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Porfirinas sdo produtos originados da biossintese do heme. As
enzimas envolvidas neste processo podem ter sua atividade inibida
por fatores genéticos, adquiridos ou uma combinagdo de ambos,
acarretando um aumento sérico do substrato correspondente que
serd eliminado pela urina. Considerando-se a importancia do
diagnostico precoce nas alteragoes da biossintese do heme, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver um método de cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢do por
fluorescéncia, sensivel o suficiente para identificar cinco fra¢oes
de porfirinas urindrias: uroporfirina (8-carboxil porfirina),
heptaporfirina (7-carboxil porfirina), hexaporfirina (6-carboxil
porfirina), pentaporfirina (5-carboxil porfirina) e coproporfirina
1 e Il (4- carboxil porfirinas). Métodos de extracdo por detec¢do
espectrofotométrica ndo sdo semsiveis para este proposito. O
cromatografo utilizado, da marca Shimadzu, é composto de duas
bombas, injetor automatico e detector de fluorescéncia (RF-535)
com excita¢do de 400 nm e emissdo de 620 nm. Foi utilizada uma
coluna de fase reversa com um programa de gradiente linear. O
método desenvolvido apresentou linearidade de 8,0 a 120,0 ng/L
para as fragoes de interesse, demonstrando ser adequado na
identificagdo e quantificagdo das porfirinas com diferentes grupos
carboxilicos, importantes para o diagnostico precoce e
acompanhamento de porfirias.
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INTRODUCAO
Porfirinas e biossintese do heme

Porfirinas sdo compostos tetrapirrdlicos
policarboxilados originados no processo de biossintese do
heme (Figura 1). As caracteristicas estruturais do heme e
a presenga de um atomo ionizado de ferro o tornam molé-
cula vital para grande variedade de funcdes biologicas,
sendo responsavel pelo transporte de oxigénio pela
hemoglobina e de elétrons na cadeia respiratdria
(citocromos a, a,, b , ¢, e ¢), pela ativagdo e decomposicio
do peréxido de hidrogénio (catalase e peroxidase) e por
outras fungdes de 6xido-redugdo nos citocromos P450 € b,
(Daniell, 1997).

A biossintese do heme ocorre em todas as células
humanas, sendo que cerca de 85% ocorre nas células
eritropoéticas da medula dssea, onde todo heme sintetiza-
do ¢ incorporado a hemoglobina, e sua producao ¢ depen-
dente da necessidade de sintese desta (King, Marchesini,
2005). O restante do heme ¢ praticamente sintetizado nos
hepatdcitos e incorporado as hemoproteinas que compdem
o citocromo P450 (Elder, Urquhart, 1987).

Porfirias genéticas e adquiridas

Porfirias sdo um grupo de doengas associadas a ini-
bicao de enzimas que compdem a rota do heme. As inibi-
¢oOes levam ao aumento sérico e a excre¢ao urinaria de
porfirinas. A Tabela I relaciona o tipo de porfiria, a defici-
€ncia enzimatica associada, a transmissao genética, a ex-
pressao fenotipica e clinica e a classe de porfirina alterada
na urina (Doss, Kuhnel, Gross, 2000).

A manifestacdo de um quadro de porfiria pode estar
associada ou ser exacerbada por série de agentes causais,
como exposicao ambiental e ocupacional a organoclorados
(Sunyer et al., 2002) e metais pesados (Hg, Pb e As), alco-
olismo, doencas hepéaticas e infecciosas, doengas
hematoldgicas e efeito adverso de farmacos (Verdon,
Pollock, Bralley, 2006).

A porfiria cutanea tarda (PCT) € o tipo de porfiria
mais comumente diagnosticada em humanos, clinicamente
caracterizada pela elevada fotossensibilidade e fragilidade
cutanea que os individuos acometidos por esta moléstia apre-
sentam. Estas manifestagdes ocorrem as custas da interagao
das porfirinas com a luz ultravioleta (UV) de 400-410 nm ao
nivel da pele (Elder, 1987; Langoni, 1999). Nestas condi¢des
os metabdlitos porfirinicos ficam no estado excitado e apre-
sentam fluorescéncia, podendo neste estado interagir com
macromoléculas celulares ou com oxigénio molecular, ge-
rando radicais livres, cito e genotdxicos (Klassen, 1996).

A. N. L. Alves, M. N. Burattini, N. M. Sumita, H. V. D. Rosa

A= CH,COOH
A P P = -CHCH:COOH
® o =

G CHiCH; COOH @ S V=-CH,C|

HN O

b — PBG

Espontaneo
@] @ / \ Nao-enzimético
p A
.- AP A@F
+
succinil Co A ALl IO A A
Me &7 v
MeMa
P T P Heme
Me v
e " P P
P P
Protoporfirina X Me: A P A
g}g 0 Sags, Rt
—
Me s 2 Me Me Mo P Mo

Protoporfirinogénio IX

F l [4 P 4
Uro Il l Urol
@p v, @ v,
As P As P
Me A P A
P l Me
Hepta Ill l Hepta |
@; Y 4 @, v,
Me P Me P
Me A P A

coproporFiRNA (Il COPROPORFIRINA |

MITOCONDRIA el

FIGURA 1 - Biossintese do heme (Verdon, Pollock, Bralley,
2006 modificado)

Enzimas:d-aminolevulinato (ALA) sintetase, (2) ALA
desidratase, (3) uroporfirinogénio I sintetase (PBG
desaminase) e uroporfirinogénio III cosintetase, (4)
uroporfirinogénio descarboxilase, (5) coproporfirinogénio
oxidase, (6) protoporfirinogénio oxidase e (7) ferroquelase
(heme sintetase)

Compostos intermediarios: ALA: 4cido 5-8-aminolevulinico;
PBG: porfobilinogénio; Uro: uroporfirina; Hepta:
heptaporfirina; Hexa: hexaporfirina; Penta: pentaporfirina

Os relatos laboratoriais de PCT sdo caracterizados
pelo aumento de uroporfirina (URO) e heptaporfirina
(HEPTA) na urina (Ozalla et al., 2002), sendo que a URO
esta aumentada de 10 a 375 vezes em relagdo ao valor de
referéncia. Na fase latente da moléstia, quando alteragdes
ndo sdo visiveis ao nivel da pele, a suspeita clinica pode ser
confirmada através das alteragdes discretas do perfil
urinario das porfirinas (Daniell,1997).

Baseados em experiéncias clinicas e evidéncias em
experimentos com animais, Doss, Kuhnel e Gross (2000)
descreveram os estagios da evolugao da porfiria hepatica
cronica, clinicamente latente. As lesOes hepaticas
subclinicas evoluem progressivamente para o aparecimento
das lesdes cutaneas. Os estagios iniciais, sem expressao
clinica, podem ser identificados no perfil de porfirinas
urinarias. No estagio inicial, fase A, aparece uma
coproporfirintria; na fase B, aparece um aumento discre-
to na fragdo URO; na C, aparece também o aumento da
fracdo HEPTA e na fase D ¢ desencadeada a PCT (Elder,
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TABELA | - Classificagdo das principais porfirias (Doss, Kuhnel, Gross, 2000)
Porfiria Deficiéncia Transmissao Expressao Expressao Fracao
Enzimatica Genética Fenotipica Clinica Alterada
(Urina)
1. Eritropoética
CEP URO Il sintase AR Medula 6ssea Fotossensibilidade UROTIe
COPRO 1
EEP Ferroquelase AD Medula ossea e figado  Fotossensibilidade COPRO
2. Hepadtica
Agudas
ADP ALA-D AR Figado Visceral e ALAe
Neurologica COPRO
AIP PBG desaminase AD Figado Visceral e ALA e PBG
Neurologica UROe
COPRO
HCP COPRO-O AD Figado Visceral ALA,PBGe
Neurologica COPRO
Fotossensibilidade
VP PROTO-O AD Figado Visceral ALA,PBGe
Neurologica COPRO
Fotossensibilidade
Cronicas
PCT URO-D v Figado Fotossensibilidade UROe
HEPTA
HEP URO-D AR Figadoe Visceral UROe
Medula 6ssea Neurologica HEPTA
Fotossensibilidade

CEP: porfiria eritropoética congénita; EEP: protoporfiria eritro-thepatica; ADP: porfiria por deficiéncia da ALA-D; AIP:
porfiria intermitente aguda; HCP: coproporfiria hereditaria; VP: porfiria variegata; PCT: porfiria cutanea tarda; HEP:
porfiria hepatoeritropoética; AR: autossdmico recessivo; AD: autossdmico dominante; V: variavel; ALA: 4cido 5-delta-
aminolevulinico; PBG: porfobilinogénio; URO: uroporfirina; COPRO: coproporfirina

Urquhart, 1987). Esta transi¢cdo de coproporfirinuria até
PCT depende de uma inibi¢ao toxica da atividade da URO-
D no figado que pode ou nao estar associada, também, a
alteragdo genética pré-existente.

Métodos analiticos para dosagem de porfirinas

Os métodos utilizados para a dosagem de porfirinas
geralmente partem de extracao das porfirinas com solvente
seletivo, seguida da leitura espectrofotométrica da fracao
URO e das porfirinas totais. A fragdo COPRO ¢ obtida pela
diferenca das porfirinas totais e da fragdo URO
(Fernandez, Henry, Goldenberg, 1966). Métodos
fluorimétricos nos quais a separagdo das duas fragdes ¢
feita numa coluna com resina de troca idnica também sao
utilizados (Sobel, Cano, Thiers, 1974; Martinez, Mills,

1971). Para avaliar o perfil urinario de porfirinas visando
detectar alteragdes discretas em fases ainda latentes da
doenga, estes métodos ndo sao sensiveis (Schreiber, Raysis,
Labbe, 1983). Os métodos cromatograficos sao, sem duvi-
da, os de melhor escolha para tal objetivo (Ford, Ou,
Ellefson, 1981; Johnson, Perkins, Kennedy, 1988).

MATERIAL E METODO
Reagentes, padrdes e controles e materiais

Foi utilizado um padrao comercial de porfirinas na for-
ma liofilizada de urina humana, da marca Immundiagnostik
(Bensheim, Alemanha KC3601ka), com concentragdes conhe-
cidas de URO (8-carboxil porfirina), HEPTA (7-carboxil
porfirina), HEXA (6-carboxil porfirina), PENTA (5-carboxil



584

porfirina), COPRO I e III (4-carboxil porfirinas): 90,8; 86,8;
88,8; 118,8 e 187,2 nug/L respectivamente. Este foi
ressuspendido com agua grau I (NCCLS National Committee
for Clinical Laboratory Standards C3-A3, 1997) e acidificado
com 25 L de HC1 (37%) (Néon Comercial Produtos Quimi-
cos, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Os reagentes utilizados foram acetato de amoénio
(Synth, Sao Paulo, SP, Brasil); metanol grau HPLC (EM
Science, NJ, USA em associagcdo com Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha) e acido acético glacial. Para a co-
leta de urina foram utilizados frascos de polipropileno com
capacidade para 50 mL (J. Prolab, Sdo José dos Pinhais,
PR, Brasil).

Preparo de amostra

Uma aliquota de 2,0 mL da amostra foi acidificada
com HCI 37% a pH <3,0 ¢ centrifugada a 2.500 rpm. O
sobrenadante foi submetido a uma unidade filtrante Millex
HV 0,45 mm, membrana durapore PVDF, 13 mm diame-
tro, ndo-estéril, Millipore® (Bedford, MA, USA), e dire-
tamente transferido para um frasco de injecao automatica
de 1,5 mL (Shimadzu Co., Kioto, Japao).

Equipamento e condicdes cromatograficas

O cromatografo utilizado (Shimadzu Co., Kioto,
Japdo) ¢ composto de: 1 desgaseificador (DGU-2 A), 2
bombas (LC-10AD), controlador (SCL-10 A), forno de
coluna (CTO-10 A), injetor automatico (SIL-10A) e
detector de fluorescéncia (RF-535), programado para
excitagdo de 400 nm e emissao de 620 nm, e um integrador
(CR7A PLUS). Foi utilizada uma coluna de fase reversa,
12,5 cm x 14,0 mm, acoplada a uma pré-coluna, 4,0 cm x
4,0 mm, ambas 100 RP-18 e particula de 5 pum,
LiChroCART® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). O
volume de amostra injetado foi de 100 UL com vazao de
1,0 mL/min e tempo total de andlise de 21 minutos. A
elui¢do foi realizada utilizando-se programa de gradiente:
metanol e tampao de acetato de amonio 1 mol/L, pH 4,0,
passando de 10 a 95% de metanol em 14 minutos e
retornando a 10% em 10 minutos. Este processo teve como
objetivo separar as fragdes das porfirinas as custas das
diferencas de polaridade devido ao nimero de carboxilas.

Validacao do método

A metodologia selecionada foi adaptada do método
proposto por Sunyer et al. (2002) e a validagdo do méto-
do foi baseada nos principios gerais da padronizagao de um
ensaio em métodos cromatograficos (Brasil, Ministério da
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Satde, 2003; Chasin, Chasin, Salvadori, 1994; Shah,
Midha, Dighe et al., 1992), que consistem no estabeleci-
mento da linearidade, precisao intra e interensaio, limite de
deteccao, limite de quantificacdo e estabilidade da substan-
cia na matriz.

O estudo da linearidade foi realizado a partir da dilui-
¢do da solucgao de calibrador em seis concentracdes diferen-
tes das fracoes URO, HEPTA, HEXA, PENTA ¢ COPRO.
Estas foram submetidas a analise cromatografica em
triplicata. A curva de calibracdo foi submetida a um trata-
mento estatistico em que foram calculados o desvio padrao
e o coeficiente de variagdo (CV) de cada ponto. O intervalo
dinamico, isto ¢, a faixa linear utilizavel, foi calculado até a
concentracao em que o CV para a triplicata era no maximo
10%. As curvas de calibragdo foram construidas e os coefi-
cientes de correlagdo de Pearson (1%) e as respectivas equa-
¢oes de regressdo linear foram estimados.

Baseado no principio de que o limite de quantificacao
(LOQ) ¢ amenor concentracao precisamente medida e que
deve estar incluida na curva de calibragao (Brasil, Minis-
tério da Saude, 2003; Chasin, Chasin, Salvadori, 1994),
utilizou-se o critério de reprodutibilidade de resposta (pre-
cisdo), que consiste em analisar uma série de amostras
contendo quantidades decrescentes do analito. O LOQ foi
amenor concentra¢ao que apresentou um CV que ndo ex-
cedeu o limite de 10%.

O limite de detec¢ao (LOD) é a menor concentragdo
da substancia em analise que o processo analitico pode
diferenciar, relacionado a linha de base do detector
cromatografico (Brasil, Ministério da Saude, 2003;
Chasin, Chasin, Salvadori, 1994). Baseado neste conceito,
o LOD foi calculado pela concentragdo que equivaleria a
uma area de 500 na analise cromatografica, conforme o
programa fixado para esta analise.

A precisdo intra-ensaio foi determinada indiretamen-
te pelo calculo do CV. O estudo foi conduzido analisando-
se urinas com concentragoes conhecidas de URO, HEPTA,
HEXA, PENTA e COPRO: 79, 93, 98, 81 ¢ 141mg/L res-
pectivamente, com cinco repeti¢des para cada uma. A pre-
cisdo interensaio foi também estimada pelo calculo do CV
com amostras analisadas em 4 dias diferentes. Foi calcu-
lada para as fragoes URO e COPRO.

A estabilidade dos analitos na matriz foi testada para
as fragdes URO e COPRO para amostra conservada em
geladeira (2-8 °C) em pH fisiologico de urina (pH 5,0-6,0)
e em pH 9,0, com conservante alcalino. Para as amostras
conservadas em freezer (abaixo de -8 °C), foi testada a es-
tabilidade em pH 9,0. Os resultados obtidos ao longo de 7,
14,21, 30 e 60 dias estdo representados em termos de
percentual (%) de perda ou ganho em relag@o a concentra-
¢do de URO e COPRO obtida no tempo zero dias. Para as
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amostras conservadas em geladeira, o teste foi realizado
por 7 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 2 s@o apresentados dois perfis cromato-
gréficos: o padrdo de porfirinas com as cinco fracdes que
podem ser identificadas. A fragdo com tR 18,111 representa
a mesoporfirina cuja concentragao nao foi fornecida pelo
fabricante. Nesta figura também foi demonstrado o padrao
cromatografico da urina de um individuo que nio apresen-
tava alteragdes no perfil de porfirinas urinarias.
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O método aplicado demonstrou ser linear dentro da
faixa de concentracao estudada para as fragdes das
porfirinas. O coeficiente de correlaga@o linear de Pearson
(r*) apresentou resultados proximos a 0,99, mostrando a
linearidade do método para a faixa de estudo. Na Tabela I1
estdo expostas a faixa de concentracdo estudada, a corre-
lagdo e a equagdo de regressdo linear para as respectivas
fracoes estudadas.

Os valores de precisao intra-ensaio, definidos pelo
CV dos cinco resultados obtidos para cada fragdo, estdo
descritos na Tabela I11. Considerando-se que os resultados
desejados para precisdo, avaliados pelo CV obtido, devem
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FIGURA 2 — Perfil cromatografico apresentado pelo padrdo utilizado com as 5 fragdes (esquerda) e amostra de urina sem

alteracdo no perfil de porfirinas (direita).

TABELA 11 - Correlacao e equacao de regressao linear obtida para URO, HEPTA, HEXA, PENTA, COPRO na faixa de

concentragao

Fragao Concentracao (mg/L) Correlagdo (r?) Equacao de Regressao Linear
URO 7,4 -90,8 0,9988 y =203,8x - 676,3
HEPTA 6,8 - 86,9 0,9999 y=192,7x - 344,9
HEXA 8,9 - 88,8 0,9998 y=168,6x -377,0
PENTA 8,5-118,8 0,9996 y=157,4x - 307,8
COPRO 8,3-187,2 0,9995 y =119,0x +409,9
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TABELA 11l - Valores de precisdo intra-ensaio (CV%) obtidos com a aplicagdo do método proposto em amostras de urina
adicionadas com URO, HEPTA, HEXA, PENTA e COPRO

Precisdo Intra-Ensaio CV (%)

Fragdo URO HEPTA HEXA PENTA COPRO
Concentracio (mg/L) 79 93 98 81 141
CV (%) 3,3 3,2 3,8 3,1 3,5

ser menores que 15% (Chasin, Chasin, Salvadori, 1994),
os dados obtidos na valida¢ao desta metodologia apresen-
taram precisao adequada, variando de 3,8% para HEXA
até 3,1% para PENTA na precisao intra-ensaio.

Para a precisao interensaio determinada pelo calcu-
lo do CV com amostras analisadas em 4 dias diferentes
para as fragdes URO e COPRO, os resultados de CV fica-
ram abaixo de 5,1% (Tabela IV).

TABELA 1V - Valores de precisao interensaio (CV%)
obtidos com a aplicagdo do método proposto em amostras
de urina adicionadas com URO e COPRO

Precisao Interensaio CV (%)

FRACAO URO COPRO
Concentracio (mg/L) 65 128
CV (%) 5,1 2,1

Zuijderhoudt et al. (2000), em estudos de precisao da
dosagem de porfirinas por CLAE, encontraram CV menor
que 15% para URO, HEPTA e COPRO. Bozek, Hutta,
Hrivnakova (2005) obtiveram CV de 1,9 a 3,1% para pre-
cisdo interensaio. Ambos estio de acordo com os resulta-
dos obtidos neste trabalho.

Os LOQ apresentados foram calculados de acordo
com arepetibilidade da resposta, a menor concentracao que
nao excedeu o CV de 10% para cada fragdo e o LOD pelo
conceito relacionado a linha base e area minima de leitura
do detector e integragdo (Tabela V).

Para o teste de estabilidade, a concentracao inicial da
fragdo URO erade 81,1 mg/L ¢ a fragdo COPRO de 173,2
ug/L. Tanto para a fragdo URO como para a COPRO, a
amostra conservada em freezer (abaixo de -8°C) em pH 9,0
apresentou estabilidade por pelo menos 60 dias, com vari-
acgoOes obtidas dentro dos limites de precisdo do método.
Para a amostra conservada em geladeira (2-8°C) em pH
5,0-6,0 e pH 9,0, a estabilidade testada por 7 dias apresen-
tou uma perda proxima a 10% para conservagdo em pH
fisiologico; para o pH 9,0 a amostra mostrou-se mais esta-
vel tanto para URO como para COPRO (Tabela VI). Os
dados obtidos mostram que a melhor estabilidade foi obti-
da para conservacdo em freezer no pH 9,0.

TABELA V - Limites de quantifica¢do e detecgdo obtidos
para as fracdes de porfirinas urindrias

Fracdo URO HEPTA HEXA PENTA COPRO
LOQ(mgL) 74 68 89 85 83
LOD(mg/L) 3,3 34 40 48 3.6

TABELA VI - Estabilidade da amostra para a fragdo URO e COPRO conservada abaixo de -8 °C e entre 2-8 °C em pH

5,0-6,0 e pH 9,0
Tempo (Dias) Diferenca de concentragdo em % em Diferenca de concentragdo em % em
relagdo ao t=0, fragado URO relagdo ao t=0, fragaio COPRO
abaixo de -8 °C 2-8°C 2-8°C abaixo de -8 °C 2-8°C 2-8°C
pH9,0 pHS5,0-6,0 pHO pH9,0 pHS5,0-6,0 pH 9,0

0 0 0 0 0 0 0

7 +2 -10 -3 +3,9 -8 -6

14 -8 nd nd +6,5 nd nd

21 +6 nd nd -6,5 nd nd

30 -8 nd nd +6 nd nd

60 -3 nd nd -1,4 nd nd

t = tempo em dias; nd = ndo determinado
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Os parametros estudados na validacdo da
metodologia, bem como a realizagdo em laboratério com
certificacdo NBR ISO 9001:2000, implicam temperaturas
de geladeira e freezer monitoradas continuamente, manu-
tencdo preventiva dos equipamentos e, também,
calibragdes periodicas de pipetas e equipamentos por Or-
gaos certificados, assegurando a qualidade do trabalho
analitico e conseqiientemente a obten¢ao de resultados
laboratoriais confiaveis.

CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos conclui-se que a
metodologia de CLAE desenvolvida em nosso laboratorio
para dosagem de porfirinas urindrias € sensivel para ava-
liar o perfil de porfirinas eliminadas fisiologicamente pelos
rins, bem como detectar alteragdes discretas e precoces.

ABSTRACT

Validation of a high performance liquid chromato-
graphy method for quantification of urinary
porphyrins

Porphyrins are products that originate from the heme
biosyntetic pathway. Enzymes that take part in this route can
have their activity inhibited due to inherited/acquired or
both factors resulting in increased serum heme precursor
that will be eliminated in urine. Considering the importance
of early detection of heme biosynthesis alterations, the
purpose of this study was to establish a high pressure liquid
chromatographic (HPLC) method with fluorescence
detection, to detect five fractions of porphyrins:
uroporphyrin (8-carboxyporphyrin), heptaporphyrin (7-
carboxyporphyrin), hexaporphyrin (6-carboxyporphyrin),
pentaporphyrin (5-carboxyporphyrin) and coproporphyrin
1 and 111 (4- carboxyporphyrin). Extraction methods with
spectrophotometric detection are not sensitive enough for
this purpose. The HPLC (Shimadzu Co., Kioto, Japan) was
composed of two high-pressure pumps, auto-sampler and
fluorescence detector (RF-535) with excitation at 400 nm
and emission at 620 nm. The sample was eluted from a
reversed-phase column with a linear gradient. The linearity
of the method was from 8.0 to 120 ug/L for all fractions,
proving its ablility to identify and quantify porphyrins with
differents carboxylic groups for early diagnosis and follow-
up of porphyrias.

UNITERMS: Porphyria. Urinary porphyrins/
quantification. High performance liquid chromatography.
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