificadas; evitando, además, la interferencia 

de proteínas al momento de la lectura con el empleo de 

ácido tricloroacético corno agente precipitante (50). De 

esta manera, ha sido diseñado un método económico que 

por su accesibilidad pretende ser de empleo generaliza­

do en el diagnóstico de porfiria intermitente aguda. 

Material y métodos: 

Reactivos: 

- Solución Tritón X-100: Preparar una solución a­

cuosa al 0.2 %. 

- Amortiguador fosfato-citrato: Diluír 13.4 gr de 

Na 2HP0 4 ·7H2o en 90 rnl de agua destilada, ajustar a pH 7.5 

con ácido cítrico 0.5 M preparado con 9.68 gr de ácido 

cítrico rnonohidratado en 100 rnl de agua destilada, afo­

rar a ioo rnl. Se obtiene una concentración 0.5 M. 

- Sustrato ADAL: Preparar una solución 6 mM con 

100.56 mg de ácido delta-aminolevulínico hidroclorado 

(sigma Chemical Co., St Louis Mo) en 100 rnl de amorti­

guador fosfato-citrato. Dividir en alícuotas de 1.0 ml y 

conservar a - 25ºC. Estable durante 6 semanas bajo estas 
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condiciones de almacenamiento. 

- Solución mezcla de sales: Preparar una solución 

0.45 M de cloruro de sodio (2.6298 gr de NaCl en 100 ml 

6e agua destilada) y una solución 0.09 M de cloruro de 

magnesio (1.8298 gr de MgC1 2 ·6H 2o en 100 ml de agua des­

tilada) hacer una mezcla 7:3 (vol/vol) de estas solucio­

nes, añadir sulfato de zinc a una concentración de 1.5 mM 

(0.0431 gr de znso 4 ·7H 2o en 100 ml de la mezcla de cloru­

ro de sodio con cloruro de potasio). 

- Mercaptoetanol: Previo a cada análisis preparar 

una dilución acuosa 1:5. Preparar 125 ul cada ocasión. 

- Acido tricloroacético: Preparar una solución acuo­

sa al 10 %. 

- Muestra sanguínea: Centrifugar alícuotas de sangre 

total heparinizada y resuspender en solución salina iso­

tónica (0.9 gr de NaCl en 100 ml de agua destilada) hasta 

alcanzar el hematocrito original. 

- Coproporfirina I estándar: En un vial de copropor­

firina I estándar (Sigma Chemical Co., St Louis Mo.) adi­

cionar 2.-0 ml de ácido clorhídrico 1.5 N. Introducir la 

solución en un baño de agua hirviendo durante 5 min., de­

jar enfriar a temperatura ambiente y hacer una serie de 

diluciones para la elaboración de una curva estándar. 

Leer densidad óptica a 400 nm en un espectrofotómetro de 

luz visible. 

Procedimiento: 

El método que a continuación se describe es el re­

sultado del estudio de cada una de las variables que lue­

go se detallan: 
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En un tubo con tapón de rosca colocar 0.445 ml de 

agua destilada, añadir 0.2 ml de amortiguador fosfato­

citrato, 0.25 ml de solución mezcla de sales, 1.0 ml de 

solución Tritón X-100 y 5 ul de solución de mercaptoeta­

nol, mezclar y añadir 100 ul de muestra sanguínea; en 

agitador mecánico mezclar hasta lograr hemólisis comple­

ta y añadir 1.0 ml de sustrato ADAL, mezclar nuevamente 

e incubar a 45 º C en la oscuridad a baño María durante 2 

horas. Detener la reacción con 3.0 ml de solución de á­

cido tricloroacético, incubar a 4ºC durante 15 minutos y 

centrifugar a 2 500 rpm durante 10 minutos, exponer el 

sobrenadante a la luz ambiental durante un periodo míni­

mo de lS minutos y leer uroporfirinas a 405 nm en un es­

pectrofotómetro de luz vi~ible (Zeiss PM2DL). Procesar 

simultáneamente un tubo que servirá como blanco de lec­

tura, en este debe agregarse 1.0 ml de amortiguador fos­

fato-citrato en l ugar de sustrato ADAL. Determinar el 

hematocrito de l a s muestras procesadas. Expresar los re­

sultados como nmol de porfirinas/ml de eritrocitos/2 hrs, 

utilizar l a curv a estándar de coproporfirinas para la 

conversió n de densidad óptica a concentración de porf i­

rinas. 

Variables analíticas: 

Espectro de absorción: 

Se investigó el espectro de absorción en la banda de 

Soret del producto del análisis, debido a que en este in­

tervalo se ubica el pico de absorción de las porfirinas, 

para tal e f ecto se registró su densidad óptica en el in-
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tervalo comprendido entre 400 y 410 nrn. En este experi­

mento la incubación de la mezcla de análisis se hizo du­

rante una hora. 

Mercaptoetanol: 

Para conocer el efecto del mercaptoetanol en el sis­

tema de análisis se estudio un grupo de 10 personas sanas 

(7 mujeres y 3 hombres, con edades comprendidas entre 20 

y 29 años), se procesaron por duplicado muestras sanguí­

neas de estos sujetos bajo el esquema básico ya mencio­

nado, salvo que en una de las muestras de cada sujeto no 

se administró mercaptoetanol. Los resultados se analiza­

ron por "t pareada". Posteriormente se investigó la con­

centración óptima de mercaptoetanol, para ello se estu­

diaron 10 personas sanas (6 hombres y 4 mujeres, con eda­

des comprendidas entre 19 y 43 años), cada muestra fué 

objeto de 4 tratamientos, siguiendo el procedimiento an­

terior se probaron concentraciones finales de mercapto­

etanol de 1.19 mM (dilución 1:20), 2.38 rnM (dilución 1:10), 

4.76 rnM (dilución 1:5) y 23.78 rnM (sin diluír), los re­

sultados fueron evaluados estadísticamente por análisis 

de varianza. 

Concentración de sustrato: 

Para conocer la concentración óptima de sustrato se 

estudiaron 15 personas sanas (9 mujeres y 6 hombres, con 

edades comprendidas entre 17 y 43 años). Se formaron 5 

grupos, cada uno de ellos correspondiendo a una concen-
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tración de sustrato ADAL, las concentraciones probadas 

fueron: 0.6 mM, 1.5 mM, 3.0 mM, 6.0 mM y 15.0 mM. Los 

resultados fueron evaluados por análisis de varianza y 

prueba de Duncan. 

Concentración de sustrato vs tiempo de incubación: 

De manera factori a l s e analizó la relación entre va­

riaciones simultáneas en el tiempo de incubación y la 

concentración de sustrato. Se estudiaron 6 personas (4 

mujeres y 2 hombres, c o n edades comprendidas entre 21 y 

43 años). Se probaron simultáneamente 3 concentraciones 

de sustrato: 0.6 mM, 3 .0 mM y 6.0 nu~ y 6 tiempos de in­

cubación: 1 hr, 2 hr, 4 hr, 8 hr, 12 hr y 24 hr. Los re­

sultados f ueron evaluados estadísticamente por análisis 

de varianza (sistema f actorial) y prueba de Duncan. 

pH vs temp eratura: 

Se i nvestigó de manera factorial el efecto de varia­

ciones simultánea s en el pH y la temperatura. Se estudia­

ron 12 persona s no rmales (5 mujeres y 7 hombres, con eda­

des comp rendida s entre 21 y 43 años). Se investigó el 

efecto de 2 temperaturas de incubación: 37ºC y 45ºC y 5 

valores d e pH: 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 y 8.5. Los resultados 

fueron evaluados estad ísticamente por análisis de varian­

za (sistema factorial ) y prueba de Duncan. 

Almacenamiento previo de las muestras sanguíneas: 

Se estudió el efec to del tiempo transcurrido entre 
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la toma de las muestras y el procesado de las mismas. Se 

estudiaron 5 personas normales (3 mujeres y 2 hombres, 

con edades comprendidas entre 22 y 28 años). Se estable­

cieron 4 grupos, cada uno de ellos correspondió a tiem­

pos de O hrs, 2 hrs, 6 hrs y 24 hrs transcurridos entre 

la toma de las muestras y el procesado de estas. Asimis­

mo se establecieron 2 grupos que correspondieron a 2 di­

ferentes condiciones de almacenamiento de las muestras: 

temperatura ambiente y 4ºC. Los resultados fueron eva­

luados estadísticamente por análisis de varianza. 

Coeficientes de variación: 

El coeficiente de variación intraanálisis fué esta­

blecido con una muestra sanguínea de un sujeto normal 

que fué procesada 10 veces de manera simultánea. 

El coeficiente de variación interanálisis fué esta­

blecido procesando, independientemente en 4 ocasiones 

diferentes, un grupo de 5 muestras sanguíneas cada vez, 

entre cada análisis las muestras se conservaron congela­

das a -25ºC, en alícuotas de 100 ul. 

Valores de referencia: 

Para determinar los valores de referencia se cuan­

tificó la actividad de la desaminasa del porfobilin6ge­

no en 23 individuos normales (10 mujeres y 13 hombres, 

con edades comprendidas entre 20 y 29 años) sin historia 

familiar de dolor abdominal ni exposición laboral al 

plomo. 
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Estudios familiares: 

Co n el objetivo de identificar portadores asintomá­

ticos de porfiria intermitente aguda, se realizaron estu­

d ios fami l iares de pacientes afectados con este padeci­

miento. A todo s los individuos que formaron parte de los 

estudio s familiares (n=18) se les cuantificó la actividad 

de la desaminasa del porfobilinógeno, en la mayor parte 

de los caso s (n=16) se investigó el contenido urinario de 

ácido delta-aminol evulínico y porfobilinógeno (53) y en 

algunos de ellos (n=ll ) la presencia de porfirinas en he­

ces (54). 

Otras porfirias: 

Se evaluó la actividad de la desaminasa del porfobi­

linógeno en pacientes con otro s tipos de porfiria: porfi­

ria variegata (n=5), protoporfiria eritropoyética (n=l) 

y coproporfiria heredi taria (n=l). 

Resultados: 

Espectro de absor c ión: 

El espectro de absorción del producto mostró un pico 

en la banda de Soret a los 405 nm, este es característico 

de las uroporfiri na s (29), (Fig. No. 1). 

Mercaptoetanol: 

La presencia de mercaptoetanol a una concentración 
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final de 4.76 mM en el sistema de análisis de la desami­

nasa del porfobilinógeno incrementó significativamente la 

obtención final de uroporfirinas (Fig. No. 2). La activi­

dad en ausencia de mercaptoetanol fué de 123.13 ~ 16.04 

nmol porfirinas / ml eritrocitos/2 hrs, contra 135.49 ~ 
lS.77 nmol porfirinas/ml eritrocitos/2 hrs en presencia 

del mismo (p menor a O.OOS, n=lO, Tabla No. 1). Concen­

traciones finales de mercaptoetanol en el sistema de aná­

lisis comprendidas entre 1.19 mM y 23.78 mM no mostraron 

diferencias significativas en su influencia sobre la can­

tidad final de uroporf irinas formadas en este análisis 

enzimático (p may or de O.OS, n=10, Tabla No. 2, Fig. No. 

3) • 

Concentración de sustrato: 

~ ·--·-- _,. . .,....._,_ 

No se encontró una variación significativa en la pro-

ducción de porfirinas formadas a partir de concentraciones 

de sustrato comprendidas entre 0.6 mM y lS mM (p mayor de 

O.OS, n=lS; Tabla No. 3, Fig. No. 4). 

Concentración de sustrato vs tiempo de incubación: 

El efecto conjunto del tiempo de incubación y la con­

centración de sustrato resultó significativo sobre la ac­

tividad de la desaminasa del porfobilinógeno (p menor de 

0.005, n=6; Tabla No. 4, Fig. No. 5). Se encontró un in­

cremento lineal en la producción de uroporf irinas por pe­

riodos de incubación de hasta 24 hrs y para cada una de 

las concentraciones de sustrato analizadas. 
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pH vs temperatura: 

La acción conjunta de variaciones en el pH y la tem­

peratura no tuvo un efecto significativo sobre la activi­

dad de la desaminasa del porfobilinógeno (p mayor de O.OS, 

n=12; Tabla No. 5, Fig No. 6). No obstante, variaciones 

independientes en cada uno de estos factores sí tienen 

efecto significativo (p menor de 0.005, n=12: Tabla No. 5, 

Fig. No. 6 ) . El sistema de pH, analizado por la prueba de 

Duncan, mostró una actividad óptima de la enzima a un pH 

de 7.5 y 8.0, la temperatura de incubación que ofreció 

mejores resultados fué la de 45°C. 

Almacenamiento previo de las muestras sanguíneas: 

El almacenamiento de las muestras a 4°C y a tempera­

tura ambiente no redundó significativamente sobre la ac­

tividad de la desaminasa del porfobilinógeno (p mayor de 

O.OS, n=S; Tabla No. 6, Fig. No. 7) en un periodo de al­

macenamiento máximo de 24 hrs. 

Coeficientes de variación: 

El coeficiente de variación intraanálisis fué de 3.89 

y el coeficiente de variación interanálisis fué de 5.6. 

Valores de referencia: 

La curva de referencia se hizo comprendiendo un in­

tervalo de concentración de coproporfirinas entre 3.7 y 

1520 nmol. La lectura de la absorción espectrofotométri-
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ca se hizo a 400 run, se encontró un comportamiento line­

al en el intervalo referido. La ecuación que describe es­

te comportamiento es: 

y = 2981.6 X - 27.1 (r=0.998) 

donde: 

y = runol de porf irinas 

X = densidad óptica 

Al introducir corno factores el volumen final de la 

muestra de análisis (6.0 ml), el recíproco del hematocri­

to multiplicado por 100 y el recíproco del volumen de 

muestra adicionada a la mezcla de análisis (100 ul) se 

obtiene la ecuación que permite conocer la concentraci6n 

de porf irinas formadas poe mililitro de eritrocitos du­

rante un periodo de incubación de 2 horas. Así: 

nrnol porfirinas/ml eritrocitos/2 h=(2981.6D0-27.1) (6/Hto) 

La actividad promedio de la desaminasa del porfobi­

linógeno resultante del análisis de 23 sujetos normales 

seleccionados como se indicó previamente (material y mé­

todos) fué de 114.95 runol/ml eritrocitos/2 hrs ~ 16.28, 

entervalo de referencia resultante (media +/- 2 desvia­

ciones estándar) comprende de 83 a 148 runol/rnl eritroci­

tos/2 hrs (Fig. No. 8). 
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Figura No. 1 ESPECTRO DE ABSORCION 

D.0.0.15 

0.10 

o.os 

400 405 410 
Longitud de onda (nrn} 

Espectro de absorción en la banda de Soret del producto obtenido 
en el análisis funcional de la desaminasa del porfobilin6geno. El pi­
co a 405 nrn corresponde a la absorción rnáxina de uroporf irinas. 
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TABLA No. 1 MERCAPTOETANOL 

MERCAPTOETANOL (mM) 
POBIACION SANA o.o 4.76 
SEXO EDAD D-POO (nrrol;Titl eritrocitos/2 hrs) 

F 25 A 131.7 141.2 
F 24 A J.52. 6 165.9 
M 26 A 130.51 149.58 
M 26 A 121.31 129.64 
M 29 A 88.39 104.65 
F 27 A 121.84 137.52, 
F 27 A 118.03 132.79 
F 21 A 129.43 130.20 
F 20 A 119.96 127.92 
F 24 A 117.53 135.54 

X= 123.1 135.49 

s = 16.04 15.77 

ANALISIS ESTADISTICO: 
Prueba ;: t" para observaciones pareadas 

t calculada: 6.91 
t tablas: 3.25 

p menor de 0.005 

Conclusión: La diferencia entre las medias resulta significa­
tiva. 

Efecto de la presencia de rnercaptoetanol en el sistana. de aná­
lisis funcional de la desarninasa del porfobilin6geno. 
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Figura NJ. 2 MERCAPTOETANOL 

150 . --
--

...... 

--. 

. 

o 4.76 

Mercaptoetanol (rnM) 

Diagrama que muestra el efecto del rnercaptoetanol sobre la ac­
tividad de la desarninasa del porfobilin6geno. I.a.s medias de los dos 
tratamientos difirieron significativamente al ser cariparadas por la 
prueba •:t" para observaciones pareadas (p menor de 0.005, n = 10). 
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TABLA No. 2 

POBIACION SANA 
SEXO EDAD D-PBG 

M 22 A 0.130 
F 23 A 0.219 
F 19 A 0.260 
M 43 A 0.212 
M 22 A 0.356 
M 22 A 0.109 
F 23 A 0.225 
F 19 A 0.270 
M 43 A 0.198 
M 22A 0.368 

X= 0.2347 
s = 0.0839 

A.NALISIS ESTADISTICO 
ANALISIS DE VARIANZA 

Varianza calculada: 

F tablas 

p mayor de 0.05 

MERCAPTOETANOL 

(.Densidad óptica 405 nm) 

0.233 0.222 0.198 
0.261 0.276 0.297 
0.275 0.276 0,274 
0.205 0.274 0.154 
0.368 0.343 0.320 
0.239 0.244 0.219 
0.260 0.273 0.294 
0.260 0.263 0.288 
0.230 0.233 0.209 
0.360 0.325 0.353 

0.2691 0.2736 0.2626 
0.0539 0.0367 0.0620 

0.7964 

2.84 

Conclusión: No existen diferencias estadísticamente significa­
tivas entre las medias correspondientes a cada tra­
tamiento. 

Efecto de diferentes concentraciones de mercaptoetanol en el 
sistema de análisis funcional de la desaminasa del porfobilinógeno, 
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Figura N::l. 3 MERCAPTOETANOL 
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Mercaptoetanol (mM) 
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-
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23.78 

Diagrama de dispersión que muestra el efecto de distintas con­
centraciones de mercaptoetanol sobre la actividad de la desarninasa 
del porfobilinógeno. El efecto de distintas concentraciones de mer­
captoetanol no difirió significativarrente al canparar las medias 
de los distintos grupos por análisis de varianza (p mayor de O.OS, 
n = 1.0). · 
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TABLA No. 3 SUSTRATO ADAL 

SUSTRATO ADAL mM 

POBIACION SANA 0,6 1.5 3 o 6.0 15.0 
SEXO EDAD D-PBG (Densidad 2;ptica 405 nm) 

F 17 A 0.302 0.287 0.309 0.306 0.336 
M 36 A 0.223 0.229 0.243 0.225 0.271 
F 28 A 0.265 0.256 0.271 0.306 0.243 
M 22 A 0.291 0.334 0,351 0.343 0.318 
M 26 A 0.279 0.258 0.338 0.240 0.245 
F J.7 A 0.226 0.246 0.296 0.276 0.279 
M 20 A 0.243 0.249 0.277 0.272 o. 255 ' 
M 28 A 0.364 0.354 0.383 0.389 0.363 
F 26 A 0.289 0.346 0.343 0.360 0.384 
F 41 A 0.323 0.346 0,339 0.359 0.362 
F 23 A 0.306 0.285 0,338 0.335 0.372 
M 43 A 0.292 0.285 0.275 0.291 0.305 
F 17 A 0.232 0.242 0,231 0.243 0.253 
M 25 A 0.217 0.290 0.239 0.244 0.302 
F 38 A 0.294 0.325 0.348 0.321 0.336 

X= 0.2764 0.2888 0.3054 0.3007 0.3083 
s = 0.0418 0.0426 0,0474 0.0504 0.0491 

ANA.LISIS ESTADISTICO: 
ANALISIS DE VARIANZA 

Varianza calculada 1.22 

F tablas 2.53 

p mayor de O. 05 

Conclusión: NJ existen diferencias estadísticamente significa­
tivas entre las medias correspondientes a cada uno 
de los distintos tratamientos. 

Efecto de distintas concentraciones de ácido delta-aminolevulí­
nico en el sistema de análisis funcional de la desaminasa del porfo­
bilinógeno. 
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Figura No. 4 SUSTRATO ADAL 

5 10 15 
Sustrato ADAL (rrM) 

Efecto prcxlucido :por el i ncremento en la concentrac ión de sus­
trato ácido delta-aminolevulínico sobre la actividad de la desami­
nasa del :porfobilinógeno. I.as diferencias entre l a s medias no resul­
taron significativas al ser canparadas :por análisi s de varianza 
(p mayor de o.os, n = 15). I.as barras representan la X ~ s de 15 
experimentos para cada uno de 5 tratamientos. 
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TABLA No. 4 SUSTRATO ADAL vs TIEMPO DE INCUBACION 

Incubación POBIACION SANA SEXO /,.EDAD 
(hrs) M 22 A F 23 A F 24 A F 23 A F 21 A M 43 A 

D-Pffi (Densidad ÓEtica 4-0S nm) 

1 0.128 0.144 0.226 0.079 0.124 0.127 
2 0.291 0.378 0.292 0.427 0.307 0.308 
4 0.58S 0.607 0.394 0.410 0.501 O.S21 
8 0.839 1.222 0.883 0.733 0.880 0.793 
12 1.240 1.170 o.sos 1.222 1.300 1.14S 
24 1.336 l. S8S 1.06S 1.65S 1.830 1.41S 

1 0.110 0.186 0.183 0.124 0.134 0.1S7 
2 0.360 0.426 0.299 0.291 0.317 0.267 
4 0.621 0.616 0.366 0.411 O.S5S 0.584 
8 0.88S 1.103 0.972 0.78S 0.850 0.910 
12 1.332 1.365 0.48S 1.02S 1.490 1 . SSO 
24 1.984 2.170 1.S60 2.0SS 2.120 2.665 

1 0.128 0.191 0.226 0 .094 0.1S6 0.149 
2 0.381 0.398 0.377 0.263 0.30S 0.31S 
4 0.6S6 0.619 0.460 0.395 0.583 0.649 
8 1.088 1.197 1.165 0.969 1.107 1.220 
12 2.008 1.76S 0.69S 1.880 1.985 1.985 
24 4.264 4.380 2.SS5 3.820 4.195 4.010 

ANALISIS FSTADISTICO: 
ANALISIS DE VARIANZA (SISTEMA FACIDRIAL) 

Varianza calculada: 

Sustrato vs ti9T\IX): 20.026 

Sustrato ADAL 43.5 

TieTIIX> de incubación 190.91 

p menor de O.OOS 

F 0.995 (Tablas) 

2.9 

5.79 

3.76 

ADAL 
(mM) 

0.6 

1.5 

6.0 

Conclusión: El efecto conjunto de tieTIIX> y tanperatura de in~ 
cubación resulta significativo sobre la actividad 
de la desarninasa del p:irfobilinógeno. 
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Figura lb. 5 SUSTRATO ADAL vs TIEMPO DE INCUBACION 
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Tierrq::o de incubación (hrs) 

Efecto del incranento simultáneo en el tiemr:o de incubación y 
la concentración de sustrato ácido delta-aminolevulínico sobre la 
actividad-de la desaminasa del r:orfobilinógeno. Se utilizaron con­
centraciones de ácido delta-aminolevulínico de 0.6 rrM ( .•• ), 1.5 rrM 
e- - -) y 6' o mM (-- --) • Ios resultados fueron evaluados estadísti-
camente r:or análisis de varianza (sistema factorial) encontrandose 
que el aumento conjunto en el tiemr:o de incul:B.ción y la concentra­
ción de sustrato tiene un efecto significativo sobre la actividad 
de la desaminasa del rorfobilinógeno (p menor de 0.005, n = 6). El 
incranento en la producción de uror:orfirinas ocurrió de manera li­
neal hasta un tiemro máximo de incubación de 24 hrs . La densidad óp­
tica graficada para i ncor_iaci ones de 12 y 24 hrs e s el resultado de 
multiplicar ror e l factor de dilución requerido para la lectura. 
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TABLA No. 5 pH vs TEMPERATURA 

POBIACION SANA 6.5 7.0 7. 5 8.0 8.5 pH 

SEXO EDAD D-PPG (Densidad o~tica 405 nm) 
Tº 

M 43 A 0.095 0.342 0.676 0.634 0.525 
F 25 A 0.095 0. 365 0.714 0.742 0.619 
F 24 A 0.097 0.375 0.659 0.670 0.580 
M 22 A 0.055 0.385 0.819 0. 847 0.695 
F 37 A 0.178 0.405 0.643 0.701 0.619 
M 24 A 0.135 0.431 o. 779 0.806 0.733 
M 21 A 0.121 0.333 0,567 0.588 0.557 37ºC 
M 30 A 0.214 0.374 0.592 0.592 0.538 
M 37 A 0.039 0.292 0.590 0.657 0.504 
F 23 A 0.043 0.312 0.694 0.709 0.537 
F 24 A 0.024 0.214 0.502 0.502 0.390 
M 28 A 0.079 0.285 0.549 0.560 0.384 

M 43 A 0.272 0.741 0.847 0.908 1.199 
F 25 A 0.385 0.804 1.141 1.086 0.820 
F 24 A 0.423 0.851 1.062 1.002 o. 729 
M 22 A 0.548 1.093 1.409 1.295 0.935 
F 37 A 0.442 0.744 1 . 060 1.061 0.778 
M 24 A 0.378 0.879 1.186 1.067 0.967 
M 21 A 0.422 0.681 0.943 0.975 0.742 45ºC 
M 30 A 0.421 0.656 0.907 0.914 0.796 
M 37 A 0. 351 0.708 1.053 0.956 0.710 
F 23 A 0.290 0.761 1.161 1.038 0.681 
F 24 A 0.286 0 , 591 0.856 0.790 0.550 
M 28 A 0. 117 0.434 0 ,589 0.706 0.349 

ANALISIS ESTADISTICO: 
ANALISIS DE VARIANZA (SISTEMA FAC'IDRIAL) 

Varianza calculada: F 0.095 F 0~995 

Tº VS pH 1. 87 2. 5 p mayor de o. 05 

Tº 158.1 8,49 p menor de 0.005 

pH 79,9 4.14 p menor de 0.005 

Conclusión: El efecto de pH y Tº no resultó significativo, no 
obstante, e l efecto independiente de cada uno de 
estos fact ores sí resultó s i gnificativo sobre la 
actividad de l a desarninasa del porfobilinógeno. 
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Efecto del incrarento simultáneo en el pH y la temperatura so­
bre la actividad de la desaminasa del p:>rfobilinógeno. Se estudiaron 
valores de temperatura de 37ºC (- - -) y 45ºC (--~). I..os resultados 
fueron evaluados estadísticamente p:>r análisis de varianza (sistana. 
factorial) encontrandose que el efecto conjunto del pH y la tempera­
tura no fué significativo sobre la actividad de la desaminasa del 
p:>rf obilinógeno (p mayor de O. 05, n = 12) . El efecto independiente 
de arnros factores sí fué significativo (p menor de 0.005). El efecto 
del pH fué evaluado por la prueba de Duncan para canparaciones múl­
tiples y no se encontraron diferencias significativas entre el ef ec­
to causado p:>r un pH de 7.5 y de 8.0. I..os restantes si difirieron sig­
nificativamente en su efecto (p menor de 0.05, n = 12). 
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TABLA No.6 ALMACEN.Ai.~IENTO DE LAS MUESTRAS vs Tº 

ffiBIACION NORMAL T:i 4ºC Tº AT\.ffiIENI'E TIEMPO DE 
SEXO EDAD D-PBG (rm?lónJ. eritrocitos/2 hrs) AIMACENA-- MIENID 
F 23 A 155.55 155.55 (hrs) 
M 28 A 135.27 135.27 
M 22 A 161.93 161.93 .Q.& 
F 23 A 133.32 133.32 
F 25 A 115.66 115.66 

F 23 A 175.56 170.38 
M 28 A 143.49 120.05 
M 22 A 172.32 147.70 2.0 -F 23 A 144.93 123.09 
F 25 A 115.66 100.33 

F 23 A 191.56 152.02 
M 28 A 133.62 97.43 
M 22 A 151. 55 135.00 6.0 
F 23 A 146.12 106.37 
F 25 A 92.43 93.82 

F 23 A 156.26 160.02 
M 28 A 105.24 108.53 
M 22 A 151.55 148.47 24,0 -F 23 A 139.82 124.49 
F 25 A 102.65 98,93 

ANALISIS ESTADISTICO: 
ANALISIS DE VARIANZA 

Varianza calculada: 

Tº 4ºC 0.794 

Tº ambiente 0.440 

F 0.95 

3.24 

3.24 

p :rcayor de O. 05 

p :rcayor de O.OS 

Conclusión: No existen diferencias significativas entre los 
distintos tratainientos. 

Efecto del almacenamiento de las muestras sanguíneas a 4°C y 
a Tº ambiente por periodos de hasta 24 horas sobre la actividad de 
la desaminasa del porfobilinógeno. 
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Figura No. 7 ALMACENAMIENTO DE LAS ~UESTRAS vs TEMPERATURA 
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Efecto del tiellp) transcurrido entre la tana de las nruestras y 
el procesado de las misnas sobre la actividad de la desaminasa del 
:porfobilinógeno. I.as muestras fueron conservadas a 4°C (---) o a tan­
peratura ambiente (- - -) . Cada uno de los tratamientos fué evaluado 
estadísticamente :por análisis de varianza, no se encontraron diferen­
cias significativas entre las medias corres:pondientes a cada uno de 
los tratamientos ( p mayor de O. 05, n = 5) • 
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Estudios familiares: 

Se hicieron tres estudios familiares de pacientes 

con porfiria intermitente a guda. El número total de in­

dividuos incluídos en esta población fué de 18 personas, 

de las cuales, 11 tuvieron niveles de la actividad de la 

desaminasa del porfobilin6geno por abajo de los valores 

de referencia previamente definidos (Fig. No. 8). 

En la primera familia, la propósita (II-2, Fig. No.9) 

mostró niveles de actividad de la desaminasa del porfobi­

linógeno en los límites normales inferiores establecidos 

para la evaluación funcional de e sta enzima y presentó 

una elevación discreta en el porfobilinógeno urinario. Uno 

de sus hermanos (II-3, Fig. No. 9)tuvo una actividad dis­

minuída de la desaminasa del porfobilinógeno, aún cuando 

clínicamente nunca había presentado síntomas de porf iria 

intermitente aguda y la excreción de sus metabolitos (áci­

do delta-aminolevulínico y porfobilinógeno) resultó normal. 

En la segunda familia, la propósita (II-7, Fig. No. 

10) mostró actividad disminuída de la desaminasa del por­

fobilinógeno y excreción normal del ácido delta-aminole­

vulínico y porfobilinógeno y ausencia de porf irinas en he­

ces. Tres de sus hermanas (II-2, II-6 y II-8; Fig. No. 10) 

también tuvieron activ i dad enzimática disminuída y sola­

mente una de ellas (II-8; Fig. No. 10) mostró una eleva­

ción discreta de porfob ilinógeno urinario. 

En la tercera familia, la propósita (II-3; Fig. No. 

11) fué estudiada durante una crisis de porfiria intermi­

tente aguda, en este periodo alcanzó elevaciones impor-
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tantes en los valores urinarios de ácido delta-aminolevu­

línico y porfobilinógeno, en esta paciente la actividad 

de la desaminasa del porfobilin6geno estuvo disminuída. 

La paciente se encontró hospitalizada debido a paro res­

piratorio y paraplejia. En el estudio familiar se detec­

taron como portadores de porf iria intermitente aguda a 

una hermana, dos hijos y al padre de la prop6sita (Fig. 

No. 11); todos ellos presentaron excreciones anormalmen­

te elevadas de ácido delta-aminolevulínico y/ó porfobi­

linógeno y refirieron síntomas clínicos de dolor abdomi­

nal. 

Otras porfirias: 

Los pacientes con otros tipos de porf iria tuvieron 

actividad normal o aumentada de la desaminasa del porfo­

bilinógeno (Fig. No. 8) . 
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Figura No. 8 POBLACION ESTUDIADA 
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PORFIR.IA OI'RAS PORFIRIAS 
INTER!l.1ITENI'E 
AGUDA. 

Diagrama de dispersión que muestra la actividad de la desam.i.na­
sa del porfobilinógeno en personas nonnales (n = 23), portadores de 
r:orfiria intennitente aguda (n = 11) y pacientes con otros tir:os de 
r:orfirias: protoporfiria eritropoyética (n = 1), coproporfiria here­
ditaria (n = 1) y porfiria variegata (n = 5). Se estableció el diag­
nóstico de r:orfiria intennitente aguda en aquellos individuos que 
nostraron una actividad de la desaminasa del porfobilin6gem por de­
bajo del límite inferior de referencia. Ios valores de referencia 
corresponden al intervalo canprendido entre la X nonnál ~ 2 s. 
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Figura No. 9 ESTUDIOS FJIJHLIARES Familia lt>. 1 

I 

II 

D-PB3 

(nrrol/rnl eritr/2 h) 

II-1 102.53 
II-2 84.6 
II-3 75.76 
II-7 95.67 
II-8 92.46 
II-9 117.3 

Valores 
de 83-148 

referencia 

ADAL 

(Jng/lt) 

2.8 
0.5 
1. 75 
4.8 
2.5 

0-5 

Pffi 

e Prop6sita 

a Portador 

(]] ()) Saoo. 

D o No estudiado 

ISI Finado 

PORFIRINAS FEX::ALF..S 

(rrg/24 h) 

2.4 
0.56 
1. 87 
2.4 
2.2 

0-2 negativo 
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Figura No. 10 
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D-PBG 

(nrnol;hl eritr/2 h) 

II-2 82.03 
II--4 86.09 
II-6 63.5 
II-7 80.9 
II-8 75.64 

Valores 
de 83-148 

referencia 

ESTUDIOS FAMILIARES Familia lt>. 2 

ADAL 

(rng/l) 

0.5 
0.5 
1.18 
0.5 
1.12 

0-5 

Pffi 

(ITYJ/24 h) 

0.75 
0.37 
0.94 
0.36 
2.44 

0-2 

e Propósita 

e Portador 

[)]Sano 
O O :tb estudiado 
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Figura No. 11 

I 

II 

III 

D-PB3 

(nrrol;W. eri t/2 h) 

I-1 55.18 
I-2 133.66 
II-1 103.99 
II-3 79.2 
II-5 77.21 
III-3 57.39 
III-4 79.71 

Valores 
de 83-148 

referencia 

ESTUDI OS F A...\1ILIARES Familia N:>. 3 

Afl2U, Pffi 

(nq/lt) (n'g/ 24 h) 

4.13 34 . 31 

2.82 2. 0 
31.0 306. 85 
14.9 46. 87 

3.05 6. 9 
2.77 7.12 

0-5 0-2 
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Discusión: 

El diagnóstico de las porf irias de basa en aspectos 

clínicos y de laboratorio. Un diagnóstico clínico es fac­

tible cuando el padecimiento cursa en una fase aguda o 

bien existen manifestaciones gastrointestinales o neuro­

psiquiá tricas leves debidas a una acumulación crónica de 

los metabolitos del hemo (14). No obstante por ser un 

cuadro clínico atípico p uede ser confundido con otros pa­

decimientos abdominales para el caso de las porf irias 

agudas (5) y con una amplia variedad de fotodermatitis 

para los casos de porfirias en que ocurre sensibilidad 

dérmica a la radiación solar (2). 

Las porfirias agudas, entre las que la porfiria in­

termitente aguda destaca por su frecuencia y gravedad 

(11-13), se caracterizan por periodos críticos que abun­

dan en manifestaciones neuropsiquiátricas y gastrointes­

tinales seguidos de periodos asintomáticos. Individuos 

genéticamente portadores de porfiria intermitente aguda 

pueden permanecer asintomáticos durante toda su vida (15) , 

especialmente si no se ven expuestos a los agentes quí­

micos que se sabe favorecen la expresión clínica de este 

padecimiento. 

Las anormalidades de la excreción de los metaboli­

tos del hemo características de la porf iria intermitente 

aguda se presentan únicamente cuando los pacientes tie­

nen sintomatología clínica (14). Se requiere un conjunto 

de pruebas en la búsqueda de metabolitos urinarios y fe­

cales (23-31), las que resultan ineficaces en la detec-
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ción de portadores asintomáticos de este padecimiento cu­

ya excreción es normal. 

Debido al carácter f arrnacogenético de la porf iria 

intermitente aguda, es de capital importancia la detec~ 

ción de portadores asintomáticos pa ra evitar la exposi­

ción a los agentes porfirogénicos conocidos (15). De es­

ta manera, y debido a la elevada mortalidad registrada 

en sujetos que caen en crisis de porf iria intermitente 

aguda (14), no es exagerado afirmar que la detección de 

portadores asintomáticos puede prevenir un desenlace fa­

tal. 

La prueba crítica para la detección de portadores de 

porf iria intermitente aguda consiste en medir la activi­

dad de la desarninasa del porfobilinógeno, enzima cuya de­

ficiencia es responsable de este padecimiento (43). El 

análisis espectrof luorornétrico de las uroporf irinas for­

madas por esta enzima a partir de la utilización de por­

fobilinógeno corno sustrato, es la técnica más empleada 

para este propósito (32-41), sin embargo, ofrece dificul­

tades técnicas tales como la inestabilidad del sustrato 

que requiere ser preparado inmediatamente antes del aná­

lisis, que impiden su uso generalizado. 

La utilización de ácido delta -aminolevulínico como 

sustrato, y espectrofotometría de luz visible corno medi­

da de cuantificación de la actividad enzimática, permite 

que la técnica sea asequible, económica y técnicamente 

sencilla. Teniendo en cuenta la sensibilidad menor del 

espectrofotómetro de luz visible en la detección de uro-
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porfirinas, resultó evidente la necesidad de investigar 

aquellos factores que favorecen la cinética de las enzi­

mas involucradas en el análisis. Así, la introducción de 

mercaptoetanol en la mezcla de anál i sis, contibuy6 a la 

producción de cantidades signific ativ amente mayores de 

uroporfirinas debido, probablemente, a que mantiene re­

ducidos los grupos sulfhidrilo de la deshidratasa del 

ácido delta-aminolevulínico (5 2 ) . El pico de absorción a 

405 run comprueba la efectividad d e l bloqueo en~imático 

sobre la descarboxilasa del u r opor f irinógeno (48-49) y 

la formacion de un tipo único de porf irinas asegura una 

sensibilidad mayor con la cuantific ación espectrofotomé­

trica. Se recurrió a un sistema de análisis factorial pa­

ra elegir el tiempo de incubación y la concentraci6n óp­

tima de sustrato debido a que exis te una interrelación 

de estos factores, y a que el efec to conjunto fué signifi­

cativo. 

Puesto que el almacenami e nto d e las muestras de san­

gre a temp eratura ambiente no redundó significativamente 

sobre la actividad de la desamina sa del porfobilinógeno 

resulta posible que las muestras s ean referidas al lugar 

de análisis sin decremento en la significación de los re­

sultados; de cualquier manera, aún cuando las diferencias 

no fueron significativas, se r e c omi enda conservar las 

muestras a 4ºC si no se reali za e l análisis antes de 24 

horas. 

Los coeficientes de v ar i ac i ó n intraanálisis e inter­

análisis se sujetan a los lími t e s a ceptados convencional­

mente y reflejan la reproducibilidad de este sistema em-
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pleado en la cuantificación funcional de la desaminasa 

del porfobilinógeno. 

En los estudios familiares, además de reafirmarse 
1 

el diagnóstico de los propósitos, se detectaron ocho por-

tadores de porfiria intermitente aguda, tres de los cua­

les resultaron con excreciones normales de ácido delta­

aminolevulínico y porfobilin6geno. Estos hallazgos corro­

boran la eficacia del método aquí descrito par~ la de­

tección de portadores asintomáticos de porf iria intermi­

tente aguda e ilustran la necesidad de los estudios fa­

miliares en sujetos que sufren este padecimiento. 
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