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INTRODUCCION



I. IMPORTANCIA DE LAS PORFIRINAS EN LOS SERES VIVOS.-

Las porfirinas son moléculas organicas ciclicas, constituidas por cuatro

anillos pirrdlicos unidas por puentes metilena.

Actlan como grupo prostético de gran variedad de hemoproteinas:
hemoglobina, mioglobina, citocromos, peroxidasas, catalasas, etc; de esta forma

intervienen en procesos fundamentales para los seres vivos.

En algunas bacterias, la ruta metabdlica de las porfirinas conduce a la

sintesis del anillo corrinico y vitamina B12.

La ruta de las porfirinas, en los organismos fotosintéticos conduce a la

sintesis de clorofila y bacterioclordfila.

El grupo prostético hemo es un guelato complejo de protoporfirina IX con
hierro ferroso. Cuando el complejo se forma con hierro férrico, se denomina

hemina o hematina.

li. BIOSINTESIS DEL HEMO.-

La biosintesis del hemo se realiza a partir de precursores muy simples,

con una serie de reacciones catabolizadas por enzimas.

 as primeras reacciones para la formacién del hemo fueron establecidas
por Shemin (1), Rimington (2}, Neuberger (3) y Granick (4) como resultado de sus
estudios con compuestos radiactivos.(Fig 1)
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Il. 1. FORMACION DEL ACIDO DELTA-AMINOLEVULINICO (ALA).-

El ALA se forma a partir del aminoacido glicina o glicocola y succinil-
coenzima-A {CoA), procedente del ciclo de Krebbs.

Shemin y Rittenberg (5) demostraron en 1945, que la glicocola era
precursor del hemo, marcandola primero con 15N y después con 14C. En el
laboratorio de Shemin (6,7), mediante el uso de 14C, demaostraron el papel de la

succinil CoA.

La sintesis de ALA esta catalizada por la enzima delta-amino-levulinico-
sintetasa (ALA-S). Esta enzima mitocondrial, que presenta un grupo sulfhidrilo en
su sitio activo, necesita fosfato de piridoxal como cofactor (89) y es muy
especifica para su substrato, succinil CoA.

Se postula que el mecanismo de accidn del ALA-S consiste en la
formacion de una base de Schiff entre la glicocola y la enzima unida al fosfato de
piridoxal. Al condensarse la base de Schiff con succinil Coa, se forma un
compuesto inestable, acido alfa-amino-B-cetoadipico, se decarboxila y se obtiene
ALA. (10) (Fig 2)
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El ALA-S es una enzima inestable, una vez extraida de los tejidos, tiene

una vida media de 60 minutos. Es limitante de la sintesis de hemo.

Se han definido dos isoenzimas: ALA-S comun o no eritroide, el gen que
la codifica se encuentra en el cromosoma 3 y ALA-S eritroide, el gen que la

codifica se situa en el cromaosoma X (11, 12, 13, 14)

Il. 2. FORMACION DEL PORFOBILINOGENO (PBG).-

El PBG se obtiene por la condensacion de dos moléeculas de ALA con
pérdida de dos moléculas de agua, reaccidén catabolizada por la enzima deita-

amino-levulinico-deshidratasa (ALA-D).

E! ALA-D es una enzima citoplasmica, por tanto el ALA una vez formado
en la mitocondria, difunde al citoplasma. En el centro activo de la enzima se
encuentran grupos sulfhidrilos, un atomo de Zn por subunidad enzimatica, 1 0

2 residuos de lisina, 1 residuo de histidina y restos de aminoacidos hidrofobicos.
(18,17)

El ALA-D es inhibida por concentraciones muy bajas de los bloqueantes
de los grupos sulfhidrilos, como metales pesados (plomo, mercurio, cadmio) y
otros reactivos como p-cloro-mercuri-benzoato. Es activada por la presencia de
ciertos cationes como zinc, cobre y aluminio, que probablemente protegen los

grupos sulfhidrilos, imprescindibles para la actividad enzimatica.



Es una enzima termoestable. El gen que codifica la formacién de ALA-D,
se localiza en el cromosoma 9q34 (18,19); existen como dos isoenzimas ALA-D
1y 2019

Il. 3. SINTESIS DE LOS UROPORFIRINOGENOS | Y il (UROgenos).-

Esta etapa es catalizada por un sistema enzimatico denominado

Porfobilinogenasa (PBGasa), término propuesto por Lockwood y Benson.(20)

La PBGasa es un complejo proteico formado por dos enzimas,
Uroporfirindgeno | Sintetasa (URO-S) o Porfobilindgeno Desaminasa (PBG-D) o
hidroximetilbilano sintetasa (HMB-S) y la uroporfirindgeno Il sintetasa o
Cosintetasa o Isomerasa (URO-CoS).

La PBG-D o URO-S, enzima termoestable, cataliza la condensacion
secuencial de cuatro moléculas de PBG, para formar un tetrapirrol lineal,
denominado Hidroximetilbilano.

En ausencia de URO-CoS, enzima termolabil, el hidroximetilbilano se libera
de la enzima URO-S y se cicla espontaneamente para convertirse en

uroporfirinégeno |. Este isdmero carece de interés biolagico.

En presencia de URO-CoS se reorganiza el anillo D y se cicla el
hidroximetilbilano para obtener uroporfirindgeno |ll, isémera necesario para la
sintesis de hemo.(21, 22){(Fig 3)
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PBG-E =PBG-desaminasa; A=4cido acético; P=acido propionico.

En los tejidos se ha observado predominio de actividad de Cosintetasa
sobre Desaminasa, io que favoreceria la sintesis de uropartirincgenao L



La PBG Desaminasa es una enzima citoplasmica y sulfhidrica (23), esta

codificada en un gen estructural localizado en el brazo largo del cromosoma 11.
(24)

Il. 4. FORMACION DE LOS COPROPORFIRINOGENOS 1 Y 11l (COPROgenos).-

La enzima uroporfirindgeno descarboxilasa (URO-D) cataliza la
descarboxilacion de los UROgenos | y Ill, obteniendo los correspondientes
COPROgenos | y lil. Es la Ultima enzima citoptdsmica de la ruta hemo. Actlda con
mayor velocidad sobre el UROgeno Il que sobre el UROgeno |, asi la velocidad
de descarboxilacién en los eritrocitos humanos es siete veces superior en la linea
fisiologica de! isémero Ill (25).

L.a descarboxilacién del UROgeno Il es secuencial, convirtiendo {os restos
acetato en grupos metilo. El proceso se inicia en el anillo D, continda en los
anillos A, B y C, siguiendo el sentido de las agujas del reloj. Esta secuencia

fisiologica fue establecida por Jackson y colaboradores (26) (Fig 4).

Hexagero I11

reptageno 1II

p M P 'n/
" P M P
—
M [ ] oo *] A
P p Foos

Coprogeno 1II Perntageno 111
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Figura 4. Formacién de COPRQOgeno Il a partir de URO geno IIi.
A=-CH2-COOH,; P=-CH2-CH2-COOH; M=-CH3.
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La enzima no sigue una ruta especifica cuando descarboxila el UROgeno
I para obtener COPROgeno |.

La URO-D es una enzima sulfhidrica, termoestable y preferentemente
anaerobica. El oxigeno inhibe su accidn por oxidacién de su substrato y por
accion directa sobre la enzima.

El gen que codifica la sintesis de la URO-D humana se localiza en el
cromosoma 1 (27).

. 5. FORMACION DE PROTOPORFIRINOGENO 1X (PROTOgeno IX).-

Una vez formado, el COPROgenoll pasa del citoplasma a la mitocondria.
Alli sufre una descarboxilacion oxidativa de los restos propionicos de los anillos
A y B que se convierten en dos grupos vinilos, con eliminacion de dos moléculas

de CO2 y dos protones y se obtiene protoporfirindgeno 1X. (28, 29, 30 31)(Fig 5)

CIOOH ?OOH %00!-1
tl'.Hz (;.H ?H l;.Hz
CHy CHy CH; HCOH HO  CH, CH co, CHy CH
”A“ -—-—-——-”A“ S [IA“ - - "AH
N N N
H H H H
Coproporfirinogeno  OH -derivado cis-acril-derivade Protoportirindgeno

Figura 5. Descarboxilacidén oxidativa del Coprogeno Il a protogeno IX (15)
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La enzima responsable es la coproporfirinbgeno-oxidasa (COPRO-0X) o
coproporfirindgeno descarboxilasa o coproporfirinogenasa. Esta situada en el
espacio intermembranoso de la mitocondria (32). Requiere la presencia de
oxigeno y sélo actla sobre el isémero il

El gen que codifica la COPRO-OX humana se encuentra en el cromosoma
9 (33).

Il. 6. FORMACION DE LA PROTOPORFIRINA X (PROTO IX).-

El protoporfirindgeno IX es oxidado, con pérdida de seis atomos de
hidrogeno, y convertido en protoporfirina iX (Fig 6).

P Ares
. )é

Protopotfirinogeno  IX Protoporfirina

Figura 6. Formacidn de la Protoporfirina (PROTO) a partir del
Protoporfirindgeno (PROTOgeno).
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La reaccidén es catalizada por una enzima mitocondrial, denominada

protoporfirindgeno oxidasa (PROTO-OX). Fue aislada por primera vez por
Poulson y colaboradores (34, 35).

La PROTO-OX es una enzima sulfhidrica, requiere oxigeno, no ia afectan
los agentes quelantes y se localiza fuertemente asociada a la membrana interna
de la mitocondria (36).

No se conace bien el mecanismo de accidn de la enzima, aunque se ha
postulado que en su sitio activo hay residuos sulthidricos. El substrato,
protoporfirinégeno, se uniria a estos residuos, y su oxidacion incluiria la pérdida

de los atomos de hidrégeno de uno de los lados del anillo porfirinico.(37)
Il. 7. FORMACION DEL HEMO.-

El Ultimo paso en la sintesis del hemo es la insercidn del ion ferroso en la
protoporfirina IX (Fig 7).

Figura 7. Formacién del hemo a partir de Protoporfirina (PROTO)
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Esta reaccion es catalizada por la enzima ferroquelatasa o hemo-sintetasa,
fuertemente asociada a la membrana interna mitocondrial (38) . Es especifica para
el hierro y puede utilizar protoporfirina IX u otra porfirina, pero no sus
porfirindbgenos, como substrato.

La ferroquelatasa es una enzima sulfhidrica. La presencia de glutation
reducido activa la enzima, el oxigeno y ciertos metales divalentes (magnesio,
plomo) inhiben su accién. El fosfato de piridoxal es necesario para la actuacion
de la enzima y esta fuertemente unido a ella (39).

Es una enzima reguladora de la sintesis del hemo, al igual que la ALA-S,

ya que es inhibida por su substrato y por el hemo.
Ill. CATABOLISMO DEL HEMO.-

Las hemoproteinas son captadas por las células del sistema reticulo-
endotefial de todo el organismo, en donde enzimas proteoliticas desprenden el
grupo hemo.

El hemo sufre una oxidacién, se abre su anillo y se transforma en una
cadena recta de cuatro ndcleos pirrdlicos, denominada biliverdina, que es el
primer pigmento biliar sintetizado.

La oxidacion es catalizada por la Hemo-Oxigenasa (Hemo-ox), enzima
microsémica que requiere oxigeno y, como cofactor, NADPH. Para obtener
NADPH se necesita la enzima NADPH-citocromo P450 reductasa que, junto a la
Hemo-ox, constituye el sistema Hemo-oxigenasa microsomal (40).

La biliverdina es reducida a bilirrubina IX-alfa por la biliverdina reductasa.
En el plasma, la bilirrubina se transporta unida a albumina; la maxima capacidad
de unidn es de dos moles de bilirrubina por cada mol de albumina.

El hepatocito capta la bilirrubina del plasma, la libera de la albdmina y la
une a proteinas citoplasmicas, ligandinas Y y Z.

- En el reticulo endoplasmico del hepatocito, se conjuga la bilirrubina con
acido glucurdnico por la glucuronil-transferasa; el complejo es soluble en agua
y puede ser excretado en la bilis. (41){Fig 8)
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IV. DESTINO DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO.-

El grupo prostético hemo es necesario en todas las células corporales y
cada tejido regula su biosintesis. Este es el motivo por el que se han detectado
grandes diferencias en la concentracion tisular de hemoproteinas.

De todos los tejidos, es en la médula osea y en el higado donde el control
de la biosintesis del hemo es mas importante. En el adulto, el 85% del hemo es
sintetizado en fas células eritroides de la médula dsea y la mayor parte del resto

se sintetiza en el higado.(42)

En la médula ésea, el hemo se emplea fundamentalmente para la sintesis
de hemoglobina. En el higado se sintetizan hemoproteinas de vida relativamente

breve, en especial los citocromas microsémicos P-450.

La sintesis del citocromo P-450 puede ser inducida por muchos farmacos
liposolubles, esteroides y otras sustancias quimicas que son substrato de las
hemoproteinas. En el higado de rata, estos citocromos representan el 60 a 70%
del total del hemo hepatico.(43)

IV. 1. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO HEPATICO.-

El ALA-S es la enzima limitante en la biosintesis del hemo hepatico. Los
dos mecanismos de control son:

1.- Rapido, en el que se modifica la actividad enzimatica. Se denomina
control por retroinhibicidn o ‘feed-back”, presente en muchos procescs
enzimaticos. Si la concentracion de hemo supera los niveles normales, se inhibe
la enzima ALA-S (44, 45).



intermitente, coproporfiria hereditaria y porfiria variegata)
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El tratamiento del ataque agudo en las porfirias hepaticas (porfiria aguda

reside en la

administracion intravenosa de hematina (46). Con ésto se pretende incrementar

la concentracion hepatica de hemo libre regulador, con ia consiguiente inhibicién

de la hiperactividad de la enzima ALA-S.

2.- Lento, por cambios en la cantidad de la enzima. Segdn la hipdtesis de

Jacob y Monod, en los tejidos la sintesis del hemo se encuentra reprimida (Fig

9).
r
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El gen regulador (GR) sintetiza una proteina (apo-receptor) que cuando

se combina con co-receptor que en este caso es el hemo, se forma un represor

activo. Este represor activo impide la sintesis de RNA mensajerc por el gen
estructural (GS) y, por tanto, la sintesis de ALA-S.

IV. 2. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO EN LA MEDULA OSEA.-

Por semejanza con el tejido hepético, en la médula ésea se ha propuesto
a la enzima ALA-S como limitante en la sintesis del hemo. Sin embargo, estudios
de la regulacién del hemo en reticulocitos (47) y en células eritroides inmaduras
de conejo (48), no confirman esta teoria; en estos trabajos el paso limitante en la
biosintesis del hemo es la incorporacién del hierro cuyo aporte esta controlado
por hemo (14, 4g). En la actualidad se considera al hemo como el compuesto
basico en el control de la ruta biosintética del hemo en médula dsea; diferentes
autores (11, 50) han observado en células eritroides humanas inmaduras que €l
hemo es capaz de inhibir la actividad de la enzima ALA-S e incluso puede actuar

como fuente de hierro.

V. PORFIRIAS Y PORFIRINOPATIAS .-

Se denominan porfirias al grupo de enfermedades metabdlicas causadas
por un error congénito en el metabolismo porfirinico, con hipoactividad de una

de las enzimas que intervienen en la ruta biosintética del hemo.

Las porfirinopatias son aiteraciones en el metabolismo de las porfirinas
secundarias a:

* Enfermedades que afectan a la médula ésea o al higado, donde se
sintetiza la mayor parte del hemo.

* Afectacion de la via biliar o del rifidn, 6rganos encargados de la
excrecidn de porfirinas y precursores.

* La administracion de toxicos que alteren la ruta hemo como metales

pesados, hidrocarburos halogenados, farmacos ..etc(Tabla 1)
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TABLA 1

Porfirinopatias Secundarias

1. ENFERMEDADES HEMATOLOGICAS:

ANEMIA FERROPENICA
SIDEROBLASTICA
HEMOLITICA
PERNICIOSA

ERITROPQOYESIS INEFICAZ

TALASEMIA

LEUCEMIAS Y LINFOMAS

2. ENFERMEDADES HEPATOBILIARES:
CIRROSIS HEPATICA
HEPATITIS CRONICA ACTIVA
HEPATITIS TOXICA E INFECCIOSA
ESTEATOSIS HEPATICA
HEPATOPATIA ETILICA
COLESTASIS Y COLANGITIS
CIRRQSIS BILIAR PRIMARIA
HEMOCROMATOSIS
TUMORES HEPATICOS
ICTERICIAS CONGENITAS

3. INTOXICACIONES:
ETILISMO CRONICO Y AGUDO
TOXICOS AMBIENTALES:Hexaclorobenceno
Bifenilos palihalogenados
Dioxina
Cloruro de vinilo
Cloroformo
Benceno
METALES PESADOS:Plomo
Mercurio
Arseénico
DROGAS; Analgésicos
Sedantes:Barbituricos
Hidrato de cloral
Meprobamato
Paraaldehido
Morfirna

4. ENFERMEDADES METABOLICAS:DIABETES MELLITUS
HEMOCROMATOSIS
TIROSEMIA HEREDITARIA

5. OTRAS: MONONUCLEOSIS
POLIOMIELITIS
INFARTO DE MIOCARDIO
EMBARAZQ
AYUNO
CANCER DE PANCREAS
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ESQUEMA DE LA BIOSINTESIS DEL HEMO Y TIPOS DE PORFIRIAS EN

RELACION CON LA ENZIMOPATIA

Ruta metabdlica

Enzima

Variedad de porfiria

ALA

PBG

HMB

UROgeno | UROgeno il
HEPTAgenol HEPTAgeno I

HEXAgeno | HEXAgeno il
PENTAgeno | PENTAgeno i

COPROgeno | COPROgeno il

ALA-Deshidratasa

UROgeno-
Cosintetasa

UROgeno-
Descarboxilasa

Aguda de Doss

De Gdnther

Cutanea tarda

COPROgeno- Coproportfiria
Oxidasa
PROTOgeno
PROTOgeno- Variegata
Oxidasa
PROTOporfiria
2 HEMO-Sintetasa Protoporfiria
HEMO
ALA: éacido aminolevulinico. PBG: porfobilinogeno. HMB:

hidroximetilbilano. ...geno: porfirindgeno
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V.1. PORFIRIAS.-

Son errores congénitos, con hipoactividad de una de las enzimas de la
ruta del hemo.

Encontramos siete variedades de porfirias (Tabla 2), aunque son ochao las
enzimas que intervienen en la ruta, esto es consecuencia de la funcidn limitante
de la enzima ALA-S, que aumenta su sintesis y actividad de forma
compensatoria, con el fin de evitar la deficiencia del producto final, el grupo
prostético hemo.

Las porfirias por hipoactividad de ALA-D y URO-CoS denominadas,
respectivamente, porfiria aguda de Doss y porfiria congénita de Gunther, se
heredan con caracter autosémico recesivo.

Las otras variedades de porfirias se heredan con caracter autosomico
dominante. Se estima que sOlo se manifiestan clinicamente en el 20% de ios
casos (51).

De forma clasica, las porfirias se clasifican en eritropoyéticas y hepaticas,
por ser en la médula ésea y en el higado, donde la sintesis de porfirinas es mas
activa. Por los sintomas, las porfirias se denominan, agudas y cutaneas.(Tabla
3)

TABLA 3
CLASIFICACION DE LAS PORFIRIAS
Segun su origen segun su sintomatologia
Eritropoyéticas:
- Congénita de Gunther Cutanea
- Protoporfiria
Hepéticas:
- Cutanea Tarda
- Variegata Mixtas
- Copropaorfiria
- Aguda de Doss Agudas
- Intermitente Aguda
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V. 1. I. PORFIRIA AGUDA DE DOSS.-

Se presenta en individuos homocigotos en la deficiencia de la enzima ALA-
D (52); es precisc descartar la existencia de saturnismo y tirosinemia hereditaria,
en ambos procesos existe inhibicién de la enzima ALA-D.

Es muy rara, los pacientes presentan una actividad enzimatica en
gritrocitos y médula dsea inferior al 3% del valor normal. Las personas

heterocigotas, asintomaticas, presentan una actividad de ALA-D del 22-48% (53).

Las manifestaciones clinicas son similares a las de una porfiria aguda

intermitente.
V. 1. Il PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE.-

Esta causada por hipoactividad de la enzima URO-S, se hereda con

caracter autosémico dominante (54).

La mayoria de los individuos afectos permanecen asintomaticos, por ello
la prevalencia es dificil de estimar, pero se calculan valores en Europa de
1/20000 habitantes (55). En Suecia es especialmente frecuente, por ello también

se la denomina porfiria sueca.

Las crisis porfiricas agudas consisten en manifestaciones abdominales,
psiquicas y neuroldgicas. El dolor abdominal es el sintoma inicial y mas
frecuente, presente en el 95% de los casos.

V. 1. lll. PORFIRIA CONGENITA DE GUNTER -
Se manifiesta en individuos homocigotos en la deficiencia de la enzima

URO-CoS. Es muy poco frecuente, al igual gue la porfiria aguda de Doss; sdlo

se han descrito un centenar de casos.
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Los pacientes presentan una marcada fotosensibilidad que provoca
mutilaciones de las partes acras.

V. 1. V. PORFIRIA CUTANEA TARDA (PCT).-

Es la mas frecuente de las porfirias, en Madrid se habian diagnosticado
700 casos en el ano 1988 (51). La mayoria de los portadores de la alteracion
metabdlica, permanecen asintomaticos, por ello es probable que su prevalencia
sea muy elevada.

De Verneuil y cols (55) distinguen dos subtipos de PCT denominados
familiar y esporadico.

La PCT familiar se transmite de forma autosdmica dominante. En los
pacientes y portadores se detecta una hipoactividad de la enzima URQ-D, del

50% de su valor normal, en eritrocitos, fibroblastos y tejido hepatico.
La PCT esporadica presenta hipoactividad de URO-D limitada al tejido
hepatico. Su base genética no esta excluida, pero podria tratarse de un trastorno

adquirido (56).

Los pacientes presentan fotosensibilidad, afectacidén hepatica y depositos
corporales de hierro incrementados.

V. 1. V. COPROPORFIRIA HEREDITARIA.-

Causada por hipoactividad de la enzima COPRO-OX, se hereda con

caracter autosémico dominante.
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La mayoria de los portadores de la anormalidad permanecen
asintomaticos, debido a la baja expresividad clinica del gen.

Los pacientes pueden presentar fotosensibilidad y/o crisis agudas como
en la porfiria aguda intermitente.

V. 1. VI. PORFIRIA VARIEGATA.-

Se denomina, también porfiria surafricana (57), por la elevada frecuencia

entre la poblacion blanca de ese pais, 1/200.

Causada por hipoactividad de la PROTQOgeno-Ox, se hereda con caracter
autosomico dominante.

Es clinicamente mixta, los enfermos pueden presentar fotosensibilidad y/o

crisis agudas.
V. 1. Vil. PROTOPORFIRIA ERITROPOYETICA.-

Se origina por hipoactividad de la Hemo-Sintetasa o ferroquelatasa. Se
hereda con caracter autosdmico dominante, de penetrancia variable. Es

especialmente frecuente en Gran Bretaria y en Holanda.

Los pacientes sufren una reaccion aguda de fotosensibilidad dérmica.
También es frecuente que sufran litiasis biliar por formacion de célculos de

bilirrubinato célcico y porfirinosis intrahepatica con minima alteracion funcional.
V. 2. PORFIRINOPATIAS.-

Las alteraciones adquiridas en la biosintesis del hemo 0 en fa excrecion

de las porfirinas se denominan porfirinopatias secundarias.
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V. 2. I. PORFIRINOPATIAS POR ENFERMEDADES HEMATOLOGICAS.-

Es frecuente encontrar alteraciones del metabolismo porfirinico en los

trastornos hemopoyéticos.

En las anemias ferropénicas se encuentra un aumento en la concentracion
de protoporfirina IX en los eritrocitos. Esto es consecuencia de la falta de hierro
para convertir la protoporfirina en hemo (58). Si la biosintesis de hemo se
realizara a su ritmo normal, el acumulo de protoporfirina seria mayor, por tanto
la porfirinosintesis esta enlentecida como mecanismo protector (59) . La inhibicion
de la sintesis de hemo, se acomparia de inhibicidén de la sintesis de globina, para
evitar su acumulo. (60)

Las anemias sidercblasticas se caracterizan por la presencia de
sideroblastos en la médula dsea. La captacion de hierro por la médula dsea esta
aumentado, existe aumento del hierro sérico y de la saturacién de la transferrina,

pero su incorporacion a los eritrocitos esta disminuida (61).

En muchos pacientes con anemia sideroblastica congénita se ha
demostrado la hipoactividad de la enzima ALA-S (62). Esta alteracion responde,
en algunos casos, a la administracidon de fosfato de piridoxal, cofactor de la

enzima.

En las anemias hemoliticas se encuentra aumentada la actividad de las
enzimas UROgeno CoS, ALA-D y PBG-D. En los eritrocitos encontramos

aumento de la concentracion de protoporfirina 1X.(63)

En pacientes con insuficiencia renal en fase terminal se ha descrito
hipoactividad de las enzimas eritrocitarias ALA-D y URO-S (64, 65). La
hipoactividad de la enzima ALA-D eritrocitaria parece presentar cierta
dependencia del grado de anemia y macrocitosis de los enfermos (66)
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V. 2. ll. PORFIRINOPATIAS EN ENFERMEDADES HEPATOBILIARES.-

En fas enfermedades hepatobiliares que conducen a colestasis se aprecia
un incremento en la excrecion urinaria de coproporfirina, con predominio del
isémero | (67, 68) ; en la orina de individuos normales encontramos principalmenite
el isomero Il y sélo pequenas cantidades del |. La coproporfirinuria observada
en hepatopatias crénicas esta mas relacionada con el grado de colestasis que

con el tipo histolégico de la hepatopatia (69).

En las hiperbilirrubinemias congénitas por aumento de la bilirrubina
conjugada (Sindrome de Dubin-Johnson y de Rotor), el porcentaje de
coproporfirina | eliminado en orina es mayor que el eliminado en las colestasis
adquiridas. La proporcidn de eliminacion de! isdmero | es mayor en el Sindrome
de Dubin Johnson que en el de Rotor.(70)

V. 2. lll. PORFIRINOPATIAS POR TOXICOS.-

La intoxicacion por plomo (Saturnismo) produce incremento en la
eliminacion urinaria de ALA y coproporfirina lil, asi como elevacién de

protoporfirina eritrocitaria.

Las alteraciones bioguimicas descritas son causadas por la inhibicién que
el plomo produce en la actividad de las enzimas ALA-D, COPROgeno Ox vy
ferroquelatasa.(71, 72)

En pacientes con saturnismo, se ha observado incremento de la vida
media de ciertos farmacos, cuyo catabolismo se realiza por el sistema enzimatico
de las oxidasas hepaticas. En este sistema interviene el citocromo P450, el hemo
es fundamental para su sintesis. Todo esto-hace pensar que el plomo inhibe la

sintesis de hemo hepatico.(73)
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Las sales organicas de oro inhiben la actividad de las enzimas ALA-S,

ALA-D y ferroguelatasa en eritrocitos, tejido hepatico y renal (74).

El consumo de etanal ejerce un efecto transitorio en la biosintesis del
hemo, inhibe las enzimas ALA-D, URO-D, COPRO-Ox y ferroquelatasa. (75, 76. 77,
78)

Se ha descrito que algunos farmacos como la clorpromazina (79), la
amitriptilina (79) o {a carbamazepina (80} son capaces de inhibir 1a actividad de la

enzima ALA-D hepatica e incluso eritrocitaria.
VI. CONCEPTO Y CLASIFICACION DE DIABETES MELLITUS (DM).-

La OMS (1985) define diabetes mellitus (DM) como "un estado cronico de
hiperglucemia que a veces se acompana de sintomas (sed intensa, orina
profusa, adelgazamiento, estupor, coma y muerte en ausencia de tratamiento
efectivo); a menudo estos sintomas son poco severos o estan ausentes. La
hiperglucemia y demés anormalidades biogquimicas resuitan de una deficiencia
en la produccién o accién de la insulina, hormona gue controla el metabolismo
de la glucosa, pero también de las grasas y de los aminoacidos. Muchos
procesos pueden causar el estado diabético". (81)

Shuman (g82) define DM, como un sindrome caracterizado por
hiperglucemia, hiperiipemia e hiperaminoacidemia.

Serrano Rios (83) describe el estado diabético como "demasiado azlcar
en la sangre y un alto riesgo de lesién macro-microvascular al que se llega por
multiples razones etiopatogénicas”.

La DM debe ser considerada un sindrome y no una enfermedad, ya que
responde a diversas causas, todas las que producen hiperglucemia crénica.

l.a OMS clasificd la DM en 1985 segun se puede apreciar en la Tabla 4 (g4,
85). |
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TABLA 4
CLASIFICACION DE DIABETES MELLITUS Y OTRAS CATEGORIAS DE

INTOLERANCIA A LA GLUCOSA (OMS, 1985)

A.- CLASES CLINICAS
* DIABETES MELLITUS (DM)

Diabetes Mellitus Insulino-dependiente (DMID)
Diabetes Meliitus No-insulino-dependiente (DMNID)
a) No obeso
b) Obeso

Diabetes Mellitus relacionada con malnutricién (DMRM)

Otros tipos de diabetes asociados con ciertas condiciones y sindromes: 1}
enfermedad pancreatica;2) enfermedad de etiologla hormonal; 3) estados
diabéticos inducidos por medicamentos o sustancias quimicas; 4) anormalidades

de la insulina o de sus receplores; 5) ciertas condiciones y sindromes genéticos;

6) grupo miscelango.

* TOLERANCIA ALTERADA A LA GLUCOSA (TAG)
a) No obeso

b) Obeso
¢) Asociado a ciertas condiciones y sindromes

* DIABETES MELLITUS GESTACIONAL (DMG)

B.- CLASES CON RIESGO ESTADISTICO

(Personas con tolerancia normal a la glucosa pero con alto riesgo de desarrollar diabetes)

* Anormalidad previa de la tcierancia a la glucosa

* Anormalidad potencial de la tolerancia a la glucosa
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De todas las formas clinicas de diabetes mellitus, la OMS distinguié dos

tipos bésicos, ya que representan mas del 85% del total de los diabéticos (8s):

1.- Diabetes Mellitus Insutino-dependiente (DMID)
2.- Diabetes Mellitus No-Insulino-dependiente (DMNID)

Los términos DM insulino-dependiente y tipo 1, asi como DM no-insulino-
dependiente y tipo 2, son designaciones alternativas en la mayoria de los
trabajos.

El término DM tipo 1 es una denominacién descriptiva y requiere para su
utilizacién, estudios de laboratorio que demuestren fenémenos inmunoldgicos y
marcadores genéticos no siempre disponibles. La designacion de DM tipo 2 se
realiza cuando se excluye el tipo 1.

La clasificacion de la OMS de 1985, evita la utilizacion de los términos DM
tipo 1 y tipo 2. (86)

El término "dependencia insulinica” (86, 87) no es sindnimo de tratamiento
insulinico. Indica que el paciente esta en riesgo de sufrir cetoacidosis, coma y

muerte si no recibe tratamiento insulinico.

Algunos pacientes clasificados como DMNID reciben tratamiento insulinico
para controlar su hiperglucemia, pero no sufririan cetoacidosis si se suspendiera

este tratamiento.

l.a dependencia insulinica es dificil de establecer en algunos casos, por
ésto la OMS admite la existencia de dependencia insulinica cuestionabte. De igual
forma reconoce la dificultad para definir a este grupo de paciente y por tanto

para incorporarlos a la clasificacion.(es)
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Es dificil clasificar a diabéticos de edad media, no obesos, en tratamiento

con insulina por responder mal a otras terapéuticas y de los que ignoramos su
historia clinica.

Asi mismo, habria que replantearse la clasificacidon en pacientes
diagnosticados de DMNID, en tratamiento con insulina que desarrollan cetosis

severa cuando sufren un traumatismo grave, darno cerebral o infeccion.
VIl. CRITERIOS DIAGNOSTICOS Y PARAMETROS BIOQUIMICOS EN DM.-

Los criterios para el diagnostico de diabetes mellitus estabiecidos por la
OMS (1985), la asociacion Europea para el estudio de la Diabetes y el Grupo
Nacional de Datos de Diabetes de los Estados Unidos son (88, 89):

1, Sintormas clasicos (poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso)
y glucemia en plasma superior a 200 mg/d! (11,2 mmaol/l).

2. Glucemia en plasma, tras 8 horas de ayuno nocturno, igual o
superior a 140 mg/dl (7,8mmol/l), determinada en dos ocasiones
diferentes.

3. Cifras de glucemia en plasma, iguales o superiores a 200 mg/d|
(11,1mmol/l) a las dos horas de la ingesta de 75 g de glucosa en
los adultos y 1,75 g/kg de peso ideal en los ninos, hasta un
maximo de 75 g.(86)

Vil. 1. GLUCEMIA .-

Demostrar la existencia de un estado permanente o cronico de

hiperglucemia es imprescindible para diagnosticar una DM.
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En las personas sanas y en las mujeres no gestantes, la glucosa en

plasma o suero estd comprendida entre 80 y 115 mg/d!.

La glucosa debe ser determinada en sangre capilar, que es equivalente
a sangre arterial, o bien en plasma o suero venoso. Si la glucosa se determina
en sangre total es preciso hacer una correccion, pues influye el valor del
hematocrito entre otras cosas. La glucemia en sangre total es 15% inferior a los

valores plasmaticos o capilares.(ss)

Valores de glucosa en plasma iguales o superiores a 140 mg/dl, tras un
ayuno (86) de 8-16 horas -glucemia basal- , en mas de dos ocasiones, son
diagnosticos de DM.

Vil. 2. SOBRECARGA ORAL DE GLUCOQOSA.-

La prueba de la sobrecarga oral de glucosa se realiza en personas con
valores de glucemia basal comprendidos entre 115-138 mg/d|, valores que no
permiten el diagndstico de DM.

Se debe realizar segun los criterios del Comiteé de expertos en DM de la
OMS. Se determina la glucemia basal y a las dos horas de la ingestion de 75
gramos de glucosa en los adultos, y de 1,75 gramos de glucosa por Kg de peso

ideal en los nifios, hasta un maximo de 75 gramos.

En Europa se administraban 50 gramos de glucosa y en EEUU 100
gramos, pero la dosis europea era insuficiente y la de EEUU producia nauseas
con frecuencia. Los 75 gramos se disuelven en 250-350 mi de agua, deben ser

consumidos en 5 minutos como Maximo.

Los tiempos de extraccion de sangre son a los 0 y 120 minutos. E! Grupo

Nacional de Datos sobre Diabetes mantiene la utifidad de hacer extracciones
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cada 30 minutos, hasta dos horas. Esta actitud no parece proporcionar un mayor

beneficio en la exactitud diagndstica, segun los criterios de la OMS.

Se considera patoldgica la prueba de sobrecarga oral de giucosa cuando
a las dos horas de la administracion de glucosa, la glucemia es superior a 140
mg/dl. Sila glucemia, a las das horas, esta comprendida entre 140-199 mg/di,
se considera una tolerancia alterada a la glucosa, si es superior a 200 mg/dl es
diagnostica de DM.(Tabla 5)

TABLA S

Valores diagndsticos en ¢l test de tolerancie oral ds glucoss (segun la OMS, 198%)

Concentracidn de glucosa en mg/dl (mmoi/litro)®

Sangre total Plasma*s
Venoso Capilar Venoso Capilar
Disbetes Meilitus
Ayunas a 120 z 120 x 140 z 140
fz &N {= &N (219 {210
2 horas tras la sobrecarga de glucosa 2180 z 200 z 200 z 200
(= 10) (= 1L.1) (= 1LY (= 12.2)
Toioruch oral de glucosa alternds g
Ayunas <120 <120 < 140 < 140
(< &N (< 6N (<79 (<18

2 horas tras 1s sobrecarga de glucosa 120-180 140-200 140-200 160-220
. (6,7-10) 3-0,h (7.3-1,1) (8,9-12,2)

* Por razones pricticas, y de forma opuesta al [nforme de Ia OMS (1985), se colocan ea lugar preferente
las cifras facilitadas o8 mg/dt.
** Plasma o suerv.
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En los enfermos diabéticos encontramos alteraciones bioquimicas que por

si mismas no nos permiten realizar el diagndstico de diabetes, pero sirven para
corroborarlo, ayudan a clasificar al paciente, segun la OMS, y algunas son

especialmente Utiles para el control metabdlico de la DM.
Vil. 3. HEMOGLOBINA GLICQOSILADA.-

La hemoglobina (Hb), en un adulto normal, esta compuesta: 90-97% HbA1
(alfz betaz); 2% HbA2 (alfaz deltae); 1% HbF (alfaz gammaz). En 1958 se
aislaron los componentes menocres de la hemoglobina humana (90) y en 1968 se
describid gue uno de estos componentes menores, la hemoglobina glicosilada
A1c, estaba aumentada en los enfermos de diabetes (91)

Las hemoglobinas glicosiladas se forman por la condensacién de un
azucar en el grupo N terminai de la valina, situada en la cadena beta de la
hemoglobina A. Encontramos cuatro tipos diferentes, segun el grado de
fosforilacion del azdcar:(92)

HbA1a1 unida a fructosa difosfato 0.2%
HbA1a2 unida a glucosa 6-fosfato 0.2%
HbA1b no se conoce a lo que esta unida 3.4%
HbA1c unida a glucosa 90%

En la préactica clinica se determina el total o la mas abundante HbA1c.
Existe una correlacion entre ambas de 0.97

La glicosilacion es un proceso no enzimatico que se realiza en dos fases.
En la primera fase, rapida, se forma un compuesto base de Schiff reversible,
aldimina. La segunda fase es lenta e irreversible, se forma la cetoamina, que
permanece unida a la hemoglobina.(Fig 10)
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H H
H.-C =0 H-C=N-R H-C~N-R
H-C — OH H-C -~ OH Ca=0

OH-C—-H +H:NR:OHtC—H _"_.'OH-C—H

H.-C.— OH H-C—-0OH H-C—-0H
H-C - OH H-C-OH H-C—-0OH
CH,OH CH,CH CH,0H
Aldimina Cetoamina
Base de Schiff

Figura 10. Glicosilacidon no enzimética de la hemoglobina (g3).

La cantidad de proteina glicosilada depende del nivel medio de glucemia
(94, 95, 96), asi como de la vida media de la proteina. Para la HbA1c es de 120

dias, que constituye la vida media del hematie. (Fig 11).

[T R R SO N N W
o} 100 200 300 400
Glucemia promedio (mg/dl)

Figura 11. Relacion entre la hemoglobina glicosilada (HbA1c) y la

glucemia promedio (97).



34

La HbA1 puede ser determinada por varios métodos: cromatograficos,
electroforéticos, colorimétricos o quimicos e inmunoldgicos. Los valores
obtenidos con distintos métodos son muy variables, por ello cada laboratorio

debe decidir sus valores normales y tener sus controles internos.

Los valores de HbA1c estable se correlacionan con los niveles medios de
glucemia, en las 4-8 semanas previas a la extraccién. La HbA1c 1abil, aldamina,
puede modificarse entre 1 y 2% si se han producido cambios bruscos en ltos

niveles de glucemia, cercanos a la extraccion.(gs)

La HbA1c es de utilidad para el controi de! tratamiento de la DM. No se
debe emplear para realizar el diagndstico, aunque se puede usar para su
confirmacion, ya que con gran frecuencia se solapan ios valores normales y los

de pacientes diabéticos, por fallos en los controles internos del laboratorio.

VIIi. 4. FRUCTOSAMINA.-

Al determinar la fructosamina se estan valorando todas las proteinas que

tienen restos de hexosas mediante uniones 1-amino-1-deoxi-D-fructosamina.

Sdlo refleja los niveles medios de glucemia de las 2-3 semanas previas a
la extraccion. Sirve como control terapéutico, siempre gue se utilicen los valores
iniciales dei propio paciente como referencia. Se modifican antes que las de

HbA1c, por tanto es mas sensible (99, 100).

La fructosamina no se puede emplear para el diagnéstico de ia DM, por

el frecuente solapamiento entre las cifras de la poblacidn normal y la diabética.

La glicosilacidon no enzimatica también se produce en otras proteinas,
como: albumina plasmatica, lipoproteinas de baja densidad, proteinas de la

membrana eritrocitica, las del cristalino o Ja proteina béasica de la mielina.
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VIl. 5. PEPTIDO C.-

La insulina se sintetiza en las células beta de los islotes de Langerhans del
pancreas, Como un precursor, proinsulina. Esta al dividirse enzimaticamente,

origina insulina y péptido C en cantidades equimolares.

El valor del péptido C nos indica la capacidad excretora de las células beta
del pancreas. Es mayor en jovenes y adultos que en niAos (101).

Se determina por radioinmunoensayo en suero y en orina. Sdlo se
encuentra el 5% en la orina, ya que el resto es metabolizado por el rifndn. En los
enfermos diabéticos con nefropatia, los valores del péptido C estan alterados.

La prueba mas utilizada consiste en la administracion de 1 mg de
glucagén intravenoso. Se determina el valor basal del péptido C y a los siete
minutos de la administracion del glucagdn, en condiciones normales su valor se
triplica.

En la DMID, el valor basal es muy inferior a lo normal y no hay respuesta
al glucagon. En la DMNID, el valor basal es bajo, normal o alto y |a respuesta al
glucagon es pobre.

El péptido C nos indica la reserva insulinica del pancreas y puede ayudar
a distinguir DMID y DMNID.

Viil. DMID.-
La DMID representa entre 10 a 15% del total de diabéticos. Su edad de

inicio mas frecuente es entre 10-14 anos, desciende alrededor de los 18-20 afos

llegando al minimo después de los 25 afios (Fig 12) (33, 102).
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edad de inicio (afiios)
Figura 12. Edad de inicio de la DMID (g3).

La mayoria de los estudios muestran una mayor afectacién del sexo
masculino (103, 104).- Es la mas frecuente de las enfermedades crénicas

importantes en la infancia.

El 85% de los nifos diabéticos sufren DMID. Dentro del 5% restante, una
parte, el 3%, sufre DMNID esporadica (105) o DMNID de origen familiar, descrita
por Fajans (106) y denominada MODY (Maturity-Onset Diabetes of Young). Otra

parte presenta una intolerancia hidrocarbonada asociada a un sindrome genetico.

La incidencia y prevalencia varia por factores genéticos y raciales, en los
paises escandinavos presentan las mayores tasas. La incidencia en la
Comunidad de Madrid es 11,3/100000/ano (poblacién total:4.780.572; poblacién
inferior a los 15 anos:1.105.243) (107).
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La mayoria de los pacientcs con DMID presentan una historia clinica de
2-3 semanas de evolucion, con los sintomas clasicos: poliuria, polidipsia y
polifagia. El resto suele evolucionar en 48 horas, con la presencia de
cetoacidosis y coma diabético.

En una serie de 115 nifios diabéticos atendidos en el Hospital 12 de
Octubre durante 1980-86, la mitad iniciaron st DM con un episodio de

cetoacidosis; de ellos una cuarta parte legaron en coma diabético al hospital.
(108)

El inicio tan brusco en la DMID es causado por fa destruccion completa
(85-90%) (87) de las células beta del pancreas, por una predisposicidn genética
sobre la que actian factores ambientales: infecciones virales (coxsackie,
citomegalovirus, rubeola congénita, hepatitis) o toxinas quimicas
(estreptozotocing, haloxana, clorozotocina) {Fig 13)

Faciores ambisntales
(toxinas, virus)

N

Auomntigeno (m bata)

/ \

Linfocitos T Linfociscs B
Linfocitos citotéxicos * Autcenticoarpos

Destruccién de la cilula bata g

O

DIABETES TIPO I

Figura 13. Posible secuencia de fases en la patogenia de la DMID
(111) '
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La predisposicion genética se encuentra en el brazo corto del cromosoma

6, donde se codifican los antigenos de clase Il del sistema mayor de

histocompatibilidad, locus D, subloci DP, DQ, DR. Los fenctipos DR3 y/o DR4 se

asocian con DMID y el fenotipc DR2 confiere resistencia a la enfermedad. Existe

una concordancia para padecer DMID, de 10-20% entre hermancs con HLA
idéntico.(109)

La destruccidon de las células beta del pancreas es un proceso

autoinmune. Encontramos:

1.-  Anticuerpos anti-islotes pancreaticos. Se trata de IgG contra el
citoplasma de las células insulares. Estan presentes al inicio de la
enfermedad en un 90-35% de los casos (110}, disminuyen con el
tiempo.

2.-  Anticuerpos anti-insulina, presentes en el 16-50% de los pacientes
al inicio de la enfermedad.(110)

3.-  Anticuerpos contra la proteina 64 Kd, situada en la superficie de la

célula beta, gue representa el mas precoz marcador autoinmune.
(111)

El grupo de Karjalainen y cols (112) encontraron en los adultos que
desarrollaban DMID una mayor reserva insulinica, valorada por el péptido C. Por

tanto la funcidn beta estaba mas conservada.
IX DMNID.-

La DMNID representa del 80 al 85% de los diabéticos. La edad de
comienzo es de modo habitual superior a 35 anos (Shuman 1888) (79), con
aumento de la incidencia segun se aumenta la edad. Es extremadamente

frecuente a partir de los 65 anos.
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Encontramos una mayor incidencia en sexo femenino, pero si se tiene
presente el indice de masa corporal, la diferencia entre sexos desaparece, ya
que las mujeres son significativamente mas obesas que los hombres.(33)

La diabetes que se inicia en la edad madura-vejez se clasifica en la
mayoria de los casos como DMNID, sélo un 10-16% (113) se clasifica como DMID
aunque se trate de pacientes maduros por requerir tratamiento con insulina
desde el diagndstico de la enfermedad.

La tolerancia a la glucosa disminuye con los anos, por un aumento de la
resistencia a la insulina debida a la edad (114, 115). Este es el motivo por el que
la incidencia de DMNID esta sobrevalorada.

Las causas por las que se aitera el metabolismo hidrocarbonado con la
edad son:

1.-  Modificaciones en el tipo de vida, con disminucién de la actividad
fisica y dieta rica en grasa y pobre en fibra.
2.- Mayor incidencia de enfermedades, con frecuentes estancias en

cama y uso de farmacos.

Existe una predisposicidn genética para desarrollar la enfermedad,
localizada en el cromosoma 11, en una zona polimérfica del DNA, proxima al gen
de la insulina (116). El gen que codifica la enzima glucdgeno sintetasa, ocalizado
en el cromosoma 19, parece estar relacionado con esta forma de diabetes; la
presencia del alelo A2 se asocia, de forma frecuente, con defecto en la
estimulacion de insulina e hiperglucemia (117).

El 43-45% de los familiares de primer grado de un paciente con DMNID
pueden desarrollar la enfermedad (118). Entre gemelos monocigoticos existe una
concordancia para DMNID de un 91%, el resto presentan una curva de tolerancia
a la glucosa alterada (119)

En el pancreas encontramos una fibrosis acinar e hialinizacion de los
islotes, descrito por Opie hace 90 anos {120). La disminucion de células beta es
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muy rara en DMNID, la pérdida de tejido acinar exocrino puede producir un

aparente aumento de la densidad de islotes. (121)

En DMNID hay una disfuncion de las células beta con alteraciones en la

cuantia y en la pulsatilidad de la secrecion de insulina. (122)

La resistencia a la insulina esta presente en estos pacientes; consiste en
un descenso menor de la glucemia como respuesta a una cantidad determinada
de insulina comparado con una poblacion normal. Esta resistencia se ha
detectado en obesos, sin diabetes mellitus, acomparnada de una reduccion del
nimero de receptores para la insulina, alteracién confirmada asi mismo en
enfermos diabéticos. En los diabéticos con importante hiperglucemia en ayunas

se confirmé un defecto en el transporte de la glucosa a nivel del post-receptor

(123). (Fig 14)

Hiperfagia Defecto Disminucén
en los glucorreceptores de la masa celular
de los islotes
Obesidad
Hiperinsulinemia
Deficiencia insulinica relativa
Resistencia insulinica
\ Hiperglucemia
DMNID.

Figura 14. Etiopatogenia de la DMNID (111).
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Ei paciente con DMNID suele ser obeso. El comienzo insidioso, con

sintomas inespecificos: astenia, adelgazamiento, infecciones repetidas,

prurito...etc.

En general responden al tratamiento dietético o a las sulfonilureas, solo

el 20-30% requieren insulinoterapia.

X. CRITERIOS DE INCLUSION EN DMID Y DMNID.-

La OMS establecio los dos tipos basicos de DM, Insulino-Dependiente y

No-Insulino-Dependiente, basandose en que los datos definitorios podian ser

detectados en la historia clinica del paciente. Los criterios son:

1.-

Edad de aparicidn de la enfermedad. La DMID suele presentarse
en jovenes. La DMNID suele comenzar en personas maduras, con

edad superior a 35 anos.

Forma de comienzo: en DMID es brusca, con los sintomas clasicos
(poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso) y en algunos casos
con presencia de cetoacidosis. En DMNID el comienzo suele ser

insidioso (82, 87).

En DMID, tratamiento con insulina desde el inicio de la

enfermedada.

Shuman en 1988 (82), establecio unos criterios distintivos de ambos tipos

de diabetes, expuestos en la tabla de fa siguiente pagina.
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FACTOR

TIPO |

TIPO Il

Edad de aparicion

Forma de aparicion

Susceptibilidad
genética

Factores
ambientales

Insulina endégena

Estado nutricional

Sintomas

Cetosis

Control de ia
diabetes

Manejo dietético

Insulina
Sulfonilureas

Complicaciones
vasculares y
neuroldgicas

Corrientemente en jovenes,
pero puede ocurrir a
cualquier edad

Generalmente brusca

HLA relacionado con DR3
Y DR4, y otros

Virus, toxinas, estimulacion
autoinmune

Minima o ausente

Delgado, estado catabdlico

Sed, poliuria, polifagia,
astenia, adelgazamiento

Proclive:en la aparicién o
en ausencia de insulina

Dificil, con fluctuaciones de
la glucemia

Esencial

Requerida siempre

No eficaz

En la mayoria tras 5 afios o

mas de diabetes

Corrientementescbre los
35 anos, perc puede
ocurrir a cualquier edad

Insidiosa

Bagaje genético no
relacionado con HLA

QObesidad. Alteraciones de
la nutricion

Respuesta estimulada
es:1)secrecion retrasada
pera suficiente; 2)reducida
pero no ausente

Obess o normal

Ninguno o escasos

Resistente, salvo en estrés
o infeccién

Variable

Esencial;e incluso
suficiente para el control
de la glucemia

Requerida por el 20-30%
Eficaz

Frecuente
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XI. DM EXPERIMENTAL.-

En los ultimos afios se han utilizado diferentes drogas que inducen una
DM experimental con alteraciones metabdlicas e histologicas que recuerdan una

DMID. Las drogas mas utilizadas han sido halloxano y estreptozotocina (STZ).

La STZ es una antibidtico de amplio espectro aislado de cultivos de
Streptomyces acromogenes y sintetizade con posterioridad (124); sus
propiedades diabetdgenas fueron descritas por Rakieten y coi(125), es capaz de
producir en las céluias beta del pancreas una degranulacion B casi completa. La
mayoria de los autores emplean STZ para inducir DM experimental, debido a que
su potencia como agente diabetogeno es mayor que la que presenta el halloxano
(126).

La dosis de STZ empleada por diferentes autores varia de 30 mg/Kg
(127) a 65 mg/Kg (128, 129, 130); esta Ultima es la dosis mas empleada ya que se
consigue una buena induccién de DM con baja mortalidad.

Xit. ALTERACIONES METABOULICAS EN DM.-

La insulina es la hormona anabdlica principal (131) (Fig 15). El aumento
del glucagdn plasmatico, junto al disminucidn de la insulina, representa el inicio
del catabolismo (131) (Fig 16), al que contribuyen la adrenalina, el cortisol y la

hormona de crecimiento.
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En la DM hay una disminucién de insulina circulante, lo que permite el
aumento de la concentracién de glucagon. La consecuencia es la elevacion, en
el higado, de monofosfato ciclico de adenosina (AMP ciclico). Esto conduce a la
hidrdlisis del glucdgeno hepatico, la activacidn de la gluconeogénesis e inhibicién

de la glucolisis.

Los substrato para la gluconeogenesis hepatica son lactato, glicerol y
aminoéacidos. El lactato se obtiene del glucdgeno almacenado en el mdsculo.
Produce el 20% de la glucosa hepatica, por el ciclo de Cori. El glicerol se origina
de la hidroiisis de los triglicéridos del tejido adiposo.

Los aminoacidos son el substrato basico en la neoglucogénesis. La
alanina es el aminoéacido méas captado por el higado. La neoglucogénesis se
produce principaimente en el higado, pero cuando la deficiencia de insulina es
prolongada, también se origina en el rindn, que utiliza glutamina de forma
preferente. Los aminoacidos utilizados provienen de proteinas estructurales en

mayor cantidad que de depdsitos no funcionantes.

La deficiencia de insulina persistente conduce a la oxidacion del tejido
adiposo, con la formacion de acidos grasos libres y cuerpos cetonicos, utilizados

como fuente de energia por los tejidos.

En condiciones normaies, los acidos grasos captados por el higado son
reesterificados para obtener triglicéridos, que son almacenados o se liberan
como lipoproteinas de baja densidad.

Ef glucagdn al desinhibir la enzima carnitina-acil-transferasa-l de los
hepatocitos, favorece la oxidacién de los acidos grasos y la sintesis de cuerpos
cetonicos. La velocidad de formacion de acetoacetato y b-hidroxibutiratg,

depende de la velocidad de liberacién de Acidos grasos en la periferia.
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X!I. PORFIRIAS Y DM.-

La asociacion entre porfirias y DM fue descrita hace mas de 40 afos por
Sterling, Silver y Ricketts en 1949 (132); estos autores descubrieron DM en tres
de siete pacientes diagnosticados de porfiria aguda intermitente (PAI}. En 1956
Berman y Bielicky (133) encontraron DM en 15 de 36 pacientes con porfiria
cutanea tarda (PCT) que es la forma mas frecuente de porfiria (51), asi mismo
estos autores estudiaron una serie de 1250 varones con DM de los que el 1%

sufria una PCT.

En los uitimos 20 arios la mayoria de los tratados de dermatologia (134, 135,
136, 137), asi como diferentes autores (138, 139, 140), establecen que el 25% de los
pacientes con PCT sufren una DM, con una incidencia de diabetes en estos
pacientes estimada en un 5% (138). Sin embargo, otros autores encuentran una
frecuencia mas baja y segun sus trabajos sdlo el 15% de los pacientes con PCT
presentarian una DM (141, 142).

Por otro lado, se han descrito frecuentes aiteraciones del metabolismo
hidrocarbonado en pacientes diagnosticados de diferentes tipos de porfiria, sobre
todo en los que presentan una PCT o una PAL.

La mayoria de los pacientes con PCT presentan alterada la sobrecarga
oral de glucosa, con valores de glucemia superiores a 160 mg/dl a las dos horas
de ia administracién de glucosa o valores superiores a 200 mg/di a lo largo de
la prueba. La frecuencia de esta alteracion oscila segun diferentes autores entre
un 80% (141) y un 87% (138). Asi misma, se ha descrito en los pacientes con PCT
una secrecion excesiva de insulina en respuesta a la sobrecarga oral de glucosa
(138, 142). Aunque los enfermos cirrdticos suelen presentar intolerancia a la
sobrecarga oral de giucosa con hipersecrecion de insulina, menos del 15% (51)

de los pacientes con PCT presentan cirrosis, lo que podria explicar parte de las
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alteraciones encontradas en el metabolismo hidrocarbonado, pero no las

justificaria.

De igual forma, la mayoria de los pacientes con PAI sintormatica (87%) (143,
144) presentan alterada la prueba de sobrecarga oral de glucosa junto a una
secrecion de insulina retrasada y excesiva, similar a la observada en DMNID: sin
embargo, tanto la curva de glucemia como la secrecion de insulina volvian a la
normalidad cuando el paciente se recuperaba del ataque agudo. Asi mismo, los
pacientes con PAI sintormatica que reciben glucosa orat o intra-venosa, segun lo
aconseje su estado clinico, en una cantidad entre 500-600g/24h presentan
descenso de la eliminacion urinaria de ALA y PBG que suele acompaniarse
generalmente de mejoria clinica (144, 145); a esta capacidad de la glucosa se la
denomina ‘“efecto glucosa' y tambien ha sido descrito en pacientes
diagnosticados de porfiria variegata o coproporfiria hereditaria durante los
periodos sintomaticos (145). Similares resultados tantc bioquimico como clinicos
se han observado después de la infusidn intravenosa de hemo-albimina en

pacientes sintomaticos de PAI (146).

El denominado "efecto glucosa" es debido a la capacidad de la glucosa
para reprimir la actividad de la enzima ALA-S hepatica previamente estimulada
en el curso de una PAIl real (145) 0 bien provocada en el laboratorio por la
administracidn de aliliso-propil-acetamida (AlA) (147, 148, 149). También se produce
el "efecto glucosa" en ratas previamente diabeticas a las que se induce una PAl
por AIA (149). La enzima ALA-S es muy importante en la ruta biosintética del
hemo, ya que limita su sintesis.

Se han publicado diferentes casos de ataques agudos de PAIl precipitados
por ayuno (150, 151}, asi como ausencia de los mismo en pacientes con PAl y

DMNID durante el periodo silente su diabetes (152).
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En resumen: las porfirias y la DM estén asociadas; los pacientes porfiricos

suelen mostrar alterado el metabolismo hidrocarbonado vy la glucosa es capaz

de modificar la ruta biosintética del hemo previamente alterada en los ataques
agudos de porfiria, ya se trate de PAI, variegata o coproporfiria.

En DM son frecuentes los trabajos que estudian las hemoproteinas, que
constituyen una parte del producto final de la ruta biosintética del hemo en tejido
hepético. Todos ellos se han realizado en DM experimental y estudian
principalmente una hemoproteina, el citocromo P450 debido a su papei en la
oxidacion de muchos productos quimicos endégenos: hormonas esteroides y
exdgenos: barbital, codeina, clorpropamida (153, 154, 155, 156). En algunos
estudios solo se describe la elevacion que presentan los animales diabéticos en
el contenido de este citocromo hepatico (157, 158, 159, 160) que se ha observado
mas marcada en ratas diabéticas hembras (161); otros autores describen la
familia del citocromo P450 cuya elevacion puede ser atribuida a la DM, se trata
de la familia P450-2-E-1 también denominada 450ac 0 450}, estos mismo autores
opinan gue los motivos que quiza pueden provocar este aumento sean dos
alteraciones frecuentes en la DM mal controlada: la elevacion de los cuerpos
cetdnicos (161, 162, 163, 164) y €l descensp de la secrecién de la hormona de
crecimienta (161).

Sin embargo, llama la atencién la escasez de trabajos que estudien la
propia ruta biosintética del hemo en DM; la mayoria se han realizado en DM
experimental, Unicamente en tejido hepatico y en algunos casos con resultados
contradictorios.

Céanepa y cols encuentran elevada la cantidad de citocromo P450 en
hepatocitos de ratas diabéticas y aumentada la actividad de ias enzimas ALA-S
y ferroquelatasa (165); después de la administracion de fenobarbital la cantidad

de citocromo se incrementaba 3 veces mas en los hepatocitos de ratas
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diabéticas que en los controles y la actividad de ambas enzimas 1,5 veces (166).
Bitar y Weiner (157) observan en sus ratas diabéticas un aumento de la cantidad
total de hemo y de citocromo P450, descenso de la actividad de la hemo-
oxigenasa microsomal y de la enzima ALA-D, pero en contradiccion con Canepa
y cols también encuentran descendida la actividad de la enzima ALA-S que no
se recupera con la administracidn de cloruro de cobalto (CoCl), compuesto
estimulador de esta enzima.

La ruta biosintética del hemo en hematies se ha estudiado en ratones
diabéticos; se ha observado un descenso de la actividad enzimatica de ALA-D
tanto en hematies como en tejido hepatico, sin modificarse las enzimas PBG-D
ni URO-D (167). Batlle y cols (139) estudiaron esta ruta metabdlica en pacientes
con DM, con PCT y con ambas enfermedades encontraron descendida la
actividad de la enzima ALA-D en el grupo con DMID y con la asociacion PCT-
diabetes, aunque no se especifica si se trata de DMID o bien DMNID, sin
embargo la actividad de la enzima siempre se mantuvo dentro los valores de

referencia del laboratorio.

En resumen, en DM experimental y en tejido hepatico se ha descrito una
elevacién de la cantidad total de hemo y de citocromo P450 junto a un descenso
de la actividad microsomal de la hemo-oxigenasa y de la enzima de ALA-D (157);
también en DM experimental, Rossetti y col (168) observaron un descenso
paralelo de la actividad enzimatica de ALA-D en eritrocitos y en tejido hepatico.
Sin embargo, los resultados sobre {a actividad enzimatica de ALLA-S hepatica son
contradictorios (157, 165, 166). En pacientes diabéticos se ha descrito un descenso
de la actividad de la enzima ALA-D eritrocitaria respecto al grupo control, aunque

siempre dentro de los valores de referencia del laboratorio (139).
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En la introduccion de esta tesis se ha expuesto que existe una asociacion
entre las porfirias y la DM (132) que es mas manifiesta en el caso de la porfiria
cutdnea tarda (133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140). También se ha descrito que el
metabolismo hidrocarbonado se encuentra frecuentemente alterado en los
pacientes porfiricos (138, 141, 143, 144). De igual forma se ha constatado la
capacidad de la glucosa para modificar la ruta biosintética del hemo, cuando ésta
se encuentra previamente alterada, en el curso de un ataque agudo de porfiria
(184, 147, 148, 149).

Por todo lo expuesto y ya que se ha descrito en pacientes diabéticos un
ligero aumento de la excrecion de porfirinas urinarias (169, 170, 171), parecia
adecuado estudiar ta ruta biosintética del hemo en la DM; ailgunos autores han
observado alteraciones de esta ruta en la DM experimental, aunque han dirigido
su atencidn a esta ruta biosintética en tejido hepatico (157, 165, 166) y Unicamente
el 15% del hemo que se sintetiza en el organismo tiene como destino este tejido.
Son muy escasos los estudios de esta ruta en eritrocitos tanto en DM
experimental (168) como en pacientes diabeticos (139, 172), a pesar de que casi

el 85% dei hemo del organismo se sintetiza en la médula dsea.

En la presente tesis nos proponemos estudiar si se encontra alterada la
ruta biosintética del hemo en hematies de pacientes diabéticos. Por este motivo
estudiaremos dos de las enzimas que intervienen en esta ruta: ALA-D y PBG-D,
ya que al carecer '9?,, hematies de mitocondrias no es posible determinar la
actividad de las enzimas mitocondriales de la ruta hemo (ALA-S, COPRO-OX,
PROTOQ-0X, ferroquelatasa). Las enzimas ALA-D y PBG-D catalizan el segundo

y tercer paso de la sintesis del hemo.

Nuestra hipétesis de trabajo es que las alteraciones del metabolismo
hidrocarbonado de los pacientes diabéticos modifican la actividad de esas dos

enzimas citosodlicas de la ruta del hemo. En caso afirmativo, la determinacion de
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la actividad de las enzimas ALA-D y PBG-D eritrocitarias podrian ser Utiles como

pardmetros indicadores del control del metabolismo hidrocarbonado en la DM.

Utilizamos un modelo experimental de DM inducida por la administracién
de estreptozotocina, con ello se pretende reproducir y confirmar los resultados
encontrados en pacientes diabéticos. En este modelo experimental se estudian
las mismas enzimas de la ruta biosintética del hemo gue en los pacientes, pero
tanto en hematies como en tejido hepatico. Igualmente pretendemos valorar si
se modifica la actividad de estas enzimas en relacién o no con ias alteraciones

del metabaglismo hidrocarbonado.

Ademas, nos propemos determinar también la concentracién de porfirinas
en orina, plasma y hematies con el fin de valorar la posible interrelacién entre el

trastorno hidrocarbonado y la presencia de hiperporfirinuria y /o hiperporfirinemia.



MATERIAL Y METODOS
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|. PACIENTES.-

En el presente estudic se incluyeron treinta y dos pacientes
diagnosticados de Diabetes Mellitus Insulino-Dependiente (DMID), 16 mujeres y
16 varones, con edades comprendidas entre 3 y 34 arnos (media 15.09 + 8.5
anos). Recibian tratamiento en el Departamento de Pediatria y en el Servicio de

Medicina Interna i, Hospital Clinico de San Carlos.

Noventa y nueve pacientes diagnosticados de Diabetes Meliitus No-
Insulino-Dependiente (DMNID), 53 mujeres y 40 varones. Su edad oscilaba entre
20 y 83 arios (media 62.4 + 11.01 anos). Procedian del Servicio de Medicina
interna Ill de este mismo Hospital.

Se incluyeron en el estudio dos grupos control: uno constituido por 20
individuos, 9 mujeres y 11 varones, con edad comprendida entre 2 y 19 anos
(media 10.25 = 5.7 anos). El segundo grupo integrado por 26 personas, 11
mujeres y 15 varones, cuya edad oscilaba entre 54 y 76 anos (media85.3 = 7.8
anos).

Esta medida fue necesaria ya que en nuestro laboratorio, se encontraron
diferencias segun la edad, en los valores de las enzimas que intervienen en la
biosintesis del hemo, como muestra la figura 17. En ella 256 individuos sanos

fueron clasificados por su edad, en 4 grupos:

* GRUPO |; menores de 25 anos; n = 63

* GRUPO lI; edad entre 25 - 40 afios; n = 69
* GRUPO llI; edad entre 41 - 680 afos: n = 72
* GRUPQ IV; mayores dz €0 anos; n = 60
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I. 1. CRITERIOS DE INCLUSION DE DMID Y DMNID.-

Los pacientes fueron diagnosticados de diabetes mellitus, siempre que
cumpliesen los criterios establecidos por la OMS en 13885, que fueron expuestos

ya en este trabajo (pag 38).

El diagndstico de diabetes mellitus insulino-dependiente (DMID) se
establecidé cuando se cumplieron simultaneamente dos condiciones:
* Una edad de comienzo inferior a 35 afos

* Recibir terapia insulinica desde el inicio de la enfermedad

La edad a la que fueron diagnosticados los pacientes incluidos en el grupo
de DMID oscilaba entre 1 y 24 anos (media 8 + 5 afios). El Unico paciente
diagnosticado a los 24 anos, incluido en este grupo, presentaba un valor basal
bajo de péptido C (0.1 ng/ml).

El diagnostico de diabetes mellitus no-insulino-dependiente {DMNID) se

establecié ante la presencia simultanea de dos de estos tres criterios:

* Edad de inicio de la enfermedad superior a 35 afios
* Recibir tratamiento con dieta hipoglucemiante y/o sulfonilureas
* Inicio de insulinoterapia después de 5 anos de tratamiento

unicamente con dieta hipoglucemiante y/o sulfonilureas.

Todos tenian una edad diagnostica superior a 35 afos (limites 38-81;
X=54 + 9), excepto ocho pacientes. Dos de ellos, diabéticos a los 15y 31 afnos,
fueron tratados en los 10 afios siguientes y hasta la realizacion de este trabajo
con hipoglucemiantes orales. Un tercero, diagnosticado en 1985 con 15 anos de

edad, recibia terapia desde ese mocmento hasta 1991 con dieta hipoglucemiante.
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Tres pacientes con 30 y 33 anos de edad diagnéstica, necesitaron insulina

diez anos después. Los dos Ultimos fueron diabéticos con 31 Y 33 afos,

requirieron terapia insulinica en ese mismo afo, sin embargo se les incluyd en

este grupo, por presentar un valor basal normal de péptido C (1.8 ng/ml y 1.4
ng/ml).

El péptido C fue determinado en el laboratorio de Diabetes y Obesidad del
Servicio de Medicina Interna Il del Hospital Clinico de San Carlos. Su valor basal
normal es 0.5 - 3 ng/ml.

Los 99 enfermos de DMNID fueron clasificados en tres grupos segin la
terapia recibida:

* Grupo |, integrado por 24 pacientes tratados con dieta hipoglucemiante.
Edad media 62.4 + 14.1 afnos; 9 mujeres y 15 varones.

* Grupo ll, compuesto por 28 sujetos que recibian tratamiento con dieta
y sulfonilureas (14 glibenclamina, 6 glicacida, 2 gliquidona). Edad media 63.1 +
10 anos; 14 mujeres y 14 varones.

* Grupo I, formado por 47 individuos en terapia con dieta e insulina
humana (14 insulina NPH y 18 con una mezcia de insulina NPH e insulina
regular). Edad media 61.8 + 10 anos; 36 mujeres y 11 varones.

l. 2. PROTOCOLO DE ESTUDIO.-

Se obtuvo sangre en ayunas de todos los pacientes incluidos en el
estudio. Se recogid en tubos con heparina y fue procesada en las primeras 48

horas tras ser mantenidas a 42C. Se recogio, igualmente, orina.

En la sangre se determind delta-aminolevulinico-deshidratasa (ALA-D),
porfobilinégeno desaminasa (PBG-D) y porfirinas en plasma y hematies. En orina
se valoraron las porfirinas totales.
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En el laboratorio de "Obesidad y Diabetes Mellitus" del Servicio de
Medicina Interna iil, Hospital Clinico de San Carlos, se midié la glucosa en
sangre y, por cromatografia, hemoglobina glicosilada (HbA1). La HbA1 se
expresa como porcentaje de la hemoglobina total. En individuos sanos, los

valores estan comprendidos entre 5 - 8 %.

A todos los pacientes incluidos se les realizd una valoracién clinica y
analitica.

I. 2. 1. VALORACION CLINICA.-

Se reflejd edad, sexo, peso, talla, superficie corporal
0.537% 0,3964

[Superficie = Peso x Altura x 0,024265] (173) ano de diagndstico de diabetes
mellitus, terapia actual, duracion y otras terapias recibidas.

Los enfermos diagnosticados de diabetes melliitus insulino-dependiente no
sufrian otras enfermedades cuando fueron incluidos en el estudio, por lo que
sdlo recibian tratamiento antidiabético.

Cuando fueron incluidos en el estudio, 49 pacientes diagnosticados de
diabetes mellitus no-insulino-dependiente no padecian otra enfermedad y sdlo
recibian terapia antidiabética. Los 50 enfermos restantes, diagnosticados de otras

enfermedades, recibian diferentes terapias:

* 36 antihipertensiva (17 antagonistas de los iones Ca+ +, 15 inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina | en angiotensina |l (ECA), 4 inhibidor
de ECA y antagonista del Ca+ +)

* 8 Hipolipemiante con bezafibrato.

* 3 Analgésico con acido acetil salicilico.

* 3 Terapia con nitratos.
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l. 2. 2. VALORACION ANALITICA.-

Se realizd con datos obtenidos en el Departamento de Andlisis Clinicos del

Hospitai de San Carios:

* Hematimetria: recuento de glébulos rojos, valoracion de la hemoglobina,
hematocrito, volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media,
concentracidn de hemoglobina corpuscular media, leucocitos y recuento

diferencial, plaquetas.

* bioquimica sanguinea: tasas de las transaminasas séricas glutamico-
oxalacética (GOT), glutamico-pirlvica (GPT), gamma-glutamil transferasa
(GammaGT), bilirrubina total, lactato deshidrogenasa, fosfatasa alcalina,
colesterol, triglicéridos, urea, acido Urico, creatinina, sideremia, Zinc y

Ferritina.
I. 3. CRITERIOS DE EXCILUSION DEL ESTUDIO.-

Como ya comentamos en la introduccion de esta tesis (pag 22-24) las
anemias, las enfermedades hepaticas, la insuficiencia renal y la exposicion a
téxicos son capaces de alterar la ruta biosintética del hemo o la excrecién de las

porfirinas. Por todo este motivo, fueron excluidos los pacientes que presentaban:

1.- Hemoglobina en sangre inferior a 11,5 g/dl en mujeres y 12
g/dl en varones.

2.- Creatinina en suero superior a 1,2 mg/dl y/o urea en suero
superior a 55 mg/dl.

3.- GOT superior a 40 U/L, GPT superior a 55 U/L, GGT superior
a 50 U/L y/o Bilirrubina Total superior a 1,2 mg/dl.

Fue preciso eliminar a 9 paciéntes con DMNID para cumplir estos criterios.
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Il. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.-

Se utilizaron 36 ratas macho de raza Wistar, criadas en el Servicio de
Medicina Experimental del Hospital Clinico de San Carlos, con un pese inicial
medio de 200 g.

El grupo control (GRUPO A) constituido por 14 animales machos,
compartié las mismas condiciones de alojamiento y de alimentacion que el grupo
tratado. El peso corporal, al concluir el trabajo, se situaba entre 400 g. y 533 g.
(media 449 + 34 g). El peso del higado estaba comprendido entre 11.09 g. vy
19.9 g. (media 13.48 + 2.11 g).

ll. 1. INDUCCION DE DIABETES MELLITUS CON ESTREPTOZQTOCINA.-

Al grupo constituido por 22 ratas, después de una breve anestesia con
éter, se les localizd el latido de la punta cardiaco, donde se inyectd una sola
dosis de estreptozotocina (65 mg/kg de peso) disuelta en suero fisioldgico. El
farmaco fue adquirido del laboratorio Sigma (Alcobendas, Madrid). Los animales

fueron sacrificados a los tres meses.

Un grupo de 11 ratas (GRUPO B), al presentar una glucemia entre 200
y 250 mg/dl, no fueron consideradas diabeticas. Este grupo presentaba un peso
corporal final comprendido entre 350 y 561 g (media 411 + 78 g) y un peso
hepético entre 9.62 y 17.9 g (media 14.38 = 2.75 g).

Los restantes 11 animales (GRUPO C), con una glucemia superior a 250
mg/dl, fueron consideradas diabéticas, siguiendo los criterios utilizados en la
bibliografia a nuestro alcance (157, 174, 175). Su peso corporal final se encontraba
entre 220 y 531 g (media 326 + 90 g) y el peso hepatico se situaba entre 9.93
y 17.66 g (media 12.44 + 2.4 q).
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II. 2. OBTENCION Y PREPARACICN DE MUESTRAS -

Los animales fueron sacrificados por decapitacion, transcurridas 18 horas
de ayuno; a continuacion se realizd una incision a lo largo de la linea media
ventral para obtener sangre intracardiaca y de la vena porta. Llegado este

momento se procedié a la extracciéon del higado.

La sangre se recogid en tubos con heparina y fue procesada en las
primeras 48 haras. El higado, después de ser pesado, se mantuvo siempre en
hielo, fue lavado con CIK 1.15% y se realizd un homogeneizado 1:4 con CIK
1.15%.

Ei homogeneizado se centrifugé a 12.000 g. durante 20 minutos y a 4°C;
se obtuvo asi la fraccidn denominada "sobrenadante postmitocondrial' que
contiene el citosol y los microsomas. En esta fraccion se determinaron las
enzimas ALA-D y PBG-D, asi mismo se determinaron las porfirinas tisulares. El
sobrenadante se conservd a - 40°C para preservar la actividad enzimatica y se

manipuld lo menos posible.
lll. DETERMINACIONES ENZIMATICAS.-

En pacientes diagnosticados de diabetes mellitus se valoraron las enzimas
ALA-D y PBG-D en eritrocitos.

En los animales de experimentacidon se midieron ambas enzimas en

eritrocitos y en tejido hepatico.
Il. 1. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ALA-D ERITROCITARIA.-

Se valord utilizando dos técnicas diferentes, el método estandarizado
europeo (175 y el de Fujita y cols (177).
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El método estandarizado europeo consiste en hemolizar 0,2 ml de sangre

total neparinizada con 1,3 mi de agua destilada. Al hemolizado se les afiade 1 m!

de una solucion tampdn fosfato { Na:PO«H 0,1 M, ajustado a pH 6,8 con

NaH:POs 0,1 M }, que contiene ALA en una concentracién 10 mM; se incuba
posteriormente a 379C durante una hora.

Después de la incubacién, la reaccion se detiene afadiendo a las
muestras 1 ml de la solucidn acuosa de &cido tricloroacético (TCA) al 20% (V/V).
Las proteinas se eliminan por precipitacion tras ser centrifugadas a 1670 g.
durante 15 minutos.

La valoracién del producto formado, porfobilinégeno (PBG), se realiza por
el uso de! reactivo de Enrlich, que contiene p-dimetil-amino-benzaldehido,
compuesto gue reacciona con el PBG y forma un complejo coloreado. El
complejo es valorado con el espectrofotémetro, a una longitud de onda de
absorcion de 553 nm, con un coeficiente de extincién molar de 62 uM., cm.,

aplicando la férmula:

4M de ALA consumidos 100 Vf 1 1
somemmeene = DS33x =X X =X - X 2
mint / L Hties Hto Vi 80 0,082

En esta férmula el valor D553 es la absorbencia de la muestra; 60 es el
tiempo de incubacidn expresado en minutos; Vf y Vi son los volimenes final e
inictal de la muestra, respectivamente; 0,062 es el coeficiente de extincidn malar,

expresado en yMoles; Hto es el valor det hematocrito de la muestra.

Para obtener una molécula de PBG es necesaria la condensacion
enzimatica de dos moléculas de ALA, por lo que al multiplicar por 2 el resultado,
obtendremos la cantidad de ALA usada coma substrato.
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La actividad de la ALA-D eritrocitaria obtenida por el método estandarizado

europeo, no refleja la actividad de la totalidad de la enzima presente en los

hematies. Es por este motivo por lo que Fujita y cols (177) desarrollaron un

método en el que la actividad de la ALA-D medida presenta una buena

correlacion con la cantidad total de la enzima presente en los eritrocitos (r=
0.876), valorada por RIA,

El método de Fujita y cols permite que la formacion de PBG se realice en
un ambiente rico en agentes reductores (DTT) y en iones metdlicos (Zn), fo que
facilita un rendimiento dptimo de la enzima sulfhidrica ALA-D. Asi se puede evitar
el efecto inhibidor que sobre la enzima ejerce el plomo (178) y otros metales
pesados (179).

El método de Fujita y cols se denomina: "actividad de la ALA-D restaurada
0 activada".

L.a hemolisis de la muestra, 0,2 mi de sangre total, se realiza con 1,3 ml
de agua destilada que contiene ditiotreitol (DTT) 10 mM y SO«Zn 100 uM.

El hemmolizado se preincuba a 37¢C, durante 10 minutos. A continuacion
se aflade 1 ml de solucion tampdn fosfato sédico 0,1 M ( Na:PO«H 0,1 M
ajustado a pH 6,8 con NaPQ.H: 0,1 M ) que contiene ALA en una concentracion
10 mM. Se incuba una hora a 37°C.

La reaccion se detiene con 1 ml de solucion acuosa de TCA al 10 %
(V/V) que contiene HgCL: 0,5 mM y se centrifugan las muestras 15 minutos a
2000 g. para separar las proteinas.

La valoracion del producto formado, PBG, se realiza por el uso del
reactivo de Erhlich modificado con la adicion de HgCLs 10 . mM en acido acético
glacial, para formar un complejo coloreado que se mide con el
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espectrofotémetro, de manera similar a la descrita en el método estandarizado

europeo. Se aplicara la misma férmula.

lit. 2. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ALA-D HEPATICA -

Se determina en 0,3 mi de sobrenadante postmitocondrial y se siguen los
dos métodos, estandarizado europec (176) y el de Fujita y cols (177) utiizados
para valorar ia enzima en los eritrocitos.

La actividad de la enzima se expresa en nmol de PBG formados en una

hora, por mg de proteina.

nmol PBG formado Vf 1 1 1
------------- = D553 x - X - X -- X —
min / mg prot Vi 60 0,062 mg prot

En esta térmula, el valor D553 es la absarbencia de la muestra; 60 es el
tiempo de incubacion expresado en minutos; Vfy Vi son los volumenes final e
inicial de ia muestra, respectivamente; 0,062 es el coeficiente de extincion molar
de PBG, expresado en uMoles.

ll. 3. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA PBG-D ERITROCITARIA -

Se determina por el método fluorimétrico de Andersan y Desnik (180).

Se arfiade a 0,2 ml de sangre total heparinizada, 0,8 mi de tampdn de
hemdiisis, que contiene una solucién tampdn fosfato (Na:PO«H 0,1 M, ajustado
a pH 7,6 con NaH:PO4 0,1 M) con ditiotreitol (DTT} 1 mM, Cl:Hg tmM vy tritdn
X-100 0,05% (V/V).

Se toman de! hemolizado anterior, 0,1 ml gue se mezclan con 0,8 ml de
tampon de incubacién, constituido por buffer Tris-HCI 0,1 M, que se ajusta a pH

8,1y DTT 0,1 mM. Se ensaya de forma paralela con un blanco sin muestra.
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A continuacion se preincuba 3 minutos a 37¢C y se afiade el substrato, 0,5
ml de buffer PBG, formado por buffer de incubacién con PBG 1mM. Se procede
a incubar en oscuridad durante una hora a 372C.

Después de la incubacion se exponen los muestras 20 minutos a la luz
ultravioleta para oxidar los porfirindgenos a porfirinas y se separan las proteinas
al centrifugar las muestras 15 minutos a 2000 g.

E! sobrenadante se valora con el fluorimetro a una longitud de onda de
405 nm de excitacion y 595 de emisién, frente a un estandar de coproporfirina
disuelta en HCL 1,5 N, con una concentracion de 50 pg/| (Porphyrin Products.
Utah USA).

La actividad de la enzima PBG-D se calcula por el nUmero de nmol de
uroporfirinbgeno formados en una hora, por ml de hematies, se utiliza la férmula:

nmol de URO F. muestra vf 100 1
----------- = mmmememee X - X - X -- X Con.Est
ml. Hties. / Hora F. estandar Vi Hto PM

En esta férmula "F. muestra’ y “estandar" representan la lectura
fluorimétrica de la muestra y de la solucidn patrén de coproporfirina en HCl 1,5
N (50 ug/l; P/V); Vf y Vi corresponden al volumen final e inicial de la muestra;
Hto el valor hemotocrito de la muestra; "Conc.Est" es la concentracion de la
solucién patrdn de coproporfirina (50 ug/l) y PM es el peso molecular de la
coproporfirina (654,73).
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ll. 4. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA PBG-D HEPATICA.-

Se determina en 0,5 ml de sobrenadante postmitocondrial, por el método
de Anderson y Desnick (180), ya empleado en los eritrocitos.
La actividad de la enzima se valora por el nimero de nmol

de uroporfirinégeno formado en una hora, por mg de proteina; se aplica la

formula:
nmol de Uro F.muestra Vf 1 1
----------- = —-memeem X -- X --- X x C.Est
Hora / mg. prot F.estandar Vi PM mg.prot

En ella "F. muestra" y "estandar" se refiere a la lectura fluorimétrica de la
muestra y de la solucidn de coproporfirina estandar (50 ug/l; V/V); Vf y Vi
corresponde al volumen inicial y final de la muestra; "C.Est" es la concentracion
de la solucién patrén de coproporfirina (50 pg/l) y PM es el peso molecular de
la coproporfirina (654,73).

IV. DETERMINACION DE PORFIRINAS EN PLASMA Y HEMATIES. .-

Se cuantificaron por el método fluorimétrico descrito por Piomelii (181).
Segun ese método, la muestra esta constituida por 0,1 mi de plasma o de
hematies, a los que se anade 0,3 ml de una solucion tampon fosfato (PBS) (
Na:HPQO: 10 mM ajustado a pH 7,4 con NaH:POs 10 mM + NaCl al 0,9 % ; P/V

).

Las porfirinas se extraen con 2 ml de acetato de etilo/acido acético (4/1;
V/V), se agita enérgicamente y se centrifuga 5 minutos a 420 g.
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A continuacion se separa el sobrenadante y se le aflade 2 ml de HCI 1,5
N, para la extraccién de las porfirinas presentes en la muestra. Estas quedan
localizadas en la fase inferior o clorhidrica del tubo de ensayo, cuyo volumen se
anota.

La fase inferior se lee en el fluorimetro frente a una solucidon estandar de
coproporfirina disuelta en HCL 1,5 N saturado con acetato de etilo/4acido acético
(4/1; V/V), con una concentracidon de 50 pg/! (Porphyrin Products INC. Utah
USA).

La longitud de onda de emision de! fluorimetro se ajustd a 595 nmy la de
excitacion a 405 nm.

La cantidad de porfirinas presentes en la muestra, se calcula aplicando la

formula:
pg porfirina F. muestra Vf
---------- = mmmmmmmeee X -- X Conc Estandar x Fc
d! - F. estandar Vi

Donde "F. muestra y estandar' corresponden a la lectura fluorimétrica de
la muestra y de la solucidon de coproporfirina estandar (50 pg/1); Vi y Vf son los
voiumenes inicial y final de la muestra. Fc representa el factor de correccion
utilizado para expresar el resultado en pg de UROporfirina/di de plasma y en ug
de PROTOporfirina/di de hematies, que toma los valores de 1 y 5,27733
respectivamente. "Conc estandar' es la concentracidn de la solucidn patrén de

coproporfirina, expresada en pg/dl.
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V. DETERMINACION DE PORFIRINAS EN ORINA.-

Se han determinado siguiendo el método de Westertund y cols (182) .

La muestra esta constituida por 0,1 ml de orina, a la que se afade 1 ml
de HCL 3 N y una gota de iodo, para oxidar los porfirindgenos y convertirlos en
porfirinas; después se decolora con 3 ml de tiosuifato sodico 0,45 mM.

El contenido total de porfirinas se valora con el fluorimetro, a 405 nm de
longitud de onda de excitacion y 850 nm de emision, frente a un blanco y una

solucidn estandar de coproporfirina en tiosulfato sodico.

Las porfirinas urinarias se expresan en pg/L y su valor se obtiene
aplicando la férmula:

F. muestra Vi
pg/L = e X -- x Conc. Estandar
F. estandar Vi

Donde "F. estandar" y "F. muestra" corresponden a la lectura fluorimétrica
de la muestra y de la solucién de coproporfirina estandar; Vf y Vi son los
volimenes final e inicial de la muestra, respectivamente; "Conc estandar”
representa la concentracion de la solucién patrén de coproporfirina, expresada
en ug/l.

VI. DETERMINACION DE PORFIRINAS EN TEJIDO HEPATICO.-

Las porfirinas hepéticas se determinaron por el método de Grandchamp
(183).

Se realiza una dilucion 1/10 (V/V) del socbrenadante postmitocondnal en
metanol/acido perciorico 1 N, 1:1 (V/V).
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El sobrenadante obtenido por agitacién y posterior centrifugacion durante
15 minutos a 1670 g., se valora con el fluorimetro.

La concentracion de porfirinas se obtiene al comparar la muestra con un
patrén de coproporfirina IIl; 100 nM, en metanol / percidrico. Las longitudes de
onda de excitacion y de emisién empleadas son:

EXCITACION EMISION

Coproporfirina 402 nm 595 nm

Uroporfirina 406 nm 585 nm

Protoporfirina 410 nm 605 nm
ng de porfirinas F. muestra Vi

-------------- = emmmmmmans X - X Conc. Estandar
0. tejido F. estandar Vi

En esta férmula "F. estandar y muestra” representan !a leciura
fluorimétrica de la muestra y de la solucion de coproporfirina estandar; Vi y Vf
los volimenes inicial y final de [a muestra respectivamente; "conc estandar”
corresponde a la concentracion de la solucién patron de coproporfirina,

expresada en ug/|.

Se determina la concentracion de proteinas en el homogeneizado y el
resultado se expresa en ng porfirina / g. de tejido.

Vil. DETERMINACION DE PROTEINAS EN TEJIDO HEPATICO.-

La concentracidon de proteinas se valord siguiendo el método de Lowry
(184).
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Se toma 1 ml del homogeneizado, se le afiade 5 ml de una solucion
que contiene: 50 ml de sulfato sodico al 2% en hidroxido sédico 0,1 M, 0,5 mi
de sulfato de cobre al 1% y 0,5 ml de fosfato sddico al 2%.

Transcurridos 15 minutos se le arfiade 0,5 mi de reactivo de Folin-
Ciocalteau diluido 1:1 en agua. Se deja reposar 30 minutos y se mide la
absorbencia con el espectrofotémetro a una longitud de onda de 750 nm. La
concentracion de proteinas se cuantifica a partir de la absorbencia,
empleando una curva de calibracion de albimina de suerc bovino, preparada

para cada bateria de analisis.

Vill. METODOS ESTADISTICOS.-

Los parametros utilizados fueron las medidas de centralizacién y
dispersién habituales: media y desviacién estandar. La distribucién de las
variables se ajustaba a la ley normal, por ello se utilizaron metodos

paramétricos.

La comparacién de las medias de dos variables cuantitativas, se realizd
con el test de la "t" de Student (185).

Cuando se trataba de mas de dos series de valores, se utilizd el
analisis de la varianza para un factor (ANOVA), con esta prueba se consigue
un mayor rigor matematico que la realizaciéon de sucesivas pruebas "t* de
Student. Cuando el analisis de la varianza fue significativo, se utilizé el método
de Newman y Keuls para comgparar las medias por parejas y conocer en que
grupo 0 grupos las diferencias zran significativas.
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En el caso de analizar mas de dos series de valores que no se
ajustaban a una distribucién normal, se utilizo el test de Kruskal and Wellis (
K-W o U-test) (186), ya que en este caso no es posible utilizar el test de

analisis de la varianza, optimo para una distribuciéon normal.

La existencia o no de dependencia entre dos variables, se realizd por

célculo del coeficiente de correlacion lineal "r".

La hipdtesis nula se rechazd cuando se alcanzaron niveles de

significacion de "p" inferiores al 5%.



RESULTADOS



En este capitulo se recogen los vaiores analiticos del metabolismo
porfirinico de los pacientes con DM incluidos en este estudio, l0s dos
grupos controles igualmente incluidos y los valores de referencia para la
poblacion normal que procede, tanto del laboratorio central del Hospital
Clinico de San Carlos, como del laboratorio de "Obesidad y Diabetes
Mellitus" del Servicio de Medicina Interna IV de este Hospital. Estos
resultados se muestran divididos en dos secciones diferentes.

En la primera seccidn (Tablas | a XVII) se recogen los datos de los
32 pacientes con DMID y su grupo control.

En la segunda seccion (Tablas XV!Il a XLIV) se muestra los

resultados de los 99 pacientes con DMNID y su grupo control.

Existe una tercera seccion que abarca desde la tabla XLV a la tabla
L, en ella se muestra los valores analiticos individuales del metabolismo
porfirinico encontrados en dos grupos de ratas a las que se administrd STZ
(diabéticas e inyectadas no diabéticas), asi como los resultados obtenidos

en el grupo de ratas controi.

Al final de esta seccion se indican las correlaciones significativas
encontradas en los pacientes con DMID, con DMNID y en los animales de
experimentacion.

En cada una de las tablas se indica el tratamiento estadistico de ios
resultados obtenidos, con indicacidn de la prueba estadistica empleada, el
valor medio (X) mas/menos la desviacién estandar (D.E.) y el grado de

significacion estadistica.
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TABLA I. Valores de referencia de Hematimetria y abreviaturas

utilizadas.-
VALORES
PARAMETRO UNIDADES | ABREVIATURAS
NORMALES
HEMATIES M= 42-54 6 G.R.
V= 4,7-51 x 10
HEMOGLOBINA M = 12-16 g/dl Hb
V = 14-18
M = 37-47
HEMATOCRITO V = 4252 : % Hct
VOLUMEN M = 81.99
CORPUSCULAR V = 80-94 f VCM
MEDIO |
HEMOGLOBINA
CORPUSCULAR 27 - 31 ng HCM
MEDIA
CONCENTRACION
DE HEMOGLOBINA 33 - 36 g/dl CHCM
CORPUSCULAR |
MEDIA
3
LEUCOCITOS 48-10,8 x 10 Leuc
NEUTROFILOS 422 . 75,2 % Neutr
LINFOCITOS 20.5 - 51,5 % Linfo
3
PLAQUETAS 150 - 450 x 10 Plaq
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TABLA |II. Valores de referencia en bioquimica sanguinea y

abreviaturas utilizadas.

PARAMETROS

GLUCOSA

UREA

CREATININA

Ac. URICO

BILIRRUBINA
TOTAL

COLESTEROL
TOTAL

TRIGLICERIDOS

FOSFATASA
ALCALINA

TRANSAMINASA
GLUTAMICO-
PIRUVICA

TRANSAMINASA
GLUTAMICO-
OXALACETICA

TRANSFERASA
GAMMAGLUTAMIL

LACTICO
DESHIDROGENASA
SIDEREMIA
ZINCEMIA

FERRITINA

HEMOGLOBINA
GLICOSILADA

VALORES

NORMALES

€65 - 110

15 - 50

05-12

26-70 .

02-1.2

140 - 200

45 - 150
35 - 125

60 - 225

60 - 160

70 -120

I
[}

10-200

<
1

20-250

UNIDADES

mg/dl

mg/dl

mg/di

mg/dl

mg/dl

mg/di

mg/d|

U/L

u/L

U/L

U/L

u/L

M/dl

g /dl

ng/mi

%

ABREVIATURAS

Gluc

Urea

Cr

Ac.Ur.

BT

Col

TG

F. Alc

GPT

GOT

gammaGT

LOH

Fe

2n

Ferr

HbA1




TABLA lll. Hematimetria y bioquimica sérica de 32 pacientes

con DMID.
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HEMATIMETRIA

BIOQUIMICA SERICA

PARAMETRO X £ D.E PARAMETRO X + D.E.
G.R. 4,77 £ 0,37 Gluc 216 = 95
Hgb 13,9 = 1,01 Urea 36,1 £ 9,6
Hct 40,79 £ 3.2 Cr 0,78 £ 0,20
VCM 85,03 = 5,2 Ac. Ur. 347 £ 1,23
HCM 29,25 + 1,98 B.T. 0,71 £ 0,29

CHCM 34,26 + 1,06 F.Alc, 248 + 182
Leuc 7,09 £ 2,47 GPT 19,31 + 8,16
Neutr 47 + 14 GOT 17,21 = 6,04
Linfo 43 + 13 LDH 166 + 35
Plaq 266 £ 72 HbA1 9,06 + 2,21




TABLA IV. Enzimas eritrocitatias de la ruta del hemo en los 32

pacientes con DMID.
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=
10

© =~ B M kW N =

LY OGO NN NN NN NN RN N s e ek ek owh —d e
N e S O ® a0 A DN A QO 0 ® NG RN = O ©

ALA-D
(Moles ALA/
L.Hte./min
21,11
20,6
2511
29,33
38,18
16,27
28,8
30,74
29,56
31,78
33,84
31
20,23
24,11
22,75
37,79
29,71
20,05
12,81
32,13
22,2
18,7
33.8
36,48
261
22,88
28,32
26,28
36,3
32,47
37,52
31,29

ALA-D Act

fMoles ALA/
L. Hte./min

433
54,2
51,7

45,11

62,23

50,51

46,18

44,36

39,77
44,4

46,53

44,62

29,83

48,67

33,64

39,35

32,92

28,47

28,26

61,95

25,83

21,76
76,2

44,12

40,57
33,6

36,86

46,29
442

47,88

51,06

46,18

PBG-D
nMoles URO/
ml.Hte/Hora

425
32,29
46,93
44,37

31
41,16
56,1
52,39
46,05
43,16
49,05
36,58
40,78
41,4
43,52
34,24
37,5
46,57
38,58
38,68
4558
44,3
23,21
27,95
27,16
31,69
35,59
35,66
36,81
33,58
36,22
46,4

ALA-D Act

3,10

1,34
1,39
1,37
1,43
1,47
2,0t
1,47
1,04
1,10
1.42
2,20
1,92
1,16
1,16
2,25
1,20
1,55
1,48
1,30
1,76
1,21
1,47
1,36
1,47
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TABLA V. Porfirinas en hematies, plasma y orina en los 32

pacientes con DMID.

Ne

O W ~N O G s W N =

] NN RN N RN e ek ek = e ek ek omh s

HEMATIES
L
35,47
40,16
16,28
9,93
5,06
13,8
11,3
20,2
14,98
10,65
11,23
31,32
28,24
30,91
58,72
46,48
33.1
33
31,7
28,24
14,29
23,41
7.43
10,77
1,97
11,44
23,9
19,8
11,32
15,94
27,49
47,32

PLASMA
M
0.75
0.4
0,32
0,145
0,286
0,421
0,344
0,302
0.163
0,216
0,178
0,478
0,237
0,265
0,246
0,331
0,213
0,286
0,471
0,23
0,24
0,322
0,348
0,216
0,265
0,517
0,562
0,456
0,354
0,574
0,208
0.7

ORINA

1409
287
1205
199,5
199,5
71,7
1135
40,2
44,7
86,1
113.6
26,1
37,6
50,7
55,7
27,3
83,3
87,9
50,7
69,3
125
57,4
166.6
45,7
1316
64,02
78,2
30,8
121,7
51,02
84,9

58,15




78
TABLA VI. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X +

D.E.) en pacientes con DMID y en el grupo control.

ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
GRUPO LMOL.ALA/ #Mol. ALA/ nMol. URO/ | -
L.GR./min L.GR./min mi.GR./Hora ALA-D
CONTROL 413 + 7,3 66,5 + 8,6 271 = 4.4 16 + 0,3
n= 20
DMID *hk *kk } k%
n= 32 27.7 £ 6.6 43.4 + 11 395 + 7.4 16+ 0.4

*** p < 0.001 v.s. Control (Test "t" de Student).

TABLA VIl. 1. Glucemia y HBA1 en enfermos de DMID (X +
D.E.) clasificados por el percentil 50 de edad.

GRUPQS .
DE EDAD GLUCEMIA HBA1 %
EN DMID mg / dl
(anos)
< 13 anos 175,7 £ 107,2 7,80 = 1,40
n= 14
* % ¥
> 13 anos 247,5 + 74,74 10,03 + 2,26
n= 18

** p < 0,01; * p < 0,05 v.s. Grupo .s 13 anos de
edad. (Test "t" de Student)




TABLA VII. 2. Glucemia y HBA1 en enfermos de DMID (X +

D.E.) clasificados por el percentil 50 del tiempo del evolucion.

GRUPQOS DE
EVOLUCION
DMID
(afos)

£ 7,4 anos
= 186

> 7,4 anos
n= 16

GLUCEMIA
mg / dl

197,17 £ 102,89

2351 = 87,35

HBA1 %

8,26 + 1,92

*

9,86 * 2,24

*p < 0,05 v.s. Grupo < 7,4 afos de Evolucidn. (Test 't" de

Student)

TABLA VII. 3. Glucemia y HBA1 en enfermos de DMID (X +

D.E.) clasificados por el percentil 50 de su superficie corporal.

GRUPOS POR
SUPERFICIE
CORPORAL m2’
DMID

< 1,44 m2
n= 16

> 1,44 m?
n= 16

GLUCEMIA
mg / dl

189,0 £ 107.8

243,2 + 76,17

HBA1 %

8,21 £ 2,07

*

9,90 + 2,08

*p < 0,05 v.s. Grupo < 1,44 m de superficie corporal

(Test "t" de Student)
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TABLA Vil. 4. Glucemia y HBA1 en enfermos de DMID (X +

D.E.) clasificados segun su sexo.

GRUPOS
SEGUN EL GLUCEMIA
SEXO DMID mg / dl
VARONES 209,2 + 93,1
n= 18
MUJERES 223,0 + 1010
n= 16

HBA1 %

8,82 + 2,27

9,30 = 2,20

No se aprecian diferencias entre ambos grupos (Test “t" de

Student)

TABLA VIII. 1. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X =
D.E.) en pacientes con DMID clasificados segin el percentil

50 de su edad, en el momento del estudio.

80

GRUPOS ALA-D ALA-D Act

DE EDAD uMol ALA/ uMol ALA/

EN DMID L.GR./min L.GR./min
(aros)

£ 13 anos 294 + 54 421 + 986
n= 14

> 13 anos 284 73 444 + 12
n= 18

[

PBG-D
nMot URQ/
mi.GR./Hora

400 = 7,47

39,2 = 7,61

ALA-D Act

1,7 = 0,53

* p < 0,05 v.s. Grupo < 13 afos (Test "t" de Student).
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TABLA VIIl. 2. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X +

D.E.) en pacientes con DMID clasificados por el percentil 50
del tiempo de evolucion.

GRUPQOS

EVOLUCION ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
DMID uMol ALA/ LMol ALA/ nMol URO/ | -
(afios) L.GR./min L.GR./min mi.GR./Hora ALA-D
£ 74 299 x 586 453 + 13 38,8 + 8,6 1,5 £ 0,34
n= 16

@
> 7,4 255 = 7,0 41,5 = 89 40,3 = 6,2 1,7 = 0,54
n= 16
@ p < 0,1v.s. Grupo g 7,4 anos (Test "t" de student)
TABLA VII. 3. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X +
D.E.) en pacientes con DMID clasificados segin el percentil
50 su serficie corporal.

GRUPOS ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
SUPERFICIE uMol ALA/ uMol ALA/ nMol URC/ |  -r-eeee-
CORPORAL L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D
DMID (m2)
< 1,44 m2 28,0 £ 6,7 44,7 + 12 38,1 + 7,17 1,6 £ 0,43

n= 16
> 1,44 m2 275 + 6,8 42,1 = 10 40,8 + 7,68 1,5 + 0,49
n= 16

No existen diferencias significativas entre grupos (Test "t" de

Student).
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TABLA VIII. 4. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X + D.E))
en enfermos con DMID, clasificados segun su sexo.

GRUPOS
SEGUN EL
SEXO DMID

VARONES
n=16

MUJERES
n=186

ALA-D
uMol ALA/
L.GR./min

286 = 7.1

268 £ 6,2

ALA-D Act

uMol ALA/
L.GR./min

40,7 + 9,5

46,1 + 12

PBG-D
nMol URO/
ml.GR./Hora

39,2 + 6,9

399 =+ 8,1

ALA-D Act

@ p < 0,1 v.s. Grupo de varones (Test 't* de Student)

TABLA IX. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X + D.E) en
pacientes con DMID clasificados por los cuartiles de su glucemia.

GRUPOS
SEGUN LA
GLUCEMIA

DMID

< 127
n= 8

127-221
n=28

222-285
n= 8

> 285
n=8

ALA-D
uMol ALA/
L.GR./min

30,6 =+ 54

279 £ 62

272 £ 7,5

251 +£ 7,3

ALA-D Act
LMol ALA/

L.GR./min

444 + 14

443 + 10

43,1 + 13

419 £ 7,5

ml.GR./Hora

PBG-D
nMol URO/

36,8 + 10

38,3 + 5,20

413 + 5,3

41,8 £ 8,0

ALA-D Act

14 £ 0,35

1,6 £ 0,53

1,5 = 0,31

1,7 = 0,60

No encontramos diferencias significativas

grupos (Test de Kruskall-Waliis).

entre los cuatro
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Tabla IX. 2. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X + D.E.) en
pacientes con DMID clasificados por el percentil 50 de su glucemia.

GRUPOS
SEGUN LA
GLUCEMIA

DMID

< 220
n= 16

> 220
n= 16

ALA-D
uMol ALA/
L.GR./min

29,3 + 5,8

26,2+ 7,2

ALA-D Act
uMol ALA/

L.GR./min

443 = 12

425 + 10

PBG-D
nMol URQ/

ml.GR./Hora

375 + 7.8

415 + 6,8

1,5 + 0,44

1,6t 0,47

No encontramos diferencias significativas entre los ambos

grupos (Test "t" de Student).

TABLA X. 1. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X + D.E.) en
pacientes con DMID clasificados por los cuartiles de su hemaoglobina

glicosilada.
GRUPOS
SEGUN LA ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
HBAt EN LMol ALA/ uMol ALA/ nMol URO/ | -
DMID L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D
< 75% 32,2 + 34 48,7 + 12 37,2 = 9,1 1,5 £ 0,3
n=9 :
7,5-9,15% 266 £59 | 368 + 88 38,1 + 68 1,4 £ 03
n=7
9,16-10,5% 293 + 6,8 451 = 9,5 39,3 + 5,8 1,9 £ 0,2
n=28
* @
> 10,5% 22,0+ 6,2 41,5 + 12 436 + 6,9 1,9 £ 0,6
n=8

@p <01, *p < 0,05 v.s. Grupo HBA1 < 7,5 % (Test de

Kruskall-Wallis)




TABLA X. 2. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X =+
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D.E.) en pacientes con DMID clasificados por el percentil 50
de su hemoglobina glicosilada.

GRUPOS
SEGUN LA ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
HBA1 EN Mol ALA/ LMol ALA/ nMol URO/ | —meeeeme-
DMID L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D
<914 % 298 + 5,3 43,5 + 12 376 £ 79 1,4 + 0,33
n=16
@ ' @
> 9,14 % 256 + 7.3 43,3 + 10 41,5 £ 6,5 1,7 + 0,52
n= 16
@ p < 0,1 v.s. Grupo HBA1 < 9,14 % (Test "t" de Student)
TABLA XI. Porfirinas en plasma, hematies y arina en enfermos
de DMID y en el grupo control (X + D.E.).
GRUPO HEMATIES PLASMA ORINA
ug /[ d ug /[ di ug /L
CONTROL 24.68 + 12.1 0.32 + 0.39 78.53 + 43.7
n= 20
DMID 2299 + 131 0.34 + G.15 91.31 £ 588
n= 32

No se encontraron diferencias significativas entre ambos

grupos (Test “t" de Student).
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TABLA Xl. 1. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X +
D.E.) en enfermos de DMID clasificados segun los cuartiles de

.

la edad.
GRUPQS
DE EDAD HEMATIES PLASMA ORINA
EN ug / dl pg / di g /L
DMID(afos)
< 12 anos 23,1 = 10,3 0,32 =+ 0.18 56,48 + 24
n==6
12 - 13 18,4 + 5,79 0,26 + 0,05 83,88 + 34
n= 8
14 - 18 268 + 7,43 0,37 =+ 0,12 70,69 + 46
n= 8
w
> 16 anos 2297 + 15 0,39 + 0,20 141,76 + 74
n=9

**n < 0,01;*p < 0,05v.s. Grupo < 12,5 afios (Test de

Kruskall-Wallis)

TABLA XII. 2. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X +
D.E.) en enfermos de DMID clasificados segun el percentil 50

de la edad._ ~
GRUPQOS {
DE EDAD HEMATIES PLASMA ORINA
EN DMID ug / dl ug / d ug /L
(anos)
< 13 anos 20,5 = 9,17 0,29 + 0,11 72,1 + 32
n= 14
@ @
> 13 anos 249 + 156 0,38 + 0,16 106,2 + 70
n= 18

@ p < 0,1 v.s. Grupo < 13 afios (Test "t de Student).
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TABLA XlIl. 1. Porfirinas en plasma, hemnaties y orina en enfermos de DMID
(X + D.E.) clasificados por los cuartiles del tiempo de evolucion.

GRUPOS DE
EVOLUCION
DMID (afios)

HEMATIES
ug / dl

20,3 = 13

19,9 =+ 10

246 + 14

273 + 14

PLASMA
ug / dl

*

0,24 = 0,07
0,32 = 0,10
*

0,32 + 0,14

0,51 = 0,14

ORINA
Hg /L

97,9 + 59

80,5 = 61

76,8 = 31

112,3 + 83

*p < 0,06 vs. Grupo > 9 anos de Evolucion (Test de
Kruskall-Wallis)

TABLA XIiil. 2. Porfirinas en plasma, hematies y orina en enfermos de DMID
(X £ D.E.) clasificados por el percentil 50 del tiempo de evolucion.

GRUPOS DE
EVOLUCION
DMID (arios)

HEMATIES
ug / di

202 + 115

25,7 =+ 144

PLASMA
#g / dl

0,28 + 0,09

*

0,40 + 0,17

ORINA
ug /L

90,2 = 89

92,3 = 60

*p < 0,05 v.s. Grupo < 7,4 anos de Evolucién (Test 't" de

Student)
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TABLA XIV. 1. Porfirinas en plasma, hematies y orina en enfermos de DMID
(X + D.E.) clasificados por los cuartiles de la superficie corporal.

GRUPOS
SUPERFICIE
CORPORAL

< 1,04
n=2a

1,04 -1.44
n= 8

1,45 -1,61
n= 8

> 1,61
n=8

DMID (m?)

HEMATIES
pg / d

22,0 = 10

23,9 £ 10

18,3 = 12

276 + 18

PLASMA
pg / di

027 =+ 0,10

0,37 + 0,12

0,38 + 0,16

0,34 + 0,20

ORINA
ug /L

68,3 + 31

81,6 = 90

91,3 £ 31

113,9 + 63

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos
(Test de Kruskall-Wallis)

TABLA XIV. 2. Porfirinas en plasma, hematies y orina en enfermos de DMID
(X x D.E.) clasificados por el percentil 50 de su superficie corporal.

GRUPOS
| SUPERFICIE
CORPORAL

<1,44
n= 16

> 1,44
n= 16

DMID {m?)

HEMATIES
pg / di

229 = 10

23,0 = 1§

PLASMA
ug / d

0,32 = 0,11

0,36 = 0,17

ORINA
bg /L

80,0 + 66

102,6 + 49

No existen diferencias estadisticamente significativas entre

grupos (Test "t" de Student).
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TABLA XV. Porfirinas en plasma, hematies y arina en
enfermos de DMID (X = D.E.) clasificados segin el sexo.

GRUPOS
SEGUN EL

SEXO DMID

VARONES
n=16

MUJERES
n=16

HEMATIES
pg / dl

235 £ 14,5

22,4 + 121

PLASMA
ug / dl

0,31 £ 0,17

037 = 0,17

ORINA
ug /L

83,88 = 45

98,74 = 70

No existen diferencias significativas entre ambos grupos (Test

"t" de Student).

TABLA XVI. Porfirinas en plasma, hematies y orina en
enfermos de DMID (X £ D.E.) clasificados por el percentil 50
de su glucemia.

GRUPOS
SEGUN LA
GLUCEMIA

DMID (mg/dl)

< 220
n= 16

> 220
n= 16

HEMATIES PLASMA
ug / di ug / d
22,05 + 12,44 0,33 = 0,16
23,93 + 14,24 0,35 £ 0,14

ORINA
ug /L

108,87 + 67

@
73,76 + 44

@ p < 0,1 v.s. Grupo < 220 mg/d! (Test "t" de Student)
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TABLA XVII. Porfirinas en plasma, hematies y orina en

enfermos de DMID (X + D.E.) clasificados por el percentil 50

de la hemoglobina glicosilada.

GRUPOS
SEGUN LA
HBA1 EN
DMID

£9,14 %
n= 16

> 9,14 %
n= 16

HEMATIES
ug / di

20,75 + 11,44

25,23 + 14,76

PLASMA
pg / dl

0,31 £ 0,11

0,37 + 0,17

ORINA
ug /L

76,36 = 41

106,86 + 70

No se encontraron diferencias significativas entre 10s grupos
(Test "t" de Student).
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TABLA XVIIL. Hematimetria (X + D.E.) de pacientes de
DMNID considerados globaimente y por grupos terapeuticos.

PARA- GRUPO | GRUPO 1l GRUPQO 1lI TOTAL
METRO n= 24 n= 28 n= 47 n= 99
G.R. 476 + 0,4 46 + 04 46 + 0,3 46 + 0,3
Hb 14,7 + 11 141 + 1,5 141 + 10 14,2 + 1,2
*
Hct 43,1 = 3 415 £ 45 40,8 + 3,1 416 + 3,6
*
VCM 806 + 4,3 88,1 £ 50 88,2 + 4,4 38,8 + 46
HCM 31,2 + 2 30,3 + 1,9 30,4 £ 16 305 + 18
CHCM 34,2 + 0,9 343 + 0,8 345 + 0,7 344 + 08
Leuc 70+ 19 7,4 = 2,0 7,1 £ 20 71 £ 20
Neutr 53 + 8 54 + 7 5 + 8 54 + 8
Linfo 37 + 8 35 + 7 34 £ 7 35 + 7
Plag 222 + 46 250 + 77 251 + 56 244 + 61

* p < 0,05 v.s. Grupo | (Test Analisis de la Varianza)
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TABLA XIX. Biogimica sérica (X + D.E.) en el otal de pacientes de
DMNID y clasificados por grupos terapedticos.

PARA-
METRO

Gluc
Urea
Cr
Ac.Ur
BT
Col
TG
F.Alc
GPT

GOT

OGT
LDH
Fe
Zn
Ferr

HBA1

GRUPO |
n= 24

122 = 66
373 £ 69
1.0 = 01
52 1,3
0,73 + 0,3
213 + 34
117 = 69
116 £ 49
24 + 11
19 + 4
25 + 16
157 + 30
91 x 27
S0 + 21
164 + 94

9.1+ 21

GRUPO I
n= 28

*k

172 + 29

*%
46,9 + 10
0,99 + 0,1
49 + 1,0
0,61 = 0,2
208 £ 35
124 + 47
-
81 = 26
25+ 9
19 + 3
23 £+ 1"
158 + 27

#H#
112 + 34
*¥*
75 = 15
#
191 + 148

89 = 1,1

GRUPOQ I
n= 47

* Xk

178 = 61

* Kk

45,7 + 12
*

0,9 = 0,1
%

44 =+ 0,9

0,72 = 0,2

216 + 39

124 + 65
*k

80 + 26

24 + 6

20 + 4

22 + 11

176 + 34

88 = 29
*k

70 + 13

113 + 91

96 = 1,5

TOTAL
n= 99

163 + 59
43,7 + 11
0,9 = 01
47 £ 1.1
0,68 + 0,2
213 + 36
122 + 61
87 = 33
24 + 8
20 £ 4
23 £ 12
168 + 33
96 + 32
75 + 16
147 + 116

93 £ 16

(*p <0,05;*p <0,01vs. Grupo I} (# p < 0,05; ## p < 0,01 vs.
Grupo lll). Test Analisis de la varianza
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TABLA XX. 1. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X = D.E.) en
todos los pacientes con DMNID y en el grupo control.
F . ALAD ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
GRUPO pMol. ALA/ uMol. ALA/ nMol. URO/ | -
L.GR./min L.GR./min ml.GR. /Hor ALA-D
CONTROL 34,3+ 9,0 66,8 + 8,8 276 + 4,7 2,1+ 0,80
n= 26
ik dok R *kdk
DMNID 25,4+ 6,5 52,7 + 11 39,9 + 9,8 2,1+ 0,50
n= 99

*** p < 0,001 v.s. Control. (Test "t" de Student)

TABLA XX. 2. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X + D.E.) en los
pacientes con DMNID clasificados por grupos terapeuticos y en el grupo

control.
ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act -
GRUPO uMol, ALA/ uMol. ALA/ nMol. URQ/ | --------
L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hor ALA-D
CONTROL 34,3+ 9,0 66,8 + 8,8 276 + 4,7 2,1+ 0,80
N= 26
k& *k *
GRUPO | 26,6 + 6,0 541 = 10 33,0 £ 7.3 2,1+ 0,57
n= 24
##
%k sl Tk
GRUPO Il 23,2 + 6,3 51,5 = 12 41,5 + 11 2,2+ 0,51
n= 28
#H#
* & * % * &
GRUPO 1l 26,2 + 6,6 52,7 + 11 42,7 + 8,2 20+ 0,45

(**p < 0,01; * p < 0,05 v.s. Control).(## p < 0,01 vs Grupo |-Dieta).
Test analisis de la varianza



TABLA XXI. Edad, afos de evolucion y superficie corporal de
los enfermos de DMNID, en su totalidad y clasificados por
grupos terapeUticos.
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PARAMETRO

EDAD
(afos)

EVOLUCION
(afios)

SUPERFICIE

GRUPO |
n= 24

62 + 14

389 3

1,84+ 0,2

GRUPO I
n= 28

62 + 10

* &

10,3 + 8

1,73+ 0,1

(m?)

GRUPO Il
n= 47

61 + 10

k%

12,6 + 8

*

1,73 + 0,1

TOTAL
n= 99

62 + 11

98 + 8

1,76+ 0,1

*p < 0,05 ** p < 0,01 v.s. Grupo 1 (Test andlisis de la

varianza)

TABLA XXII. Glucemia y HBA1 en el total de enfermos de
DMNID (X + D.E.) clasificados por el percentil 50 de la edad.

DMNID EDAD
{anos)

£ 64 anos
n= 50

> 64 anos
n= 49

GLUCEMIA
mg / di

159,8 £ 59,5

167,4 + 60,4

HBA1 %

9,20 + 1,46

9,44 + 1,77

No se aprecian diferencias significativas entre grupos.

Test "t" de Student
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TABLA XXIil. Glucemia y HBA1 (X + D.E.) en el global de

pacientes de DMNID, clasificados por el percentil 50 del
tiempo del evolucion.

DMNID EVOLUCION GLUCEMIA HBA1 %
(anos) mg / dl
< 7 anos 150,1 + 63,6 8,18 + 1,66
n= 47
*
> 7 anos 175,7 + 53,8 9,45 = 1,59
n= 52

*p < 0,05 v.s. Grupo < 7 anos de Evolucion (Test 't" de
Student)

TABLA XXIV. Glucemia y HBA1 (X + D.E.) en el total de

enfermos de DMNID, clasificados por el percentil 50 de su
superficie corporal.

DMNID SUPERFICIE GLUCEMIA HBA1 %
CORPORAL m? mg / dl
< 1,76 m? 1699 £ 59,3 9,48 + 1,72
n= 50
> 1,75 m? 157,1 = 60,2 9,15 + 1,50
n= 49

No existen diferencias significativas entre grupos. (Test"t"
de Student)



TABLA XXV. Glucemia y HBA1 (X + D.E.) en el total de
enfermos de DMNID, clasificados segln su sexo.
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DMNID GRUPQOS
SEGUN EL SEXO

VARONES
n= 40

MUJERES
n= 59

GLUCEMIA
mg / di

1477 + 4938

*

174,3 + 63,9

HBA1 %

891 + 1,35

*

9,60 = 1,73

* p < 0,05 v.s. grupo de varones { Test "t" de Student).

TABLA XXVI. Enzimas eritrocitarias de la ruta hemo (X +
D.E.) en el total de los pacientes con DMIND, clasificados
segun el percentil 50 de la edad.

DMNID EDAD ALA-D
(afios) uMaol ALA/
L.GR./min
< 64 anos 26,3+ 6,8
n= 50
> 64 anos 246+ 6,0
n= 49

ALA-D Act
uMol ALA/
L.GR./min

539 =+ 11

51,5 = 11

PBG-D
nMol URO/
ml.GR./Hora

41,5

H

10

38,3 + §,1

ALA-D Act

2,1+ 0,51

2,1+ 0,49

No existen diferencias significativas entre grupos (Test "t*

de Student)




TABLA XVII. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X +
D.E.) en la totalidad de los pacientes con DMNID, clasificados
por el percentil 50 del tiempo de evolucion.
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DMNID EVOLUCION ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
(anos) uMol ALA/ | uMol ALA/ nMol URO/ | ----eemem-
L.GR./mln L.GR./mtn m|.GR_/Hora ALA-D
£ 7 anos 255+ 59 53,9 =+ 11 37,3 = 10 2,1+ 0,52
n= 47
. *k
> 7 anos 254+ 70 51,6 = 11 425 + 8,8 2,1+ 0,48
n= 52
** p < 0,01 v.s. grupo < 7 anos (Test "t" de Student)
TABLA XXVIII. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X +
D.E.} en el total de pacientes con DMNID, clasificados segun
el percentil 50 su superficie corporal.

DMNID ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
SUPERFICIE uMot ALA/ uMol ALA/ nMol URO/ | -~
CORPORAL L.GR./min L.GR./min | mL.GR./Hora ALA-D

(m?)
< 1,75 m? 25,2+ 6,8 52,0 £ 12 33,7 + 9,2 2,1+ 0,49
n= 50
> 1,75 m? 25,7+ 6,2 53,4 = 11 40,2 + 10 2,1+ 0,52
n= 48

No existen diferencias significativas entre grupos (Test "t"

de Student)
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TABLA XXIX. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X + D.E.)
en el total de enfermos con DMNID, ciasificados segun su sexo.

DMNID
SEGUN
EL SEXO

VARONES
n= 40

MUJERES
n= 59

ALA-D
4Mol ALA/
L.GR./min

238+ 66

*

26,6 + 6,2

ALA-D Act
tMol ALA/
L.GR./min

52,2 = 11

53,0 £ 11

PBG-D
nMol URO/
mi.GR./Hora

375 + 85

*

41,6 + 9,7

ALA-D Act

22+ 0,55

2,0x 0,44

I

-

* p < 0,01 v.s. Grupo de Varones (Test "t" de Student)

TABLA XXX. 1. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X + D.E.) en el
total de pacientes con DMNID, clasificados por los cuartiles de la glucemia.

DMNID
GLUCEMIA
mg/dl

< 129
n= 25

129 - 156
n= 26

157 - 199
n= 25

> 189
n= 23

ALA-D
4Mol ALA/
L.GR./min

27,2+ 6,2

27,2+ 6,6

22,8 + 6,4

244+ 58

ALA-D Act
uMol ALA/

L.GR./min

56,0+ 8,7

57,8 £ 10
##
48,5 + 13
#

*

47,9+ 9,9

PBG-D
nMol URO/

37,7 £ 11

40,7 + 9,6

42,3 + 89

389 x 8,7

mi.GR./Hora

ALA-D Act

2,1+ 0,56

2,1+ 0,41

2,1+ 0,55

2,0+ 0,47

* p < 0,05 v.s. Grupo Glucemia < 129 mg/dl.
##p < 0,01; # p < 0,05 v.s. Grupo 129 - 156 mg/dl. (Test
analisis de la varianza)
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TABLA XXX. 2. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X = D.E.) en
totalidad de los pacientes con DMNID, clasificados por el percentil 50 de la

glucemia.

DMNID ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act

GLUCEMIA LMol ALA/ pMol ALA/ nMol URQ/
mg/dl L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hara ALA-D
< 156 27,2+ 6,4 56,9+ 9,7 39,2 + 10 2,1+ 0,48
n= 51

* & Yk k
> 156 23,6 = 6,1 48,2 + 11 40,7 = 89 2,1+ 0,52
n= 48
** p < 0,01; ** p < 0,001 v.s. Grupo Glucemia g 156

mg/dl (Test "t" de student)

TABLA XXXI. 1. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X = D.E.) enla
totalidad de los pacientes con DMNID, clasificados por los cuartiles de

HBA1.
DMNID ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
HBA1 uMol ALA/ uMol ALA/ nMol URO/ |  ——eeeme

L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D
< 81% 27,8+ 7,0 58,8 + 10 40,2 + 10,2 2,2+ 0,54
n= 25
*
8,1- 9,1 250+ 58 52,6 + 10 38,0 + 8,85 2,1+ 0,40
n= 27
*
9,2- 10,3 250+ 6,1 50,9 + 9,5 42,2 + 11,4 2,1+ 0,59
n= 24
*k
> 10,3 % 23,9+ 6,7 47,9 + 13 392 * 84 2,0+ 0,48
n= 23

*p < 0,05; ** p < 0,01 v.s. Grupo HBA1 < 8,1 % (Test

andlisis de la varianza)
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TABLA XXXI|. 2. Enzimas eritrocitarias de |a ruta del hemo (X

+ D.E) en la totalidad de los pacientes con DMNID,
clasificados por el percentil 50 de HBA1.

DMNID ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
HBA1 uMol ALA/ uMol ALA/ nMol UROQ/ | -
L.GR./min L.GR./min mi.GR./Hora ALA-D

£91% 26,3« 6,5 55,6 £ 10 39,1 £ 9,5 2,1+ 0,47

n= 52

*k
> 91% 245+ 6,3 495 + 11 40,8 = 10 2,0+ 0,53
n= 47 -

** n < 0,01 v.s. Grupo HBA1 < 9,1 % (Test "t" de Student)
TABLA XXXII. 1. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X

+ D.E) en la totalidad de los pacientes con DMNID,
clasificados por los cuartiles del Fe.

DMNID ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
Fe uMol ALA/ uMal ALA/ nMol UROQ/ | -
pg/dl - L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D
< 70 27,3+ 6,5 530 + 11 38,1 + 10 2,0+ 0,49
N= 22 ' :
70 - 92 27,5+ 4,9 56,8 + 12 420 = 11,2 2,0+ 0,39
n= 22
*
93 - 115 22,7+ 6,3 516 + 12 40,8 + 9,5 2,3+ 0,57
n= 23
* @
> 115 232+ 7,7 50,2 + 10 416 + 9,2 2,2 + 0,56
n= 20

@p <01, *p < 0,05 v.s. Grupo Fe < 70 pg/dl (Test
Analisis de la varianza)




100

TABLA XXX 2. Enzimas eritrocitarias de ia ruta del hemo (X

+ D.E) en la totalidad de los pacientes con DMNID,
clasificados por el percentil 50 de Fe.

DMNID ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
Fe Mol ALA/ LMol ALA/ nMol URO/ | -
ug/dl L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D

< 92 274+ 5,7 54,9 = 12 40,0 = 11 20+ 0,44

n= 44

*k *

> 92 229+ 6,9 50,9 £ 11 41,2 + 9.2 2,3+ 0,55
n= 43

* p < 0,05; ** p < 0,01 v.s. Grupo < 92 pg/dl (Test "t" de

Student)

TABLA XXXIi. 3. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X

+ D.E.) en el Grupo | (Dieta) de los pacientes con DMNID,

clasificados por el percentil 50 de Fe.

DMNID ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
Fe ug/di pMol ALA/ uMol ALA/ nMol URQ/ | —=-eeeeee-
GRUPO | L.GR./min L.GR./min m.GR./Hora ALA-D

g 9 276+ 59 55,5 = 13 29,7 =+ 3,5 20+ 0,46
=9
> 91 246+ 7,1 548+ 8,3 357 + 10 2,3+ 0,78
n= 8
!

No se encuentran diferencias significativas entre grupos
(Test "t" de Student)}
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TABLA XXXII. 4. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X

+ D.E)) en el Grupo Il (Sulfonilurea) de los pacientes con
DMNID, clasificados por el percentil 50 de Fe.

DMNID AlLA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
Fe ug/dl uMol ALA/ #Mol ALA/ nMol URO/ | ~eemeeee-
GRUPO Il L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D
< 112 236+ 57 52,2 + 14 421 + 13 2,2+ 0,54
n= 14
> 112 221+ 7,4 50,6 + 11 41,7 + 9,4 2,3 0,50
n= 12
No se encuentran diferencias significativas entre grupos
(Test "t" de student)
TABLA XXXIi. 5. Enzimas eritrocitarias de Ia ruta del hemo (X
+ D.E) en el Grupo I (Insulina) de los pacientes con
DMNID, clasificados por el percentil 50 de Fe.
DMNID ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
Fe pg/dl uMol ALA/ | uMol ALA/ nMol URO/ | -
GRUPO i} L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D
< 85 28,2+ 6,5 55,3 + 12 415 £ 8,3 2,0+ 0,46
n= 22
@
> 85 243+ 6,6 50,6 + 12 448 + 8,2 2,1+ 0,45
n= 22

@ p < 0,1 v.s. Grupo < 85 rg/dl (Test "t* de student)




TABLA XXXII. 1. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X

+ D.E.) en la totalidad de los pacientes con DMNID,
clasificados por los cuartiies de la Ferritina.
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DMNID
FERRITINA

ng/ml

< BB
n= 22

66 - 122
n= 21

122 - 217
n= 21

> 217
n= 21

ALA-D
uMol ALA/
L.GR./min

=k

278+ 6,6

*

26,2+ 7,3

*

25,2 + 6,6

21,2+ 4,9

ALA-D Act
uMol ALA/

L.GR./min

*

55,8 = 13

552 + 11

52,0 + 11

47,4 + 10

PBG-D
nMol URO/

mL.GR./Hora

38,7 £ 8,5

41,5 = 10,3

376 £ 116

43,4 = 10,2

ALA-D Act

2,1+ 0,49

2,1+ Q42

2,3+ 0,61

** p < 0,01; * p < 0,05 v.s. Grupo Ferritina > 217 ng/mi

(Test Analisis de la varianza)

TABLA XXXIII. 2. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X
+ D.E.) en la totalidad de los pacientes con DMNID,

clasificados por el percentil 50 de la Ferritina.

DMNID
FERRITINA

ng,/mi

g 122
n= 43

> 122
n= 42

ALA-D
uMol ALA/
L.GR./min

**x

27,0+ 6,9

23,2+ 6,0

ALA-D Act
uMol ALA/

L.GR./min

*

55,5 + 12

49,7 + 11

PBG-D
nMol URQ/

ml.GR. /Hora

401 + 86

406 + 11

ALA-D Act

__________

2,1+ 0,51

2.2+ 0,52

*p < 0,05; * p < 0,01 v.s. Grupo con Ferritina > 122
ng/mi (Test "t" de student)
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TABLA XXXIII. 3. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X
+ D.E.) en el Grupo | (Dieta) de los pacientes con DMNID,

clasificados por el percentil 50 de la Ferritina.

DMNID
FERRITINA ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
ng/ml uMol ALA/ uMol ALA/ nMol UROQ/ | -
GRUPO | L.GR./min L.GR./min mi.GR./Hora ALA-D
< 140 295+ 5.8 579 £ 11 29,5 + 55 20+ 0,4
n=9
*
> 140 21,9+ 45 52,1 = 10 359 + 9,7 24 0,7
n=8
* p < 0,05 v.s. Grupo con Ferritina £ 140 ng/ml (Test "t"
de Student)
TABLA XXXIII. 4. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X
+ D.E.) en el Grupo Il (Sulfonilurea) de los pacientes con
DMNID, clasificados por el percentil 50 de la Ferritina.
DMNID
FERRITINA ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
ng/mi uMal ALA/ uMol ALA/ nMol URO/ | -----eee-
GRUPQ II L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D
< 140 241+ 6,9 54,1 + 12 43,5 = 12 2,3+ 0,5
n= 14
> 140 216+ 6,0 471 + 10 40,2 + 96 22+ 0,4
=12

No se encuentran diferencias significativas entre grupos

(Test "t" de Student)
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TABLA XXXIII. 5. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X £ D.E.) en
el Grupo Ill (Insulina) de los pacientes con DMNID, clasificados por el

percentil 50 de la Ferritina.

DMNID
FERRITINA ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
ng/mi uMol ALA/ LMol ALA/ nMol URO/ | —-ee
GRUPO il L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D
< 875 274+ 78 549 + 14 406 £ 69 20+ 04
n= 22
@
> 87,5 250+ 8,0 50,5+ 9,5 44,7 + 8,2 20+ 04
n= 22 ‘
@ p < 0,1 v.s. Grupo con Ferritina ¢ 87,5 ng/ml (Test "t"
de Student)
TABLA XXXIV. 1. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X
+ D.E)) en la totalidad de los pacientes con DMNID,
clasificados por los cuartiles del Zn.
DMNID ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act
Zn uMol ALA/ uMol ALA/ nMol URQ/ | =--eee--
ug/di L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D
< 65 265+ 77 { 527 = 11 403 £ 6,7 2,0+ 0,58
n= 23 _
85 - 74 23,1+ 6,6 52,8 + 13 42,3 + 10,0 2,3+ 0,59
n= 21
75 - 84 243+ 5,4 529 = 12 425 + 8,7 2,1+ 0,36
n= 21
> 84 26,2+ 6,4 54,0 = 1 38,7 + 13,7 2,1+ 0,45
n= 20

No existen diferencias significativas entre grupos (Test
Andlisis de la varianza)
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TABLA XXXIV. 2. Enzimas eritrocitarias de la ruta del hemo (X

+ D.E) en la totalidad de los pacientes con DMNID,
clasificados por el percentil 50 de Zn.

DMNID ALA-D ALA-D Act PBG-D ALA-D Act

Zn uMol ALA/ uMol ALA/ nMol URC/ | e
ug/dl L.GR./min L.GR./min ml.GR./Hora ALA-D
£ 74 248+ 74 525 + 12 416 + 8,3 22+ 0,86
n= 43

> 74 253+ 59 537 + 11 40,4 + 11 2,1+ 0,3
n= 42

No existen diferencias significativas entre grupos (Test "t"

de Student)

TABLA XXXV. 1. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X =

D.E.), en el total de enfermos de DMNID y en el grupo

control.

GRUPO HEMATIES PLASMA CRINA

ug / di ug / di ug /L

CONTROL 31,0 + 10,8 0,33 £ 0,17 71,34 = 40

n= 26

* *kok
DMNID 296 + 17,2 0,43 + 0,28 109,9 + 63
n= 98

*p <0,05; *** p < 0,001 v.s. Control. (Test "t" de Student)
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TABLA XXXV. 2. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X +

D.E.), en los 3 grupos terapeuticos de enfermos con DMNID
y en el grupo control.

GRUPO HEMATIES PLASMA CRINA
pg / dl ug / d ug /L
CONTROL 31,0 £ 10,8 0,33 £ 0,17 71,34 + 40
n= 26
GRUPO | 27,0 £ 153 0,38 + 0,22 84,77 + 50
n= 24
ek
GRUPO I 30,1 £ 19,0 0,36 + 0,18 107,9 = 47
n= 28 #
*k
GRUPOQ il 30,7 £ 17,2 0,49 + 0,34 122,5 £ 74
n= 47
** p < 0,01 v.s. Control. # p < 0,05 vs Grupo 1 (Dieta)
(Test Analisis de la varianza)
TABLA XXXVI. 1. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X +
D.E.}, en el global de enfermos de DMNID, clasificados segun
los cuartiles de la edad.
DMNID EDAD HEMATIES PLASMA ORINA
(anos) ug / dl ug /d ug /L
*
< 55 anos 31,3 = 17,5 0,36 = 0.27 99,06 * 46
n=25
56 - 64 26,6 + 12,2 0,44 + 0,31 110,7 + 58
n= 25
65 - 69 29,3 £ 18,1 0,48 + 0,22 143,0 + 85
n= 25
*
> 69 anos 31,4 £ 20,7 0,44 + 0,31 89,1 + 51
n= 24

* p < 0,05 v.s. Grupo 65 - 69 afnos (Test Analisis de la

varianza)
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TABLA XXXVI. 2. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X =
D.E.), en enfermos de DMNID clasificados segun el percentil

50 de la edad.

DMNID EDAD
(anos)

< 64 anos
n= 50

> B4 afos
n= 49

HEMATIES
¥g / d

289 = 151

30,3 = 18,2

PLASMA
#g / d

0,40 = 0,29

0,46 + 0,26

ORINA
Hg /L

1046 + 52

1154 + 74

No se aprecian diferencias significativas entre grupos
(Test "t" de Student)

TABLA XXXVII. 1. Porfirinas en plasma, hematies y orina, (X
+ D.E.) del total de enfermos de DMNID, clasificados por l0s

cuartiles del tiempo de evolucion.

DMNID
EVOLUCION
(anos)

< 4 anos
- n=23
n= 24

8-13
n= 28

> 13 anos
n= 24

HEMATIES
¥g / dl

26,4 + 19

27,4 + 14

353 + 17

28,3 + 15

PLASMA
ug / dl

0,38 + 0,20
0,36 + 0,20
0,47 + 0,28

0,50 + 0,39

ORINA
ug /L

105,8 £ 55

1154 + 66

83,2 + 47

1253 = 91

No existen diferencias significativas entre grupos. (Test
analisis de la varianza)
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TABLA XXXVII. 2. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X =
D.E.) del global de enfermos de DMNID, clasificados por el
percentil 50 del tiempo de evolucion.

DMNID
EVOLUCION
{(afos)

< 7 afos
n= 47

> 7 anos
n= 52

HEMATIES
ug / d

269 = 17,1

32,1 = 17,1

PLASMA
ug / dl

0,37 + 0,20

*

0,48 + 0,33

ORINA
ug /L

110,5 + 60

108,2 = 67

*p < 0,05 v.s. Grupo < 7 anos de evolucion. (Test 't" de

Student)

TABLA XXXVIIL. 1. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X
+ D.E.) del total de enfermos de DMNID, clasificados por los

cuartiles de la superficie corporal.

DMNID

SUPERFICIE

CORPORAL
(m?)

< 1,63
n= 26

1,63-1,75
n= 25

1,76-1,89
n= 24

> 1,89
n= 24

HEMATIES
pg / dl

28,9 + 19

250 = 13

29,4 + 15

35,3 + 19

PLASMA
pg / d

0,36 = 0,18
0,41 + 0,24
0,54 + 0,43

0,41 = 0,19

ORINA
ug /L

85,0 = 47

12486 x 81

112,2 + 50

118,1 = 65

No existen diferencias significativas entre grupos (Test
Analisis de la varianza)
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TABLA XXXVIil. 2. Porfirinas en plasma, hematies y orina {X

+ D.E.) del total de enfermos de DMNID, clasificados por el
percenti 50 de su superficie corporal.

DMNID
SUPERFICIE
CORPORAL

(m?)

< 1,75 m?
n= 50

> 1,75 m?
n= 49

HEMATIES
ug / d

27,3 £ 186

320 = 17

PLASMA
pg [ dl

0,37 + 0,20

@
0,48 = 0,33

ORINA
vg /L

1044 + 69

1155 + 57

No existen diferencias significativas entre grupos. (Test "t"

de Student)

TABLA XXXIX. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X =

D.E.) del global de enfermos de DMNID, clasificados por

Sexos.

DMNID HEMATIES PLASMA ORINA
SEXO 4g / di pg / d g /L
VARONES 29.8 + 18,6 0,44 + 0,28 116,4 + 49

n= 40
MUJERES 29,5 + 16,3 0,42 + 0,28 1053 + 72
n= 59

No existen diferencias significativas entre grupos. (Test "t"

de Student)




TABLA XL. 1. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X
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-+

D.E.}, en el total de enfermos de DMNID, clasificados por los
cuartiies de la glucemia.

DMNID
GLUCEMIA

(mg/dl)

< 129
n= 25

129 - 156
n= 26

157 - 199
n= 25

> 199
n= 23

HEMATIES
kg / dl

31,3 £ 16,9

29,8 + 19,5

276 = 13,9

29,7 + 18,8

PLASMA
ug / dl

0,40 + 0,19

0,44 = 0,20

0,47 + 0,38

0,40 =+ 0,30

ORINA
ug /L

95,04 + 50

129,85 + 58

101,05 + 45

112,73 = 92

No se encontraron diferencias significativas entre grupos.
(Test Analisis de la varianza)

TABLA XL. 2. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X *
D.E.), en el total de enfermos de DMNID, clasificados por el
percentil 50 de la glucemia.

DMNID
GLUCEMIA

(mg/dl)

< 156
n= 51

> 156
n= 48

HEMATIES
ug / di

30,5 + 18,1

286 + 16,3

PLASMA
pg / d

0,42 + 0,20

0,44 + 0,35

ORINA
ug /L

112,85 + 57

106,62 + 71

No existen diferencias significativas entre grupos. (Test "t

de Student)
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TABLA XLI. 1. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X +
D.E.), en el total de enfermos de DMNID, clasificados por los
cuartiles de la HBA1.

DMNID
HBA1
%

< 81%
n= 25

8,1-9,1
n= 27

9,2- 10,3 -

n= 24

> 10,3 %
n= 23

HEMATIES
ug / dl

30,5 £ 16,4

30,4 + 18,6

29,0 + 17,3

28,3 £ 17,3

PLASMA
ug / d

0,39 = 0,16

0,43 + 0,32

0,36 + 0,17

0,53 = 0,39

ORINA
ug /L

104,16 + 48

121,21 + 63

106,28 + 76

106,17 + 67

No se encontraron diferencias significativas entre
grupos. (Test Analisis de la varianza)

TABLA XL!. 2. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X +
D.E.), en el total de enfermos de DMNID, clasificados por el
percentil 50 de la HBA1.

DMNID
HBA1
%

£91%
n= 52

> 9.1%
n= 47

HEMATIES
ug / dl

30,5 + 17,4

28,7 £ 171

PLASMA
ug / dl

0,41 £ 0,25

0,44 + 0,31

ORINA
ug /L

113,21 + 57

106,23 + 71

No se encontraron diferencias
grupos. (Test 't' de Student)

significativas entre los
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TABLA XLIi. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X =

D.E.), en el total de enfermos de DMNID, clasificados por el
percentil 50 del Fe.

DMNID HEMATIES PLASMA ORINA
Fe ug / dl ug / dl g /L
ug/dl
< 92 31,8 + 17,8 0,44 + 0,31 100,06 + 51
n= 44
*
> 92 27,5 + 16,7 0,42 + 0,26 126,24 + 64
n= 43
p < 0,05 v.s. Grupo con Fe < 92 ;g/dl. (Test "t" de Student)
TABLA XUII. Porfirinas en plasma, hematies y orina {X =
D.E.), en el total de enfermos de DMNID, clasificados por el
percentil 50 de la Ferritina.
DMNID HEMATIES PLASMA ORINA
FERRITINA ug / dl ug / di g/ L
ng/mi
P e ——————ir
< 122 334 + 1986 0,44 + 0,27 111,30 = 50
n= 43 '
@
> 122 26,1 + 143 0,40 + 0,29 110,51 + 63
n= 42

@ p < 0,1 v.s. Grupo con Ferritina < 122 ng/mi

de Student)

. (Test "t"
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TABLA XLIV. Porfirinas en plasma, hematies y orina (X %
D.E.), en el total de enfermos de DMNID, clasificados por el
percentil 50 del Zn.

DMNID

ug/dl

HEMATIES
ug / di

31,8 + 16,3

27,0 + 181

PLASMA
ug / dl

0,47 + 0,29

0,38 £ 0,26

ORINA
ug /L

125,69 + 67

*

99,77 = 47

* p < 0,05 v.s. Grupo con Zn

Student)

74 1g/dl. (Test "t" de
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TABLA XLV 1. GRUPO A (CONTROL). Valores enzimaticos individuales.
'SANGRE: ALA-D [tMoles ALA / L. GR. / min.], PBG-D [nMoles de URO /
mi. GR. / Hora]. HIGADO: AlLA-D {nMoles PBG / mg. prot / min], PBG-D
[nMoles URO / mg. prot / Horal.

R
A
T SANGRE HIGADO
A
ALAD ALAD
ne ALA-D ALA-D PBG-D Act/ ALA-D ALA-D PBG-D | Act/
Act ALAD Act ALAD
1 3.58 43N 14.71 1.24 . 0.296 0.375 0.203 1.19
2 6.04 6.26 32.73 1.13 0.226 0.240 0.194 1.40
3 6.86 11.89 37.19 117 0.238 0.255 0.205 1.31
4 7.32 7.87 34.36 1.37 0.289 0.306 0.227 1.26
5 4.05 4.77 40.52 1.03 0.166 0173 0.194 1.06
6 512 547 26.62 1.73 0.218 0.218 0.226 1.07
7 6.85 7.07 3572 1.07 0.206 0.207 0.160 1.0%
8 3.70 499 16.86 1.17 0.389 0.447 0.211 1.04
g 3.98 5.51 19.08 1.06 0.323 0.369 0.174 1.00
10 4.85 592 20.22 1.03 0.385 0.403 0.164 1.00
11 5.15 6.02 19.2 1.34 0.416 0.416 0.164 1.14
12 4.75 5.57 46.01 1.38 0.235 0.308 0.403 1.14
13 5.70 6.47 51.83 1.22 0177 0.248 0.354 1.04
14 3.60 4.47 33.23 1.16 0.176 0.211 0.334 1.00
X 51 6.22 30.59 1.22 0.267 0.298 0.229 112
DE 1.28 1.87 11.4 0.18 0.083 (.089 0.077 0.12
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TABLA XLV. 2. GRUPO B (INYECTADAS NO DIABETICAS). Valores enzimaticos
individuales. SANGRE: ALA-D [uMoles ALA / L. GR. / min.], PBG-D [nMoles de
URO / ml. GR. / Hora]. HIGADO: ALA-D [nMoles PBG / mq. prot / min], PBG-D
{nMoles URO / mg. prot / Horal].

R
A
T SANGRE HIGADO
A
ALAD ALAD
n? ALA-D ALA-D PBG-D Act/ ALA-D ALA-D PBG-D Act/
Act ALAD Act ALAD
15 4.87 5.17 30.86 1.55 0.255 0.294 0.252 1.13
16 4.87 5.06 32.87 1.06 0.270 0.292 0.237 1.15
17 3.55 4.03 21.89 1.03 0.231 0312 0.217 1.08
18 5.07 511 35.28 1.13 0.243 0.314 0.225 1.35
19 3.65 3.7 30.98 1.00 0.239 0.297 0.265 1.29
20 4.18 5.78 27.10 1.01 0.267 0.293 0.206 1.24
21 4.64 6.57 29.95 1.38 0.217 0.290 0.218 1.09
22 294 4.54 20.21 1.41 0.257 0.285 0.247 1.33
23 3.72 5.18 30.39 1.54 0.217 0.233 0.185 1.10
24 218 2.73 26.63 1.39 0.274 0.432 0.247 1.07
25 3.42 5.32 40.90 1.25 0.251 0.284 0.322 1.57
0.238
X 3.91 4.83 29.73 1.25 0.247 0.302 0.036 1.22
DE 0.90 1.04 5.80 g.21 0.019 0.047 0.15




TABLA XLV. 3. GRUPO C (DIABETICAS). Valores enzimaticos individuales.
SANGRE: ALA-D [iMoles ALA / L. GR. / min.], PBG-D [nMoles de URO /
rml. GR./Hora]. HIGADQ: ALA-D [nMales PBG / mg. prot / min], PBG-D
[nMoles URO / mg. prot / Hora].
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R
A
T SANGRE HIGADO
A
ALAD ALAD
n2 ALA-D ALA-D FBG-D Act/ ALA-D ALA-D PBG-D Act/
Act ALAD Act ALAD
26 5.67 6.90 31.33 2 0.180 0.190 0.250 1.05
27 4.74 4.74 38.50 1.00 0.170 0.185 0.252 1.14
28 4.05 4.94 28.62 1.21 0.185 0.2186 0.241 1.16
29 5.03 5.19 35.07 1.03 0.178 0.205 0.239 1.15
30 5.32 7.55 33.71 1.41 0.235 0.318 0.224 1.35
RS 3.97 4.26 24.12 1.07 0.176 0.208 0.230 1.18
32 3.61 5.55 22.94 1.53 0.242 0.283 0.248 1.16
33 3.59 4.79 24.79 1.33 0.203 0.212 0.249 1.04
34 2.10 3.67 32.56 1.74 0.141 0.145 0.363 1.02
35 3.64 3.64 38.70 1.00 0.237 0.248 0.584 1.04
36 3.09 3.23 44.30 1.04 0133 c.141 0.349 1.06
37 2.10 2.96 43.12 1.40 0.128 0.143 0.340 1.11
38 3.25 2.39 38.85 1.01 0.125 0.146 0.279 1.16
39 3.15 3.43 40.34 1.08 0.124 0.144 0.308 1.16
X 3.74 4.51 34.06 1.22 0.175 0.199 0.296 1.13
DE 1.14 1.46 7.01 0.23 0.042 0.055 0.094 0.08




TABLA XLVI

1.

GRUPO A

(CONTROL);

Porfirinas en
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tejido hepatico

(COPROQOporfirina, URCporfirina, PROTOporfirina y TOTAL); Proteinas tisulares

hepaticas; valores individuales.

RATA COPRO UROC PROTO TOTAL PROTEINA

N2 i/ 1/ M/ M/ mg /
g.prot g.prot g.prot g.prot g. tej

1 143 18.7 67.8 100.8 15.82

2 279 24.7 58.0 110.6 23.73

3 321 20.4 59.5 112.0 23.4

4 27.8 21.8 66.2 115.8 20.43

5 23.2 214 71.4 116.0 23.62

6 25.0 18.6 63.7 107.3 22.46

7 32.7 298 78.1 140.6 25.95

8 14.3 13.7 63.0 91.0 15.82

9 13.8 13.7 545 82.0 19.08

10 166 11.9 56.4 84.9 16.87

1t 134 20.5 63.9 97.8 17.96

12 22.5 57.4 36.4 116.3 20.55

13 15.9 37.0 33.1 86.0 24.67

14 15.3 365 345 86.3 23.92

X 21.05 24.72 57.60 103.38 21.02
D.E. 7.09 1215 13.84 16.62 3.42




TABLA XLVI. 2. GRUPO B (INYECTADAS NCO DIABETICAS); Porfirinas en
tejido hepatico ( COPROporfirina, UROporfirina, PROTOporfirina y TOTAL);

Proteinas tisulares hepaticas,; valores individuales.
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COPRO URO PROTO TOTAL PROTEINA

RATA 13/ g / i/ M / mg /

N2 g.prot g.prot g.prot g.prot g tej
15 32.3 24.7 80.4 137.4 21.41
16 253 27.6 18.9 71.8 19.31
17 34.8 283 66.2 129.3 18.75
18 33.2 26.5 70.9 130.6 21.3
19 38.1 17.2 65.0 120.3 19.27
20 175 17.5 76.5 110.1 18.0
21 17.7 20.0 71.1 108.8 16.5
22 16.2 14.6 54.3 85.1 16.5
23 16.4 17.8 57.9 92.1 19.87
24 14.0 14.2 39.0 67.2 16.87
25 259 19.0 51.1 96.0 258
X 2467 20.54 59.20 104.42 19.41
S.E. B8.77 5.28 17.98 23.96 2.72




TABLA XLVI. 3. GRUPO C (DIABETICAS); Porfitinas en tejido hepético (

COPROporfirina, UROQporfirina, PROTOporfirina y TOTAL); Proteinas

tisulares hepdticas; valores individuales.
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RATA COPRO URO PROTO TOTAL PROTEINAS

Ne W / M/ g/ n/ mg /
g prot g prot g prot g prot g tej

26 40.6 109 13.4 64.9 18.07
27 34.9 32.6 78.6 146.1 17.92
28 32.4 27.7 70.2 130.3 19.5
29 40.7 46.1 849 171.7 189
30 233 7.89 68.4 99.59 17.62
31 15.8 13.3 54.2 83.3 18.0
32 15.6 15.3 65.8 96.7 18.37
33 19.5 15.1 57.1 91.7 17.62
a4 30.8 34.7 62.0 127.5 26.17
35 36.0 43.1 80.5 159.6 16.5
36 25.6 326 87.3 145.5 26.47
37 34.0 13.1 40.4 87.5 29.25
38 24.0 28.8 57.0 109.8 29.25
ag 31.1 37.9 67.0 136.0 27.52
X 28.87 25.64 £3.34 117.8 21.51

D.E. 8.37 12.79 19.34 31.9 4.92




TABLA XLVII. Glucemia y peso finales (X = D.E) en los 3 grupos de
animales de experimentacion.
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GRUPQS

GRUPQO A
n= 14

GRUPC B
n= 11

GRUPO C
n= 14

PESO FINAL (g)

449.6

4115

ek

H+

i+

34,1

78,8

##
326,2 + 90,0

GLUCEMIA FINAL
(mg/dI)

1240 + 18,1

*

181,4 + 44,8

*k g
412,7 + 75,4

*p < 0,05 ** p < 0,01 v.s. GRUPO A (Control).

# p < 0,05; ## p < 0,01 v.s. GRUPO B (!nyectadas no diabéticas).
(Test Andlisis de la varianza)

TABLA XLVIIl. Enzimas eritrocitarias de la ruta hemo (X = D.E) en
animales de experimentacidn.

GRUPQ ALA-D ALA-D Act
Mol ALA/ Mol ALA /
L.GR./ min L. GR./ min
A 511+ 1.28 6.22 + 1.87
n= 14
* ¥*
B 3.91 + 0.90 4.83 + 1.04
n= 11
i *
C 374 + 1.14 451 £ 1.46
n= 14

PBG-D
nMol URO /
ml.GR./Hora

3059+ 1.4

29.73 £ 580

34.06 = 7.01

ALA-D Act

ALA-D

1.22 +0.18

1.26 = 0.21

1.22 +0.23

* p < 0.05 v.s. GRUPO A {Control).

**p < 0.01 v.s. GRUPO A (Control)

. (Test Analisis de la varianza)
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TABLA XLIX. Enzimas hepaticas de la ruta hemo (X = D.E.) en animales
de experimentacion.

GRUPO

ALA-D
nMol PBG/
mg.prot/min

0.267 + 0.083

0.247 £ 0.019

*k

0.175 + 0.042

ALA-D Act
nMol PBG/

mg.prot./min

0.298 = 0.089

0.302 + 0.047

*k

0.199 * 0.055

PBG-D
nMol URQ/

mg.prot/Hor

0.229 + 0.077

0.238 + 0.036

0.296 x 0.094

1.12 £ 012

1.22 =015

1.13 £ 008

** n < 0.01 v.s. GRUPO A (Control). (Test Andlisis de 'a varianza)

TABLA L. COPRO; URQ; PROTQ; Porfirinas TOTALES y PROTeinas en
tejido Hepatico (X + D.E.).

GRUPO

n= 14

n=1

n= 14

* p < 0.05 v.s. GRUPO A (Control).

COPRO

g.prot

21.05 +
7.09

2467 =
8.77

28.87 =
8.37

URO

g.prot

24.72 =
1215

2054 + 528

2564 =
12.79

PROTO

g.prot

5760 =
13.84

59.20
+17.98

63.34
19.30

TOTAL

A/
g.prot

1033 =
16.62

104.4 =
23.96

1178 =
31.90

PROT
mg/
a.tej

21.02
+ 3.42

19.41
+ 272

21.51
+ 4.92

(Test Analisis de ia varianza)
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CORRELACIONES ENTRE EDAD, TIEMPO DE EVOLUCION, SUPERFICIE
CORPORAL, GLUCEMIA Y EL PORCENTAJE DE LA HBA1 EN DMID.-

Se muestran unicamente, las correlaciones significativas (p < 0,05),
n =32

* Edad ; Evolucion r =061
* Edad ; Superficie Corporal r =067
* Superficie Corporal ; Glucemia r=034
* Edad ; HBA1 r = 0,45
* Evolucion ; HBA1 . r=0,56
* Superficie Corporal ; HBA1 r=1037

CORRELACIONES ENTRE EDAD, TIEMPO DE EVOLUCION Y ENZIMAS
ERITROCITARIAS DE LA RUTA HEMO ASI COMO PORFIRINAS EN
HEMATIES, PLASMA Y ORINA EN PACIENTES CON DMID.-

Se muestran unicamente, las corretaciones significativas {p < 0,05).

[.- Correlaciones con las enzimas de la ruta hemo:

* Edad ; Cociente ALA-D Act / ALA-D r= 0,63
* Evolucion ; ALA-D r=-037
* Evolucion ; Cociente ALA-D Act / ALA-D r= 0,40
Il.- Correlaciones con porfirinas en hematies, ptasma y orina:

* Edad ; Porfirinas Urinarias r= 0,49
* Edad ; Porfirinas Plasmaticas r= 0,48
* Evolucion ; Porfirinas Plasmaticas r= 0,42

CORRELACIONES ENTRE EDAD, TIEMPO DE EVOLUCION, SUPERFICIE
CORPORAL, GLUCEMIA, PORCENTAJE DE.HBA1 EN DMNID, ACTIVIDAD
DE LAS ENZIMAS DE LA RUTA DEL HEMO Y PORFIRINAS EN HEMATIES,
PLASMA Y ORINA.-
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Se muestran unicamente, las correlaciones significativas (p < 0,05).

1.- EDAD
* Evolucién: TOTAL (n = 99)

GRUPO Ill (n = 47)

* HBA1:  GRUPO Il (n = 28)

2.- EVOLUCION
* Enzimas de la ruta hemo:
/ PBG-D GRUPO | (n = 24)
* Porfirinas en hematies, plasma y orina:
/ Porfirinas Hematies
GRUPO | (n = 24)
3. SUPERFICIE CORPORAL
* HBA1: GRUPO Il (n = 28)
4. GLUCEMIA y HBA1
* TOTAL (n = 99)
* GRUPO | (n = 24)
* GRUPO Il (n = 28)
* GRUPO Il (n = 47)

CORRELACIONES ENTRE GLUCEMIA, PORCENTAJE DE

r=0,28
r=20,18
r =0,37
r=0,76
r=0,42
= - 0,54
r = (0,45
r = 0,63
r =0,43
r = 0,36

HBA1,

ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS DE LA RUTA DEL HEMO Y PORFIRINAS EN

HEMATIES, PLASMA Y ORINA EN PACIENTES CON DMNID.-

Se reflejan sdélo, las correlaciones significativas (p < 0,05), en los

diferentes Grupos terapeuticos y en el total de pacientes con DMNID.

1.- GLUCEMIA
* ALA-D: - TOTAL DMNID (n = 99)
* ALA-D Act: - GRUPO Il (n = 28)
- GRUPO Il (n = 47)
- TOTAL DMNID (n = 99)

-0,26
= -0,42
- 0,33
-0,29

il
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2.- HBAT
* ALA-D: - GRUPO li (n = 28) | r=-0,36
- GRUPO Il (n = 47) r=-0,41
- TOTAL DMNID (n = 99) r=-0,26
* ALA-D Act: - GRUPO | (n = 24) r=-0,40
- GRUPO Il (n = 28) r=-0,51
- GRUPO Il (n = 47) r=-0,39
- TOTAL DMNID (n = 99) r=-0,39

CORRELACIONES ENTRE SIDEREMIA, CINC, FERRITINAY ACTIVIDAD DE
LAS ENZIMAS DE LA RUTA DEL HEMO.-

Se muestran unicamente, las correlaciones significativas (p < 0,05),
en los tres grupos terapeuticos y en el total de enfermos con DMNID.
1.- SIDEREMIA

* ALA-D:- TOTAL DMNID (n = 87) r=-0,28
* PORFIRINAS URINARIAS: ‘
- TOTAL DMNID (n = 87) r =025
-GRUPO I (n = 16) r =042
- GRUPO Il (n = 24) r =050
2.- FERRITINA
* ALA-D - GRUPO | (n = 17) r=-066
* ALA-D Act - TOTAL DMNID (n = 85) r=-0,23
* PBG-D - GRUPO | (n = 17) r= 0,53
- GRUPO Hll (n = 40) r= 0,39
* ALA-D Act / ALA-D: GRUPO | (n = 17) r= 037
* PORFIRINAS HEMATIES: - GRUPOQO Il (n = 26) r=-0,42

4.- SIDEREMIA / FERRITINA (n = 84) r= 037
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CORRELACIONES ENTRE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS DE LA RUTA
DEL HEMO EN HEMATIES Y EN TEJIDO HEPATICO, EL PESO Y LA

GLUCEMIA FINAL EN LOS TRES GRUPQOS DE RATAS.

1.- PESO FINAL

/ Enzimas eritrocitarias:

* GRUPO C (n= 14): ALA-D Act
PBG-D

* GRUPO B+C (n= 25): ALA-D Act
PBG-D

/ Enzimés hepéaticas:
* GRUPO A: PBG-D
* GRUPO C: ALA-D
ALA-D Act
PBG-D
* GRUPO B+C: ALA-D
ALA-D Act
PBG-D
2.- GLUCEMIA FINAL
/ Enzimas hepaticas:
* GRUPO A: PBG-D
* GRUPO B: PBG-D
* GRUPO B+C: ALA-D
ALA-D Act

r= 0,69
r=-0,65
r= 0,55
= - 0,61
r=-0,50
r= 0,64
r= 0,80
r=-0,54
r= (,64
r= 0,67
r=-0,56
= -0,50
r=-0,84
r=-0,71
r=-0,70
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COMENTARIOS
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ALTERACIONES DE LAS ENZIMAS DE LA RUTA DEL HEMO EN DIABETES
MELLITUS.-

El grupo prostético hemo es necesarioc en todas las células
corporales. En el adulto, se sintetiza el 85% en las células eritroides de la
médula ésea y la mayor parte del resto en el tejido hepatico. Basicamente,
se emplea en la médula Osea para la sintesis de hemoglobina y en tejido
hepatico para la sintesis de hemoproteinas, en especial el grupo de

citocromos microsomicos denominados P-450 (42).

La DM vy las porfirias son dos enfermedades asociadas (132, 133),
asociacién mas marcada para la porfiria cutanea tarda probablemente por

ser la forma maés frecuente (134, 135, 136, 137, 141, 142).

Los pacientes diagnosticados de porfirias es frecuente que presenten
una curva de sobrecarga oral de glucosa alterada y una hipersecrecion de
insulina. (138, 141, 142, 143, 144)

Se han descrito alteraciones de la ruta biosintética del hemo en DM,
aungue sobre todo en DM experimental y en tejido hepatico (139, 158, 165,
166, 167, 168).

Por estos tres motivos nos propusimos estudiar ia ruta biosintética
del hemo en pacientes con DM y en eritrocitos, para lo cual estudiamos
dos de las enzimas citoplasmicas que intervienen en esta ruta metabdlica.
Igualmente, ambas enzimas fueron estudiadas en ratas diabéticas por la
administracion de estreptozotocina, aunque en este Ultimo caso el estudio

se realizd en eritrocitos y en tejido hepético.

Los enfermos fueron clasificados en dos tipos de diabetes: Insulino-
Dependiente (DMID) y No-Insulino-Dependiente (DMNID).
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ENZIMA ALA-D ERITROCITARIA Y HEPATICA

Como reiteradamente comentaremos, en €l presente trabajo se ha
encontrado inhibida la actividad de la enzima ALA-D eritrocitaria en todos
los pacientes diabéticos, tanto con DMID como con DMNID, comparados
con sus respectivos controles (Fig 18).

uMaol ALA/L.GR./min

g0
75 J L E 1] L 3 2 3
®0] Bl control
Y DMID
*7 Bl cControl
[_] pMNID
30 -
-+ pn < 0,001
vs Control
15

ALA-D ALA-D Act
Figura 18: Actividad de la enzima ALA-D eritrocitaria en enfermos con

DMID v DMNID, comparados con 8us grupos controles
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Llama la atencion en la figura 18 la presencia de dos grupos
controles;, se decidid incluirlos al presentar los pacientes con DMID vy
DMNID edades diferentes y haber detectado diferencias significativas en los
valores de las enzimas de la ruta hemo en una serie de 256 individuos

sanos, gque fueron estudiados en nuestro laboratorio (Figura 17, pag 52).

También exponemos en la figura 18 los valores de ALA-D activada
o estimada. El ALA-D es una enzima sulfhidrica y es inhibida por
concentraciones muy bajas de plomo (178), mercurio © cadmio (179). Por
este motivo, el método de Fujita y cols utiliza un ambiente rico en agentes
reductores e iones metalicos (Zn), lo que facilita un rendimiento éptimo de
la enzima que asi se correlaciona con la cantidad total presente en los
tejidos, valorada por RIA. Por esta causa, cuando la actividad de la enzima
ALA-D es determinada segun el método de Fuijita y cols, podria equipararse
a la cantidad total estimada de la enzima en el tejido que se valore.

Los dos tipos de enfermos diabéticos comparados con sus
respectivos controles, presentan disminuida la cantidad total estimada de
la enzima ALA-D eritrocitaria (Fig 18), por 1o que es muy probable que

también esté descendida su sintesis o acelerada su destruccién.

La actividad de ia enzima ALA-D (Fig 18) desciende de forma similar
en ambos tipos de DM: en los pacientes con DMID el 33% y en los
pacientes con DMNID el 26%, comparados con sus respectivos grupos
control. lgualmente la cantidad estimada de esta enzima disminuye en
proporcién semejante en ambos tipos de DM cbmparados con sus
respectivos grupos control; en paciéntes con DMID un 35% y en los que
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presentan una DMNID un 21%. Parece por tanto que el descenso de la
actividad y de la cantidad estimada de la enzima ALA-D no esta relacionado
con la mayor gravedad del trastorno fisiopatoldgico en la DMID, ya que en
este tipo de diabetes se destruyen casi la totalidad de las células beta de
los islotes de Langerhans (87), mientras que en la DMNID se conservan y

solo se aprecia una alteracion de la funcion de las mismas.

Sin embargo, Batlle y col (139) aprecian en su estudio que esta
disminuida la actividad de la enzima ALA-D eritrocitaria, respecto al grupo
control, solamente en ios 10 pacientes con DMID; los otros 10 enfermos
con DMNID presentaban una actividad enzimatica similar a la del control.
Es probable que estas diferencias estén causadas por el nimero reducido
de enfermos que componen sus grupos de estudio; los propios autores
seRalan la necesidad de ampliar la casuistica. En este estudio no se valoré

la cantidad estimada de la enzima ALA-D.

Los resultados encontrados en nuestros enfermos diabéticos, se
confirman en las ratas diabeticas a las que indujimos DM por la
administracidn de estreptozotocina (STZ). Los animales diabéticos,
comparados con el grupo control, muestran una inhibicion en la actividad
de la enzima ALA-D tanto en eritrocitos (Fig 19) como en tejido hepatico
(Fig 20).

Se observa en ambas figuras la presencia de un grupo de animales
denominados "inyectados no diabéticos"; se trata de un colectivo que no
llegé a desarroliar DM franca, a pesar de haber recibido la misma dosis de
STZ gue el grupo de ratas diabéticas; la glucemia del grupo de "inyectadas
no diabéticas" fue inferior a 250 mg/dl, cifra limite para la mayoria de los
autores (130, 131, 174) por encima Je la cual las ratas son consideradas
diabéticas.
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* p < 0,05; ++ p < 0,01
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Figura 19: Actividad de la enzima ALA-D eritrocitaria en ratas diabéticas,
"inyectadas no diabéticas" vy controles
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nMol PBG/mg.prot/min
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Ml controles
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** p < 0,01 vs8 Control
0

ALA-D ALA-D Act

Figura 20: Actividad de la enzima ALA-D hepatica en ratas diabéticas,
‘inyectadas no diabéticas" y controles
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La actividad y la cantidad estimada de la enzima ALA-D eritrocitaria
estan disminuidas, tanto en el grupo diabético como en el "inyectado no
diabético", respecto al grupo control (Fig 19). Por tanto, no sélo estd
inhibida la actividad de la enzima ALA-D, sino que al estar descendida la
cantidad estimada, es probable que esté inhibida su sintesis o acelerada su
destruccidn.

Igualmente se observa en la figura 19 que la actividad y |la cantidad
estimada de la enzima ALA-D eritrocitaria tienden a ser menores en el grupo
diabético que en el "inyectado no diabético”; también el grupo diabético es
el que muestra mayor alteracidn del metabolismo hidrocarbonado, lo que
sugiere gue cuanto mayor es el trastorno de este metabolismo, mayor es
el descenso de la actividad y cantidad de la enzima. Parece que ambas
alteraciones de actividad y cantidad son independientes de la dosis recibida
de STZ, pues los dos grupos recibieron la misma; es mas probable que
ambas alteraciones enzimaticas estén relacionadas con el trastorno del
metabolismo hidrocarbonado que ha originado la STZ.

El grupo de ratas diabéticas tiene inhibida la actividad de la enzima
ALA-D en tejido hepatico y disminuida la cantidad estimada de esta enzima
(Fig 20), lo que sugiere que esta inhibida su sintesis en este tejido o bien
acelerada su destruccion. Sin embargo, el grupo de ratas "inyectadas no
diabéticas” presenta una actividad y una cantidad estimada de esta enzima
en el mismo tejido similares a las del grupo control (Fig 20). Estos datos
sugieren que el descenso de la actividad y de la cantidad estimada de la
enzima ALA-D en tejido hepatico, sdlo se producen cuando el trastorno
hidrocarbonado es importante, con DM franca; por tanto, tales alteraciones
enzimaticas no parecen depender ni de la dosis de STZ, ni del propio
farmaco, ya que los dos grupos de ratas recibieron fa misma dosis de STZ;
sin embargo, la enzimopatia parece estar relacionada con el grado de
diabetes que el téxico produce. De hecho, si consideramos conjuntamente
los grupos de ratas diabéticas e "inyectadas no diabéticas”, encontramos
una relacion inversa entre la glucemia final y la actividad de la enzima ALA-
D hepatica (r= - 0,72) (Fig 21), asi como entre la glucemia y la cantidad
estimada de la enzima (r= - 0,72) (Fig 22).
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Figura 22: Correlacion entre Glucemia {abscisas) y cantidad estimada de
ALA-D hepatica {(ordenadas) en ratas Diabéticas e inyectadas no diabéticas
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Figura 21 Correlacion entre Glucemia (abscisas) y actividad de ALA-D
hepatica {ordenadas) en ratas Diabéticas e inyectadas no diabéticas
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En el grupo de animales inyectados no diabéticos, la enzima ALA-D
en eritrocitos estd descendida, tanto en actividad como en cantidad
estimada; sin embargo, en tejido hepatico ambos parametros son similares
a los del grupo control. Estos datos sugieren que la enzima eritroide es
mas sensible a los trastornos del metabolismo hidrocarbonado que la del
tejido hepatico y confirman la doble regulacion de la ruta biosintética del
hemo en tejido hepatico y en médula dsea, vya comentada en la

introduccién de esta tesis (pag 14-16).

La relacion que parece existir entre el descenso de la actividad
enzimatica de ALA-D y la gravedad del trastorno hidrocarbonado, tanto en
eritrocitos como en tejido hepatico, que ha sido expuesta en este trabajo,
también la muestran Rosseti y cols (168) y Bitar y Weiner (157), aungue estos
uitimos sélo en tejido hepatico. Bitar y Weiner (157) abservan en el grupo de
animales diabéticos que la enzima ALA-D hepatica aurnenta su actividad
hasta casi alcanzar la del control cuando estos animales son tratados con
insulina y su glucemia desciende hasta una cifra préxima a la del grupo
control. En nuestro estudio, no fue posible administrar insulina a las ratas
diabéticas ya que los animales también formaban parte de otro trabajo que

se hubiera alterado si los animales hubiesen recibido insuiina.

El descenso de la actividad enzimatica de ALA-D hepética, es mas
acusado en el estudio de Bitar y Weiner (54%) que el encontrado en
nuestro trabajo (35,5%); ésto puede estar causado por la relacion entre la
actividad de la enzima ALA-D y la gravedad del trastorno hidrocarbonado,
pues la glucemia media de las ratas diabéticas de estos autores (547
mg/di) fue mayor que la de los animales de nuestro trabajo (406 mg/dl).
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ENZIMA PBG-D ERITROCITARIA Y HEPATICA

La actividad de la enzima PBG-D en eritrocitos se encuentra
aumentada tanto en enfermos de DMID como de DMNID, comparados con
sus respectivos controles (Fig 23). El incremento es similar en ambos tipos

de diabetes.
La enzima PBG-D cataliza la formacién de hidroximetilbilano a partir

de cuatro moléculas de PBG; estas cuatro moléculas se obtienen
previamente por medio de una reaccion catalizada por la enzima ALA-D.

nMol URO/ml.GR./hora

50
40
Bl control
30 RN pmiID
Bl cControl
(] DMNID
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vs Control
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0
PBG-D

Figura 23: Actividad de la enzima PBG-D eritrocitaria
en controles, enfermos ¢on DMID y con DMNID
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En la DM, la enzima ALA-D se encuentra inhibida y por tanto la
‘cantidad de PBG formado podria verse disminuida; es probable que el
aumento de la actividad enzimatica de PBG-D intente compensar la
hipoactividad de la enzima ALA-D. E! organismo esta dotado de un notable
exceso de esta enzima que, por tanto, no resulta limitante de la cuantia y
velocidad de la ruta metabdlica de! hemo.

Batlle y cols (139) estudiaron la actividad de la enzima PBG-D en dos
grupos de 10 pacientes con DMID y con DMNID; compararon ambas
actividades entre si y con la det grupo control y no encontraron diferencias
significativas. Estos autores incluyeron en su trabajo grupos con escaso
numero de enfermos, tal vez por ello difieran sus resultados y los nuestros.

Nuestras ratas diabéticas, comparadas con el grupo control,
presentan un aumento de la actividad enzimatica de PBG-D en tejido
hepatico, mientras que sdlo tiende a incrementarse en eritrocitos (Fig 24).
Sin embargo, en el grupo de animales “inyectados no diabéticos”, la
actividad de la enzima PBG-D es similar a la del grupo control tanto en
tejido hepatico coma en eritrocitos (Fig 24).

Ml control Inyectadas No diab [ | Diabéticas

nMol URQ/mI.GR./hora "nMol URO/mg.prot/hora
50 .
10,4
40
30
-0,2
20+
10
0 0

Sangre » p < 0,05 vs Control Higado

Figura 24: Actividad de |la enzima PBG-D en sangre e higado
en ratas diabéticas e "inyectadas no diabéticas” y controles
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Es probable que el incremento en la actividad de la enzima PBG-D
hepatica intente compensar la hipoactividad de la enzima ALA-D; por tanto
parece que su control es mas sensible que el que rige a esta misma enzima
PBG-D en eritrocitos, ya que también en éstos esta descendida la actividad
de la enzima ALA-D y sin embargo no aumenta la actividad de la enzima
PBG-D.
Las diferencias que hemaos encontrado en la actividad de la enzima
PBG-D en eritrocitos y en tejido hepatico, ponen de nuevo de manifiesto el
distinto controt de ia ruta biosintética del hemo en médula 6sea y en tejido

hepatico, como ya expusimos en la introduccidén de esta tesis (pag 14-16).

ALTERACIONES DE LAS ENZIMAS DE LA RUTA DEL HEMO EN LOS
GRUPOS TERAPEUTICOS DE DMNID.-

La DMID tiene un comienzo brusco, debido a la destruccion casi
completa de las células beta de los islotes de Langerhans del pancreas (87);
por tanto, la alteracion de la funcidn pancreatica es similar desde el
comienzo de la enfermedad. Los pacientes requieren tratamiento con
insulina practicamente desde el inicio de la diabetes.

Los pacientes con DMNID conservan las células beta de los isiotes
pancreaticos pero sufren una disfuncidn que produce alteraciones en la
cuantia y en la pulsatilidad de ia secrecién de insulina (122). Los enfermos
pueden requerir Gnicamente tratamiento dietético y/o hipoglucemiantes
orales y/o insulina.

La terapia recibida por los pacientes de DMNID podria indicar la
importancia de la alteracion en la funcién beta pancreatica. Por este motivo,
en el presente trabajo, los pacientes de DMNID fueron clasificados segun
el tratarhiento recibido: sdlo dieta hipoglucemiante, dieta y sulfonilurea o
dieta e insulina.
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Aungque la actividad de la enzima ALA-D eritrocitaria se encuentra
inhibida en los tres grupos terapéuticos comparados con el grupo control
(Fig 25), el grado de inhibicidén es similar en ios tres grupos terapéuticas
de pacientes con DMNID. La cantidad estimada de la enzima en los
hematies (ALA-D Act) esta igualmente disminuida (Fig 25), aunque de
forma semejante en ios tres grupos terapéuticas comparados con el grupo

control.

La actividad de ia enzima PBG-D eritrocitaria se encuentra
incrementada en los tres grupos terapéuticos, respecto al grupo control
(Fig 25); sin embargo este aumento es mayor en los pacientes tratados
con insulina (54%) o sulfonilurea (50%) que en los que reciben Gnicamente
dieta (18%).

+ p¢ 0,01 » p< 0,05 vs Control
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Figura 25: Actividad de las enzimas de la ruta del hemo en los enfermos
de los 3 grupos terapedticos de DMNID y el grupo control
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Aunque es probable que la funcidén beta pancredtica esté mas
alterada en los grupos tratados con insulina o sulfonilurea, las diferencias
entre los tres grupos terapéuticos son minimas, tanto en la actividad como
en la cantidad estimada de la enzima ALA-D eritrocitaria. Una posible
explicacion puede residir en el contro!l del metabolismo hidrocarbonado por
la terapia recibida por los pacientes. En la DM experimental el tratamiento
con insulina disminuyen las alteraciones detectadas en la ruta biosintética
del hemo en tejido hepatico (157).

Asi, Canepa y cols (174) describen que la clorpropamida es capaz de
inducir la enzima ALA-S en hepatocitos cultivados procedentes de ratas
diabéticas. Esta enzima es clave para el control de la ruta biosintética del
hemo; si estd inducida, también lo estd esta ruta metabdlica. La
clorpropamida es una sulfonilurea y aunque ninguno de los pacientes
incluidos en nuestro trabajo la ha recibido como terapia, si que han sido

tratados con otras sulfonilureas: glibenciamina y glipizida.

Parece por tanto, que las alteraciones detectadas en las enzimas de
ia ruta hemo en los tres grupos terapéuticas de DMNID no se relacionan

con la gravedad de ia alteracion fisiopatoldgica que causa la DM.

RELACION ENTRE EL CONTROL DEL METABOLISMO
HIDROCARBONADO EN D.M. Y LAS ENZIMAS DE LA RUTA DEL HEMO.-

Rose y cols (147) describieron por primera vez la influencia de los
hidratos de carbono en la biosintesis del hemo y {0 denominaron "efecto
glucosa"; estos autores administraban a sus ratas aliliso-propil-acetamida
(AlA), producto capaz de originar una porfiria aguda intermitente en
animales y por tanto, aumento de !a cantidad de porfobilindgeno en orina.
Rose y cols comprobaron que si las ratas eran alimentadas sélo con
dextrina, desaparecia la porfobilinogenuria, mientras que unicamente se

reducia si los animales eran alimentados solo con caseina.
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Donald y cols (148) muestran que el AlA actla induciendo la enzima
ALA-S hepética; estos autores describen que sus ratas tratadas con AlA y
alimentadas solo con sacarosa presentan un descenso de la actividad de
la enzima ALA-S hepatica hasta alcanzar la normalidad y correccion de la
porfobilinogenuria.

Bonkowsky y cols (149) observan el "efecto glucosa" en sus ratas y
comprueban que es dosis-dependiente; por tanto, el descenso de la
induccién de la enzima ALA-S hepatica en respuesta a AlA es mayor al
aumentar la cantidad de glucosa administrada. Igualmente, estos autores
indujeron DM por la administracion de halloxano en un grupo de ratas que
posteriormente recibieron AlA; la induccion de la enzima ALA-S hepatica
que presentaba este grupo era menor que la del grupo control, tratado
unicamente con AlA, sin embargo, la induccion enzimatica era similar a la
presentada por otro grupo de animaies a los que se administro glucosa y
AlA. Estos autores concluyen que la administracion de glucosa y la
induccidn de DM disminuyen de forma similar la induccidon de la enzima
ALA-S hepatica por AlA.

Muy diversos autores, entre ellos Doss y Verspohl (145), han
comunicado que la administracion de glucosa intravenosa producia mejoria
clinica y bioquimica de las crisis agudas de la porfiria intermitente aguda.

Todos estos trabajos se refieren a la influencia de la glucosa sobre
la ruta biosintética del hemo previamente estimulada o alterada. Sin
embargo, son escasos los estudios sobre la posible influencia de la glucosa
en esta ruta metabglica en estado basal, tanto en animales sanos como
con DM, ya sea inducida o genética.

En nuestra experiencia, los pacientes con DMID y mayor glucemia
tienden a presentar menor actividad y cantidad estimada de la enzima ALA-
D, mientras que la actividad de la enzima PBG-D tiende a aumentar (Fig
26). Asi mismo observamos unz d4bil relacidn inversa ( r= - 0,36) entre el
valor glucémico y la actividad de la enzima ALA-D.
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Figura 26: Actividad de las enzimas de la ruta del hemo en enfermos
con DMID clasificados por el percentil 50 de Glucemia

Por otro lado, ios enfermos con DMNID y mayor glucemia presentan
menaor actividad de la enzima ALA-D, menor cantidad estimada (ALA-D Act},
aunque la actividad de la enzima PBG-D sélo tiende a incrementarse (Fig
27). También encontramos sendas relaciones inversas, aunque débiles,
entre el valor glucémico y la actividad de la-enzima ALA-D (r= - 0,26), asi

como entre la cantidad estimada de esta Ultima enzima y la glucemia (r= -
0,29). |
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Figura 27: Actividad de lag enzimas de la ruta del hemo en enfermos
con DMNID, clasgificados por el percentil 50 de la glucemia

Si se considera el global de pacientes diabéticos, DMID y DMNID,
encontramos una débil relacidn inversa entre la cifra de glucemia y la
actividad de la enzima ALA-D (r= - 0,20).

Batlle y col (139) en su escasa casuistica no encontraron ninguna
relacion entre {a glucemia y la actividad de la enzima ALA-D o PBG-D, tanto
en pacientes con DMID, como con DMN'ID. Sin embargo, un estudio
posterior de estos mismos autcres (172) sefala una correlacion negativa
significativa entre la actividad de la enzima ALA-D eritrocitaria y los valores

de glucemia.
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Una vez estudiada la influencia de! valor puntual de la glucemia en
la ruta del hemo y en los dos tipos de diabetes, seria aconsejable observar
en esta misma ruta la influencia del valor medio glucémico. El porcentaje de
HbA1 indica el nivel medio de glucemia en las 4-8 semanas previas al
estudio. Para Nathany y cols (97), la correlacién entre el porcentaje de HbA1
y la glucemia media es 0,958.

Los pacientes con DMID y mayor porcentaje de HbA1 aunque
presentan menor actividad de la enzima ALA-D, su cantidad total estimada
sélo tiende a descender, mientras que la actividad de la enzima PBG-D
tiende a incrementarse (Fig 28). Asi mismo, también observamos una débil
relacion inversa entre el porcentaje de HbA1 y la actividad de la enzima
ALA-D (r= - 0,51) y otra débil relacion directa entre este porcentaje y la
actividad de la enzima PBG-D (r= 0,36).

« p < 0,05 vs Percentil 25 (HBA1 ¢« 7,5%)

75 % 7.5-916 % (_19,16-105% @Z1> 105 %

uMol ALA/L.GR./min nMol URO/ml.GR./hora
75+ : -475
60+ ' 60
a5} 4145
30 . . 430
15 \ 7 415

ALA-D ALA-D Act PBG-D
Figura 28: Actividad de las enzimas de la ruta del hemo en enfermos
con DMID, clasificados por cuartiles de HBA1
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Sin embargo, en ios enfermos con DMNID y mayor porcentaje de
HbA1, la actividad de la enzima ALA-D sdlo tiende a disminuir mientras que
su cantidad total estimada esta disminuida y la actividad de la enzima PBG-
D no sufre modificaciones (Fig 29).

Si se considera el global de pacientes diabéticos, DMID y DMNID,
existe una débil relacion inversa entre el porcentaje de HBA1 y la actividad
de la enzima ALA-D (r= - 0,34)

+ p < 0,05; «+ p < 0,01 va Percentil 25 (HBA1 < §,1%)
Bl s1% YNg1-91% [ l92-103% &Zi>1034%

pMol ALA/L.GR./min nMol URO/ml.GR./hora
75+ 475
60+ 160
45 B {45
3ot 130
15 A\ {15
0 \\ - x\ 0

ALA-D ALA-D Act PBG-D
Figura 29: Actividad de las enzimas de la ruta del hemo en enfermos
con DMNID, clasificados por los cuartiles de HBA1
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Estos datos sugieren que los pacientes con DMID presentan una ruta
biosintética del hemo mas sensible a los valores medios de glucemia gue
a los valores concretos, mientras que en los enfermos con DMNID, ocurre
lo contrario. De cualquier manera, en la DMID el control del metabolismo
hidrocarbonado es maés dificil y la glucemia media suele ser mas elevada
que en DMNID; la causa esta en que la DMID sufre una destruccidén casi

completa de las células beta pancreaticas y la reserva de insulina es minima

0 inexistente.

Tal vez los elevados niveles de glucemia sean los causantes por si
mismos de las alteraciones descritas en la ruta biosintética del hemo, en
ambos tipos de DM Milad y Weiner en 1984 (157) sugieren que la inhibicion
de la actividad enzimatica de ALA-D hepatica que se produce en su grupo
de ratas diabéticas, podria estar causada por la propia glucosa o
sustancias similares. Batlte y cols (172) consideran que |a hipoactividad de
la enzima ALA-D observada en ta DM humana y experimentai puede ser
debida a la glicosilacidon de la enzima. Sin embargo estos autores también
aprecian inhibida la enzima PBG-D, dato que contrasta con nuestros
hallazgos.

La importancia de la glucemia como agente causal de las
alteraciones encontradas en la ruta del hemo, deberfa ser confirmada en
estudios en pacientes diabéticos en situaciones extremas de coma
cetoaciddtico o hiperosmolar. Igualmente seria interesante observar la
evolucion de la actividad de la enzima ALA-D una vez superada tal situacion
critica. Igualmente se podria realizar determinaciones seriadas de actividad
y cantidad estimada de la enzima ALA-D eritrocitaria, valores glucémicos y

porcentaje de HbA1, para valorar la relacion entre los tres parametros.

Otra explicacion posible a las alteraciones de la ruta hemao en ia DM,

podria deducirse de las observaciones de Murakami y cols (187); estos
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autores muestran un descenso de la cantidad total de glutatidén, con
descenso de su forma reducida, en los eritrocitos de enfermos con DMNID.
El glutation es un tripéptido presente en casi todas las células del
organismo y su funcién fundamental es proteger los grupos sulfhidricos de
la céluia y regular su ambiente redox previniendo el dano por oxidacion. Por
tanto, los eritrocitos de los enfermos diabéticos presentan un predominio
de agentes oxidantes y sus grupos sulfhidricos no estan protegidos, ambos
factores son necesarios para el buen rendimiento de la enzima ALA-D.

Completando esta cbservacidn, Mclennan y cols (188) describieron
similares alteraciones del glutation en tejido hepético en un grupo de ratas
diabéticas. Estas alteraciones se corregian cuando los animales recibian

insulina.

Aunque los hallazgos de Murakami y cols (187) y Mclennan y cois
(188) justificarian el descenso de la actividad enzimatica de ALA-D
eritrocitaria y hepatica en la DM, no explican el descenso observado de la

cantidad total estimada de la enzima, ya descrito en este trabajo.

INFLUENCIA DE LA EDAD, TIEMPO DE EVOLUCION, SEXO Y SUPERFICIE
CORPORAL EN LAS ENZIMAS DE LA RUTA DEL HEMO Y EN EL
METABOLISMO HIDROCARBONADG DE PACIENTES CON DMID Y
DMNID.-

En nuestros pacientes con DMID, cuanto mayor es su edad tiende
a ser menor la actividad de la enzima ALA-D y es menor cuando aumenta
el tiempo de evolucidn. Sin embargo, en la DMNID la actividad de esta
enzima practicamente no se modifica con ninguno de estas dos variables
(Fig 30 y 31).



No hay diferencias significativas entre grupos
uMol ALA/L.GR./min

; .

45
M < 13 afios
. N » 13 afios
3
1 <64 afios
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DMID DMNID
Figura 30: Actividad de la enzima ALA-D eritrocitaria en enfermos con
DMID y DMNID, clasificados por el percentil 50 de a EDAD

o UMl ALA/L.GR./min

45

# Bl <7 afios
30 S » 7 afos
<« 7 afios
» 7 aflos
15 #p<0,1vs
DMID < 7 afios
0 3

OMID DMNID
Figura 31 Actividad de la enzima ALA-D eritrocitaria en enfermos con
DMID y DMNID, clasificados por el percentil 50 de la EVOLUCION
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Los pacientes con DMID gue presentan mas edad o mayor tiempo
de evolucidn, también presentan peor control del metabolismo
hidrocarbonado; este peor control podria explicar la tendencia a disminuir

de la enzima ALA-D, descrita en estos enfermos (Fig 32 y 33).

«p «0,05 +» p <« 0,01 vs ¢ 13 afios
Bl i3 afios XN : 13 ados

mg/dl

360

300

250

200

150

100
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0

Glucemia HBA1
Figura 32: Glucemia y porcentaje de HBA1 en enfermos con DMID
clasificados por el percentil 50 de ia EDAD

= p < 0,05 va8 < 13 aflos
Wl <7 arios X» 7 afos
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Figura 33: Giucemia y porcentaje de HBA1 en enfermos con DMID
clagificados por el percentil 50 de la EVOLUGION
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No parece que la superficie corporal se relacione con modificaciones

de las enzimas de la ruta hemo, tanto en la DMID (Tabla VIII-3, pag 77),
como en la DMNID (Tabla XXVIII, pag 92).

Tampoco el sexo influye en las enzimas de la ruta hemo en la DMID
(Fig 34), aunque hay que tener presente que en la mayoria de nuestros
casos se trata de ninas. Sin empargo, en la DMNID 1as mujeres presentan
mayor actividad de las enzimas ALA-D y PBG-D que los varones (Fig 35)
y ello a pesar de que su control del metabolismo hidrocarbonado es peor,
con cifras mas elevadas de glucemia y del porcentaje de HbA1 que los

varones.
uMol ALA/LGR./min nMol URO/mL.GR./hora 75
5 - —
€0 - 60
45 1456
B varon
Y Mujer
30 130
No hay diferencias
significativas
15 -1 18
0 — 0

ALA-D ALA-D Act PBG-D

Figura 34: Enzimas de |a ruta del hemo en ambos SEXOS vy
enfermos con DMID
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uMol ALA/L.GR./min nMol URO/mlGR./hora ,
7851 7
60 160
45+ 145
Bl varon
. Mujer
30 -1 30
\ *p <005 vs
varones
| . & & |

ALA-D - ALA-D Act PBG-D

Figura 35: Enzimas de la ruta del hemo en ambos SEXOS de
enfermos con DMNID

INFLUENCIA DE LA SIDEREMIA Y FERRITINEMIA EN LAS ENZIMAS DE
LA RUTA DEL HEMO EN LA DMNID.-

La mayor parte del hierro del organismo se encuentra en forma de
hemoglobina en {os hematies, cantidades mas pequenas se encuentran en
otros tejidos como mioglobina o enzimas hémicas. E! exceso de hierro se
almacena coma ferritina y hemaosiderina en los fagobitos del bazo, higado

y médula 6sea, asi como en el parénguima hepatico (189).
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La ferritina sérica se correlaciona con los almacenes corporales

totales de hierro. Pero fas concentraciones de ferritina sérica no sdlo

dependen de estos almacenes, también de su liberacion tisular. Por este

motivo, si hay una lesidn tisular extensa, como hepatopatia, © un proceso

neoplasico, el valor de la ferritina sérica se eleva sin que exista realmente
sobrecarga de hierro (189).

En la presente tesis se excluyo a los pacientes cuyas cifras de hierro

o ferritina séricas se encontraban fuera de los valores de referencia del

laboratorio central del Hospital Clinico de San Carlos (Tabia XIX, Pag 87).

Por otro lado, ya se expuso en la introduccion de esta tesis que
ciertas anemias pueden cursar con alteraciones de la ruta hemo y ademas
suelen presentar modificaciones de la sideremia y/o ferritinemia. Asi, la
anemia sideroblastica congénita puede presentar inhibicion de la enzima
ALA-S eritroide (62), la anemia ferropénica elevacidn de la protoporfirina en
hematies (58) y la anemia hemolitica elevacion de la actividad enzimatica de
PBG-D (63).

Fueron excluidos de nuestro trabajo cuatro pacientes, dos
presentaban valores elevados de ferritina sérica y elevacion de las cifras de
transaminasas (GOT, GPT y gammaGT) y los otros dos, con valores bajos

de hierro y ferritina sérica, mostraban cifras bajas de hemoglobina.

De los 99 enfermos con DMNID, sblo fue posible determinar
sideremia y ferritina sérica a 87; ambos pardmetros se encuentran
relacionados de forma positiva (r= 0,37) en nuestro trabajo. Observamos
que la actividad de la enzima ALA-D era menor al aumentar la sideremia
(Fig 36) o ferritinemia (Fig 37) de los pacientes, también su cantidad total
estimada era menor al elevarse la ferritina. sérica y tendia a descender
cuando se incrementa la sideremia. La actividad de la enzima PBG-D no

sufria modificaciones.



UMol ALA/L.GR./min nMol URO/mLGR./hora
60 460
45 - 145
Bl <92 ug/di
130 N > 92 pgrdi
*s p ¢ 0,01 vs
[4
118 92 pg/dl

ALA-D ALA-D Act PBG-D

Figura 36: Enzimas de la ruta del hemo en pacientes con DMNI
clasificados por el percentil 50 de la SIDEREMIA

5 uMo! ALA/L.GR./min nMol URO/mLGR./hora 78

60 |- 160
451 745
22 ng/mi
. Y > 122 ng/mi
130
*p < 0,05; »p «0,01
vs Grupo « 122 ng/mi
415

ALA-D ALA-D Act PBG-D

Figura 37: Enzimas de la ruta del hemo en pacientes de DMNID
clasificados por el percentil 50 de su FERRITINEMIA
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El hierro, en forma de ion ferroso, interviene como substrato en el
ultimo paso de sintesis del hemo; la enzima ferrogquelatasa lo inserta en la
molécula de protoporfirina IX y se forma el grupo prostético hemo. Se han

descrito varios efectos del hierro sobre el metabolismo del hemo (190):

1/ Potenciar la induccidn de la enzima ALA-S, mediada por drogas
como la alilisopropilacetamida; la enzima ALA-S cataliza el primer paso en
la sintesis de hemo (191, 192).

2/ Disminuir la actividad de la enzima ALA-D, segundo paso de esta
ruta (193, 194),

3/ Disminuir la descarboxilacidn de uroporfirinégeno a
coproporfirindgeno, paso catalizado por la enzima uroporfirindgeno
descarboxilasa (193).

4/ Inducir la enzima hemo-oxigenasa, que es fundamental en el
catabolismo del hemo (192, 195).

Estos efectos ejercidos por el hierro en la biosintesis del hemao se
han descritos en trabajos realizados en animales de experimentacion,
Unicamente en tejido hepatico; los animales eran sometidos a una
sobrecarga de hierro, bien con una séla dosis intraperitoneal (193) o bien
con varias dosis orales de hierro-carbonilo; esto Ultimo provocaba una
alteracién similar a la hemocromatosis humana (194). En un trabajo previo
realizado en nuestro laboratorio con ratas a las que se administrd de forma
continuada hierro dextrano y hierro carbonilo, también se encontrd
descendida la actividad de la enzima ALA-D en tejido hepatico, mientras
que la actividad de la enzima URO-D hepatica solo descendia si los

animales recibian al mismo tiempo hexaclorobenzeno (196).
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En nuestro trabajo se confirma lo referido en estudios previos
realizados en roedores, ya que los pacientes diabéticos con mayor
sideremia y/o ferritinemia, a pesar de encontrarse dentro de los limites
normales, presentan mayor inhibicidn de la actividad y descenso en la
cantidad estimada de la enzima ALA-D. As{ misma, se aprecia una déhil,
pero significativa relacidn inversa (r= - 0,28) entre la actividad de esta

enzima y la sideremia.

Los diabéticos con mayor hierro o ferritina serica mostraron edad,
tiempo de evolucion de la enfermedad y datos de control del metabolismo
hidrocarbonado, similares al grupo con menor tasa de hierro o de ferritina
Sericos.

Cuando se clasifica a los enfermos con DMNID en tres grupos
terapéuticos, se observa que cuanto mayor es la sideremia o la ferritina
sérica tiende a disminuir ia actividad y cantidad estimada de la enzima ALA-
D (Fig 38 y 39).

@p«<0,1vs <« 85 ug/dl Grupo Insulina
uMol ALA/L.GR./min

)

30

/) Dieta

Sulfonilurea

AR T
5\§

_

a12 112 <85 -85

Insulina
15

ug/dl

Figura 38: Actividad de la enzima ALA-D en los enfermos de los 3 grupos
terapedticos de DMNID, clasificados por el P50 de SIDEREMIA
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*p<0,05vs G
5 uMoi ALA/L.GR./min P Fupo < 140 ng/di DIETA

Dieta
Y sulfonilurea

[ Insulina

__ ng/dl

140 140 140 140 <87 87

Figura 39: Actividad de la enzima ALA-D en l08 tres grupos terapelticos
de DMNID, clasificados por el P50 de FERRITINEMIA

Llama la atencidon que el grupo tratado con sulfonilurea, que es el
que presenta cifras mas elevadas de sideremia y ferritina sérica (Tabla XiX,
pag 87), también tiende a mostrar menor actividad y cantidad estimada de
la enzima ALA-D que los otros dos grupos terapéuticos (Fig 25). Esto
podria ayudar a confirmar que el hierro disminuye la actividad de la enzima
ALA-D.

Los pacientes tratados sdio con dieta, son los que muestran mayor
descenso en la actividad de la enzima ALA-D al aumentar la ferritinemia,
con una relacidn inversa entre ambos parametros (r= - 0,66). Igualmente,
en este grupo al incrementarse la ferritinemia, aumenta la actividad de la
enzima PBE-D {r= 0,53), probablemente como un intento para compensar
la hipoactividad de la enzima ALA-D. Parece por tanto que la terapia con
insulina o sulfonilurea podrian atenuar, de forma parcial, los efectos del
hierro sobre la ruta del hemo. |
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En los enfermos de DMID no fue posible valorar las cifras de hierro
ni ferritina séricos.

VALORES DE ZINC SERICO EN LA DMNID Y SU POSIBLE INFLUENCIA
EN LAS ENZIMAS DE LA RUTA DEL HEMO -

El zinc contenido en la dieta se absorbe en el duodeno y pasa al
plasma uniéndose a varias sustancias: alblUmina (85-90%), alfa2
macroglobulina y aminoacidos. Se distribuye por el organismo alcanzando
sus mayores concentraciones en prostata, rindn, higado y musculo estriado
(197). Se excreta fundamentalmente en las heces y sélo una pequena
cantidad en la orina (197).

La mayoria de los estudios realizados en enfermos con DM sobre el
metabolismo del zinc, muestran una hiperzinuria (198, 199, 200, 201). Hagglof
y al. (198) observaron un descenso del zinc sérico en el momento del
diagnostico de DMID, con un gradual incremento hacia la normalidad en el

primer mes de terapia insulinica.

Melchior y col (202) en un estudio realizado a lo largo de dos arios
no encontraron diferencias en los valores de zinc plasmatica entre los
pacientes con diagnodstico reciente de DMID y controles sanos. Sin
embargo, tanto las mujeres diabéticas, comparadas con los varones
diabéticos, como las mujeres sanas, comparadas con los varones
controles, presentaron un valor de zinc plasmatico menor; esta diferencia

desaparecia al considerar la edad y la albimina sérica.

En el presente trabajo soélo fue posible determinar zinc sérico en 85
de los 99 enfermos con DMNID: no se pudo valorar el zinc sérico en los

pacientes con DMID. Las cifras de zincemia de nuestros pacientes {75
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g/dl) tendian al limite inferior de fos valores de referencia del laboratorio
(70-120 wg/di).

De los tres grupos terapéuticos de DMNID, los tratados con dieta
presentaron mayores cifras de zincemia que los pacientes que necesitaron
terapia con sulfonilurea g insulina (Tabla XiX, pag 87).

El valor de zinc sérico del grupo insulinico tiende a ser menor que
el del grupo tratado con sulfonilurea. Esta tendencia es mas evidente si
excluimos, de los 44 pacientes tratados con insulina, a 13 que recibian
terapia con insulina con zinc. Los 31 enfermos restantes, tratados con
insulina sin zinc, presentaron un valor medio de zinc sérico por debajo de
los limites normales del laboratorio (Fig 40).

120 ug/di «s p < 0,0% * p < 0,05 vs Grupo Dieta
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Figura 40: Zincemia en el total de enfermos con DMNID
en los diferentes Grupos Terapeqticos
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Se desprende de lo expuesto gue en nuestros pacientes con DMNID

los niveles de zinc sérico tienden a ser bajos, tanto méas cuanto mayor es

la gravedad de la diabetes, por tanto cuanto mas profunda sea la disfuncién
de las células beta pancreéticas.

Cuando la deficiencia de zinc es leve, el nivel de zincemia suele
permanecer normal (203). Segiin Meftah y cols (204), en las deficiencias de
este elemento, primero desciende la actividad de la enzima linfocitaria
5’nuclectidasa, que es zinc-dependiente, después el zinc de linfocitos,

granulocitos y plaquetas y finalmente el zinc plasmatico.

Puesto que las deficiencias ligeras de zinc suelen cursar con
zincemias normales y los enfermos diabéticos de nuestro trabajo presentan
unos valores en el limite bajo de normalidad, podria concluirse que sufren

una deficiencia ligera de este elemento.

El zinc es un cofactor imprescindible para el correcto funcionamiento
de la enzima ALA-D (205, 206), ya que protege sus grupos sulfhidriios que
son imprescindibles para su actividad enzimatica. Ya hemos indicado
anteriormente que nuestros enfermos con DM presentan un descenso en
la actividad de la enzima ALA-D; tal vez contribuya a este descenso la ligera

deficiencia de zinc que parecen sufrir estos pacientes.

Un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio (66) puso de
manifiesto la importancia de la deficiencia de zinc para la actividad de la
enzima ALA-D; en dicho estudio se administrd zing, por via oral, a ocho
enfermos con insuficiencia renal terminal que presentaban una zincemia
inferior a la del grupo control y se comprobd que durante la administracion
de este elemento la actividad de la enzima ALA-D se incrementaba, para

volver a descender cuando se interrumpia la administracion del mismo.



158

Sin embargo, en nuestros pacientes con DMNID las modificaciones

de la zincemia no parecieron influir sobre la actividad ni sobre ia cantidad

estimada de la enzima ALA-D. Tampoco se modifica la actividad de la
enzima PBG-D (Fig 41).

uMol ALA/L.GR./min nMol URO/mLGR./hora

75+ 175
60 . -1 60
145  EER zn <74 ug/di
NN zn > 74 pgral
+30 . .
No hay diferencias
significativas
1156

ALA-D ALA-D Act PBG-D

Figura 41: Enzimas de la ruta del hemo en pacientes de DMNID
clasificados por el P50 del ZINC sérico

Las 50 mujeres con DMNID incluidas en este estudio muestran un
zinc sérico (73,4 + 14 ug/d)) que tiende a ser ligeramente menor que el
observado en los 35 varones (79 = 19 u/dl), lo que concuerda con los
datos de Melchior y col (202). En efecto, estos autores estudiaron enfermos
con DMID de reciente diagndstico durante dos arfios y encontraron que las
mujeres presentaban una zincemia inferior a la de los varones a io largo de
todo el estudio, pero similar a la presentada por las mujeres que integraban
el grupo control.
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ALTERACIONES DE LAS PORFIRINAS PLASMATICAS, URINARIAS Y
ERITROCITARIAS EN DM.-

Las porfirinas sintetizadas en el organismo son tanto mas
hidrosolubles cuando mayor es el nimero de grupos carboxilicos libres en
sus cadenas laterales. Asi encontramos que la porfirina octocarboxilica
(UROporfirina) es la mas hidrosoluble, la dicarboxilica (PROTOporfirina) la
menos hidrosoluble y la tetracarboxilica (COPROporfirina) presenta un
grado medio.

En el plasma, las porfirinas circulan en un 85% unidas a proteinas
plasmaticas (albumina, hemopexina, alfa2 globulinas) (207, 208). La afinidad
de las porfirinas por las proteinas plasmaticas es inversamente proporcional
a su hidrosolubilidad, por ello la protoporfirina, al ser la mas hidrofébica, se
unira a las proteinas plasmaticas con mayor intensidad.

Las porfirinas pueden ser eliminadas del organismo por dos vias:
renal y biliofecal. La via renal sirve para eliminar las porfirinas hidrosolubles,
por tanto uroporfirina, mientras que la via biliofecal se utiliza para excretar
las porfirinas hidrofébicas, por tanto protoporfirina. La coproporfirina puede
ser excretada por ambas vias, ya que presenta una hidrosolubilidad
intermedia. Sin embargo, |a coproporfirina predomina sobre la uropofirina
en la orina de la poblacion general; la proporcion de coproporfirina sobre
uroporfirina es de 7/1 (209).

Como parte de un trabajo realizado en nuestro laboratorio (210), se
estudid ia concentracion de porfirinas urinarias en 33 enfermos de DMNID
y no se encontraron diferencias significativas respecto al grupo control.

En el presente estudio, los pacientes de DMID presentan una
concentracion de porfirinas plasmaticas y urinarias que tiende a ser mayor
que la de su grupo control (Fig 42) y en los enfermos de DMNID ambas
concentraciones superan netamente a las de su grupo control (Fig 43). La
concentracion de porfirinas en hematies es similar en ambos grupos de
diabéticos y no difieren de sus respectivos controles.
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Figura 42: Concentracion de porfirinas Plasmaticas y Urinarias
en enfermos con DMID
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En ambos tipos de DM, la porfirina que predomina en orina es la
coproporfirina ya que la flucrescencia méaxima se obtiene a una longitud de
onda préxima a 404 nm, que es la longitud de onda de la coproporfirina
pura (404,0-403,8). En las porfirinopatias secundarias a otra enfermedad lo
habitual es que aumente la coproporfirina en orina, mientras que en las
porfirias suele aumentar la uroporfirina urinaria (211).

Sin embargo, como ya comentabamos en la introduccion, la
excrecion patoldgica de porfirinas urinarias se ha descrito en muchas
enfermedades, ademas de las porfirias. Asi, en |as situaciones colestasicas
se observa un incremento de la excrecion de coproporfirina urinaria, junto
a un descenso de su eliminacion fecal; la colestasis puede ser tanto
congenita: Sindrome de Dubin-Johnson, Rotor y Gilbert (68), como adquirida
(67). También en hepatopatias cronicas se observa una coproporfirinuria
que parece depender mas del grado de colestasis que del tipo histoldgico
de la hepatopatia 0 el grado de afectacion funcional hepética (69).

Igualmente, se ha descrito una elevacién de coproporfirina urinaria
en algunas anemias; los pacientes homocigotos de betatalasemia presentan
aumento de la coproporfirina urinaria (212), al igual gue los enfermos con
anemia falciforme (213) y los que padecen una leucemia aguda o crénica
(213). También se ha descrito elevacion de la coproporfirina urinaria en
enfermos con poliomielitis aguda y con infecciones purulentas (214).

Parece por tanto, que la elevacién de la cantidad de porfirinas en
orina es bastante inespecifica, ya que se produce en muchas
enfermedades.

Si clasificamos a los enfermos con DMNID en grupos terapéuticos,
observamos que la concentracion de porfirinas plasmaticas tiende a ser
mayor en el grupo tratado con insulina que en los otros dos grupos
terapéuticos y el grupo control (Fig 44).
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Figura 44: Porfirinas Plasmaticas en los 3 Grupos Terapedticos de DMNID
y el Grupo Control
igualmente, la concentracion de porfirinas urinarias en los grupos
tratados con insulina y con sulfonilurea es mayor que la del grupo control.
De los grupos terapeuticos, el grupo insulinico tiende a presentar mayor
concentracion porfirinica que el grupo tratado con sulfonilurea (Fig 45).
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Figura 45: Porfirinas Urinarias en los 3 Grupos Terapeuticos de DMNID
y el Grupo Control
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Por tanto, el grupo tratado con insulina es el que tiende a presentar

mayor concentracion de porfirinas tanto plasmaticas como urinarias; es
‘también este grupo, el que presumiblemente presenta mayor trastorno
fisiopatolégico de DM, con mayor deterioro de la funcidn beta pancreatica.

INFLUENCIA DE LA EDAD, TIEMPO DE EVOLUCION, SUPERFICIE
CORPORAL Y SEXO EN LA CONCENTRACION DE PORFIRINAS
PLASMATICAS, URINARIAS Y ERITROCITARIAS EN DM.-

En la bibliografia a nuestra alcance, sdlo se hace referencia a las
posibles modificaciones en la excrecion de porfirinas urinarias en funcion
de la edad o el sexo, en individuos sanos. Hsia y Page en 1954 (215)
estudiaron la excrecion de porfirinas en orina de 24 horas en jévenes sanos
con edad comprendida entre 6 y 16 anos y demostraron que estaba
relacionada con ei peso corporal, edad y superficie corporal.

En un trabajo realizado en nuestro laboratorio (210) se encontré que
la poblacidn general con edad inferior a 15 afios mostraban menor
excrecién de porfirinas en orina gue el resto del colectivo analizado.

Bloom y cois en 1991 (214) mostraron gue la excrecion de porfirinas
urinarias en ninos sanos con edad inferior a @ anos era menor que en
peréonas de edad comprendida entre 9 y 18 afos y adultos. Pero sélo
pudieron establecer una correlacion entre la excrecion urinaria de porfirinas,
la edad y el peso corporal, cuando esta excrecidn se expresaba en relacidon
a la concentracion de creatinina urinaria y sélo hasta los 9 afos de edad
y 30 Kg de peso.

En nuestros enfermos de DMID, de edades comprendidas entre 3 y
34 anos, la concentracidon de porfirinas plasmaticas (Fig 46) aumenta de
forma paralela al tiempo de evolucion de la diabetes (r= 0,42) mientras que
la concentracion de porfirinas urinarias (Fig 47) se incrementa de forma
paralela a la edad (r= 0,49). La edad y el tiempo de evolucidn de la
enfermedad estan relacionados (r= 0,61).
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Figura 46: Porfirinas Plasmaticas en enfermos con DMID, clasificados
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De forma similar a la DMID, nt'astros enfermos de DMNID presentan
mayor concentracion de porfirinas plasmaticas al aumentar el tiempo de
evolucion (Fig 48). La concentracion de porfirinas urinarias (Fig 49)
aumenta de manera paralela a la edad (r= 0,24), hasta alcanzar 69 afnos
(percentil 75), momento en el que comienza a disminuir. lgualmente, en un
trabajo previo realizado en nuestro laboratorio (210) se describe gue la
excrecion de porfirinas urinarias disminuye a partir de los 45 afos de edad
en la poblacién general, aunque la edad méxima del estudio fue 65 afos.

En DMNID también observamos una débil relacién paositiva entre la
edad y el tiempo de evolucién (r= 0,26).

De los datos mostrados parece desprenderse que en los dos tipos
de enfermos diabéticos, {a concentracion de porfirinas plasmaticas aumenta
con el tiempo de evolucidn mientras que la concentracion de porfirinas
urinarias se incrementa con la edad hasta alcanzar 83 anos, momento en
el que comienza a disminuir.
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Figura 48: Porfirinas Plasmaticas en enfermos con DMNID clasificados
por los cuartiles del tiempo de EVOLUCION
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Figura 49: Porfirinas Urinarias en enfermos con DMNID, clasificados
por los cuartiles de la EDAD

Si clasificamos a los enfermos con DMNID en los tres grupos
terapéuticos, apreciamos que la edad es similar en los tres, sin embargo el
tiempo de evolucidn es mayor en los pacientes tratados con insulina y con
sulfonilurea que en los tratados con dieta (Tabla XXI, pag 89).

La concentracion de porfirinas plasmaticas tiende a aumentar cuando
se incrementa el tiempo de evolucion Unicamente en los grupos tratados
con sulfonilurea o insulina; la tendencia es mas marcada en el grupo
insulinico que es de los dos el que presenta mas anos de evolucion. Sin
embargo, en el grupo tratado con dieta no se modifica la concentracidn de
porfirinas plasmaticas con este parémetro; tal vez se deba a que este grupo
presenta menor tiempo de evolucidn 0 a que sufre un trastorno
fisiopatoldgico mas leve (Fig 50). )
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Figura 50: Porfirinas plasmaticas en los 3 Grupos Terapeuticos de DMNiD
clasificados por e! P50 del tiempo de EVOLUCION

La concentracidn de porfirinas urinarias tiende a aumentar con la
edad en los tres grupos terapéuticos, aunque la tendencia es mas fuerte en
el grupo tratado con insulina (Fig 51).
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Figura 5% Porfirinas Urinarias en los 3 Grupos Terapeuticos de DMNID
clasificados por P50 de EDAD
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Enriquez de Salamanca y Cols en 1882 (216) mostraron que los
varones sanos con edades comprendidas entre 21 y 40 afos, tenian una
coproporfirinuria superior a las mujeres. Bloom y cols en 1991 (214)
encontraron que el sexo no influia en la excrecidn de porfirinas urinarias en
nifios sanos, hasta los 9 afos de edad; sin embargo, los varones adultos
excretaban mayor cantidad de porfirinas en orina que las mujeres.

En nuestro trabajo, tanto en DMID (Tabla XV, pag 84) como en
DMNID (Tabia XXXVIIl, pag 105}, la concentracidn de porfirinas en plasma,
orina y hematies es similar en ambos sexos.

INFLUENCIA DEL METABOLISMO HIDROCARBONADO EN LA
CONCENTRACION DE PORFIRINAS PLASMATICAS, URINARIAS Y
ERITROCITARIAS EN DM.-

La concentracién de porfirinas plasmaticas no se modifica con el
valor de glucemia en los dos tipos de DM, sin embargo al aumentar el
porcentaje de HBA1 parece que tiende a incrementarse la concentracion de
porfirinas plasmaéticas (Fig 52).
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Figura 52: Porfirinas Plasmaticas en enfermos con DMID y DMNID
clasificados por los percentiles del Porcentaje de HBA1
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En el apartado anterior de este trabajo se ha descrito tanto en DMID
como en DMNID que cuanto mayor es el tiempo de evolucién mayor es la
concentracion de porfirinas plasmaticas. Al aumentar el porcentaje de HbA1
también se incrementa el tiempo de evolucion en DMID, mientras que tiende
a elevarse en DMNID; por tanto es posible que la tendencia de las porfirinas
plasmaticas a aumentar con el porcentaje de HbAT1, esté en parte
relacionada con el incremento del tiempo de evolucidon que acompana at
porcentaje de HbA1 (Fig 53).
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Figura 53: Afos de evolucién en enfermos con DMID v DMNID
clasificados por los percentiles del Porcentaje de HBA1

La concentracidén de porfirinas urinarias y en hematies no se
modifican ni con el valor de Ia glucemia, ni con el porcentaje de HbA1, tanto
en DMID como en DMNID. '
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INFLUENCIA DEL ZINC, HIERRC Y FERRITINA SERICOS EN LA
CONCENTRACION DE PORFIRINAS PLASMATICAS, URINARIAS Y
ERITROCITARIAS EN DMNID.-

La concentracidn de porfirinas plasmaéticas en pacientes con DMNID

no presenta modificaciones al variar el zinc, el hierro o la ferritina séricos.

La concentracion de porfirinas urinarias desciende al aumentar el
zinc sérico (Fig 54), se eleva al aumentar la sideremia (Fig 54) y no se
modifica con el valor de la ferritina sérica. De todas formas, ya hemos
comentado que ia alteracion en la cantidad excretada de porfirinas urinarias

es un hallazgo muy inespecifico.
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Figura 54: Porfirinas Urinarias en enfermos con DMNID, clasificados
el P50 de ZINC sérico y SIDEREMIA
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El hierro, en forma de ion ferroso, interviene como substrato en el
Ultimo paso de la sintesis del hemo; la enzima ferroguelatasa lo inserta en
la molécula de protoporfirina IX y se forma el grupo prostético hemo. En la
anemia ferropénica aumenta la concentracién de protoporfirina eritrocitaria,
ya que al no existir suficiente cantidad de hierro, no se puede convertir la
protoporfirina IX en hemo (58). En nuestra casuistica la concentraciéon de
porfirinas en hematies tiende a descender ligeramente al aumentar la
sideremia y desciende con el incremento de la ferritina sérica (Fig 55). Pero
ya se ha comentado anteriormente que uno de los criterios de exclusion de

este trabajo fue la presencia de anemia.

o ug/dl P.Hematies
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Figura 55: Porfirinas en Hematies, pacientes de DMNID,
clasificados por el P50 de SIDCRZMIA y FERRITINEMIA
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DISCUSION



Los pacientes diabeéticos, tanto con DMID como con DMNID,
presentan alterada la ruta biosintética del hemo en eritrocitos. La actividad
de la enzima ALA-D eritrocitaria esta descendida de forma similar en ambos
tipos de diabetes y esta hipoactividad no se recupera cuando se afade "in
vitro" zinc y tioles, 1o que indica que la concentracién enzimatica esta
disminuida y, por tanto, 0 esta descendida su sintesis 0 aumentada su
destruccion. Las alteraciones en la ruta biosintética del hemo encontradas
en pacientes diabéticos se confirman en DM experimental, donde esta
descendida la actividad y la concentracion de la enzima ALA-D tanto en
eritrocitos como en tejido hepatico. No se pudo determinar la actividad de
la enzima ALA-S en los eritrocitos, tanto en DM humana como experimental,
por tratarse de una enzima mitocondrial y carecer estas células de

rmitocondrias.

Habitualmente la actividad de las enzimas ALA-D y ALA-S suelen
presentar una relacion inversa; asi en tejido hepatico cuando por cualquier
motivo [sobrecarga de hierro (193), intoxicacidon por plomao (213), sobrecarga
de etanol (213)] desciende la actividad de la enzima ALA-D, se suele criginar
un incremento paralelo en la actividad de la enzima ALA-S. En médula 6sea
los estudios son menos frecuentes, pero en la anemia ferropénica se ha
descrito en los eritrocitos un incremento de la actividad enzimatica de ALA-
D y en los eritroblastos un descenso paralelo de la actividad de la enzima
ALA-S (217, 218)

Nosotros al encontrar inhibida la actividad y descendida la
concentracion de la enzima ALA-D eritrocitaria, podemos suponer que la
actividad de la enzima ALA-S en médula dsea se encuentra incrementada
y por tanto la ruta bicsintética del hemo en médula dsea ya que la actividad
de la enzima ALA-S es limitante en esta ruta.metabdlica junto a la cantidad
de hemo celular y del hierro citoplasmico, (12, 13, 14, 50). No hemos
encontrado en la bibliografia a nuestro alcance trabajos en DM, tanto
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humana como experimental, que estudien la actividad de la enzima ALA-S

en médula dsea.

Por otro lado si hemos encontrado estudios sobre la actividad de la
enzima ALA-S en DM experimental y en tejido hepatico, aunque los
resultados son contradictorios; Canepa y cols (165, 166) describen aumento
de la actividad de la enzima ALA-S en tejido hepatico, pero Bitar y Weiner
(157) encuentran en este tejido descendida la actividad tanto de la enzima
ALA-S como ALA-D. Los estudios realizados en ios tres Uitimos afos
describen la presencia de dos isoenzimas ALA-S (12, 13, 14, 50); ALA-S
comin o no eritroide que se encuentra en todos los tejidos, pero sobre
todo en tejido hepatico y ALA-S eritroide que solo se localiza en médula
dsea; no se ha demostrado que la actividad de una y otra isoenzimas sea

paralela.

Otras causas capaces de producir hipoactividad de fa enzima ALA-D
eritrocitaria, como las intoxicaciones por metales pesados [plomo (71, 72),
sales de oro (74), mercurio (179) 0 cadmio (213)], o el aumento de la ingesta
de etanal (75, 76, 77, 78), sélo inhiben su actividad que se recupera "in vitro"
al afadir zinc, tioles o agentes reductores, sin que esté alterada la
concentracion enzimatica. Sin embargo,- en la DM la enzima ALA-D
eritrocitaria esta inhibida y ademas reducida su concentracién, lo que

parece indicar una mayor afectacion de la ruta metabdlica.

Tanto los enfermos con DMID como con DMNID presentan un
descenso similar de la actividad y de la concentracion de la enzima ALA-D
eritrocitaria. También los enfermos de los tres grupos terapeuticas de
DMNID muestran parecida hipoactividad y disminucion de la concentracién
de esta enzima. Estos datos indican que la alteracion de la ruta biosintética
del hemo es independiente de la gravedad del trastorno fisiopatolégico que
causa la DM. .
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Sin embargo, en los dos tipos de DM, el control del metabolismo
hidrocarbonado influye en la alteracién de la ruta del hemo; el descenso de
la actividad y de la concentracién de enzima ALA-D eritrocitaria es tanto
mayor cuanto mas aumenta la glucemia, si bien en la DMID influye mas la

glucemia media (porcentaje de HbA1) y en la DMNID el valor concreto.

De lo expuesto se deduce que en la DM la alteracion de la sintesis
del hemo no esta relacionada con la gravedad del trastorno fisiopatologico
que causa la enfermedad, pero si se relaciona con el control del
metabolismo hidrocarbonado de la misma. Esto se confirma en nuestro
modelo de DM experimental. En las ratas diabéticas también esta
disminuida la actividad y la concentracion de la enzima ALA-D tanto en
eritrocitos como en tejido hepatico y en los eritrocitos cuanto mayor es la
glucemia mayor es el descenso de la actividad y concentracién de la
enzima ALA-D. En el tejido hepdtico existe una relacion inversa entre

glucemia, actividad y concentracion de la enzima ALA-D.

Estos resultados coinciden con los de Batlle y cois (172) que
describen en pacientes diabéticos una relacion negativa entre la actividad
de la enzima ALA-D eritrocitaria y los valores glucémicos, asi como con los
de Rossetti y cols (168) que muestran esta relacién inversa en DM

experimental.

Se ha observado tanto en la DM humana (187) como en ia
experimental (188) un descenso de la concentracién de glutation,
especialmente en su forma reducida que desaparece en la DM experimental
al normalizar la glucemia. El glutatién protege ios grupos sulfhidriios y evita
el dafo oxidativo celular. Por eilo, la administracion de glutation a pacientes
diabéticos disminuye la viscosidad de la membrana celular y aumenta su
elasticidad (219). Los grupos sulfhidrilos son importantes para la actividad

de la enzima ALA-D y por tanto su disminucion, al rebajarse la forma
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reducida de glutation, justificaria el descenso de la actividad enzimatica de
ALA-D en pacientes diabeticos, pero no explica el descenso de su
concentracion, como ponen de manifiesto Djordjevic y col (220); estos
autores describen un descenso de la actividad enziméatica de ALA-D
eritrocitaria en pacientes con nefropatia de los balcanes, sin embargo la
actividad enzimatica se recupera totaimente cuando se afade "in vitro" GSH

y zinc.

La glicosilacion no enzimatica de las proteinas que se produce en ia
DM, podria contribuir a explicar el descenso de la actividad y de la
concentracién de la enzima ALA-D, ya que la glicosilacién podria modificar
su funcidn, su estructura y su estabilidad y por tanto producir su
inactivacién tal como propone Djordjevic (221). En nuestro trabajo, la
relacion encontrada entre el control del metabolismo hidrocarbonado y las
alteraciones de la ruta hemo en DM, seria favorable a esta proposicion,
aunque solo se realizd una valoracién aislada del metabolismo
hidrocarbonado y de la enzima ALA-D. Las determinaciones seriadas vy
paralelas de glucemia, porcentaje de HbA1, actividad y concentracién de
la enzima ALA-D eritrocitaria ayudarian a confirmar o negar esta teoria.
Igualmente ayudaria a confirmar la importancia de la glucemia como agente
causal de las aiteraciones de Ja ruta del hemo, el estudio de esta ruta en
pacientes diabéticos en situaciones extremas: coma cetoaciddtico o

hiperosmolar.

En ambos tipos de DM, ia actividad de la enzima PBG-D eritrocitaria,
que cataliza el siguiente paso de la ruta del hemo, se encuentra aumentada
y es probable que intente compensar la hipoactividad de la enzima ALA-D.
Sin embargo, en el modelo de DM experimental la actividad de la enzima
PBG-D, aunque aumenta en tejido hepatico, sélo tiende a incrementarse en

eritrocitos.
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En nuestro trabajo, no influyeron en las alteraciones de la ruta del
hemo ni la edad, ni el tiempo de evolucion, ni ta superficie corporal. Sin
embargo, las mujeres con DMNID presentan, con independencia del control
del metabolismo hidrocarbonado, mayor actividad de las enzimas ALA-D y
PBG-D aunque la concentracion de la enzima ALA-D es similar en ambos
sexos. En nuestro grupo control no encontramos entre ambos sexos

diferencias en la actividad de las enzimas ALA-D y PBG-D.

Hemos observado en nuestros pacientes con DMNID que la
sideremia y la ferritina sérica influyen en la ruta eritrocitaria de la biosintesis
del hemo; aungue fueron exciuidos los pacientes con uno o ambos
pardmetros alterados, cuanto mayor es la sideremia o ferritinemia, menor
es la actividad y la concentracidbn de la enzima ALA-D. No hemos
encontrado referencias en relacion con ello en personas sanas con
sideremia y ferritinemia dentro de la normalidad.

El hierro ejerce un papel importante en el control de la biosintesis del
hemo especialmente en el tejido eritroide, donde los niveles de hierro en el
citoplasma de las células eritroides y la enzima ALA-S eritroide regulan esta
via metabdlica (14, 50). En pacientes con anemia ferropénica se ha descrito
hiperactividad de la enzima ALA-D eritrocitaria (222, 223), alteracion que

desaparecia al tratar a los pacientes con suplementos de hierro (224).

En animales de experimentacion no diabéticos se ha observado que
una sobrecarga aguda de hierro produce un descenso temporal en la
actividad de la enzima ALA-D hepatica, con elevacion especular de la
actividad enzimatica de ALA-S, junto a una deplecion de GSH que
contribuiria a la hipoactividad de la enzima ALA-D (193). A su vez la
sobrecarga cronica de hierro origina un descenso de la actividad de la
enzima ALA-D hepatica paralela al aumento de {a concentracion de hierro

hepético, que revierte cuando cesa la administracién de hierro (194).
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Se podria pensar que fuera el hierro por si mismo el gue modificara

fa ruta del hemo en nuestros pacientes con DMNID, aunque su sideremia
y su ferritinemia estaban dentro de los limites establecidos por el
laboratorio. Tal vez, en la DM la ruta del hemo al estar alterada, se muestra

mas sensible a las modificaciones de los niveles de hierro.

El zinc es un cofactor imprescindible para el buen funcionamiento de
la enzima ALA-D (205, 206), debido a que protege sus grupos sulfhidrilos que
son fundamentales para |a actividad enzimatica. Nosotros determinamos la
zincemia a 85 pacientes con DMNID y aunque tendian al limite inferior de
los valores de referencia del laboratorig, los valores de zinc sérico no se

relacionaron con ias enzimas estudiadas de la ruta del hemo.

La deficiencia leve de zinc puede cursar con valores de zincemia
normales (203); Meftah y cols (204) observan que en las deficiencias ligeras
de zinc primero desciende la actividad de la enzima linfocitaria
5'nucleotidasa, despues el zinc en linfocitos, granulocitos y plaquetas, para
finalmente descender el zinc sérico. Por tanto, cabe la posibilidad de que
nuestros pacientes diabéticos presentaran una deficiencia leve de zinc que
podria haberse comprobado determinando la actividad de la enzima
5'nucleotidasa linfocitaria. La deficiencia de zinc en la DM ha sido sugerida
por algunos autores (198, 200, 201) que describen hiperzincuria con Normo
0 hipozincemia en los dos tipos de DM, aunque otros autores (202) dudan

que exista una deficiencia de zinc en la DM.

En nuestro trabajo llama la atencion que las cifras de zincemia sean
menores en los grupos terapéuticas que posiblemente presentan una
alteracion fisiopatolégica mas grave como causante de su DM; asi, los
pacientes diabéticos tratados con insulina sin zinc presentan las cifras mas
bajas de zincemia y los tratados con dieta las cifras mas altas. Tal vez estén

relacionadas las tasas de zincemia y la gravedad del trastorno
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fisiopatolégico que causa la DM; ayudaria a confirmar esta hipdtesis en
pacientes con DMNID, la determinacién paralela'y simultanea de la zincemia
y los cambios en la funcidn de las células beta pancreéticas por medio de
la concentracion del péptido C.

Los pacientes con DMNID incluidos en esta tesis presentan mayor
concentracion de porfirinas urinarias y plasmaticas que el grupo control,
mientras que ambas concentraciones soélo tienden a incrementarse sin

alcanzar significacion estadistica en los pacientes con DMID.

Aunque escasas, encontramos algunas referencias que describen el
aumento de la excrecidon de porfirinas en orina en pacientes diabéticos (169,
170, 171). En nuestros enfermos, el aumento de la concentracién de
porfirinas en orina se debe a la presencia de coproporfirina, ya que la
fluorescencia maxima se obtiene en longitudes de onda alrededor de 404
nm, similar a la obtenida con coproporfirina pura (404,0-403,8 nm). El
aumento de la coproporfirinuria es frecuente en muchas enfermedades (67,
68, 69, 212, 213, 214) como ya indicamos en la introduccidn y en los
comentarios, por tanto es inespecifica, aunque puede contribuir a confirmar
la alteracion de la ruta del hemo en la DM. También observamos en nuestro
trabajo un ligero aumento de la concentracién de porfirinas plasmaéticas en

pacientes con DMNID respecto al grupo controi.

La coproporfirinuria observada en la DMNID no se relaciona con el
control del metabolismo hidrocarbonado, pero es mayor cuanto mas
importante es el trastorno fisiopatoldgico que causa la DM; asi la mayor
coproporfirinuria se aprecia en el grupo tratado con insulina y la menor en
el grupo tratado con dieta, con diferencias significativas entre ambas. Tal
vez, la intensidad de la coproporfirinuria podria ayudar a indicar la gravedad

del trastorno fisiopatologico que causa la DMNID.
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La coproporfirinuria y {a concentracion de porfirinas plasméticas en

la DMID es mayor cuanto mas se incrementa la edad y el tiempo de
evolucion de la enfermedad. En DMNID la coproporfirinuria aumenta hasta

que los pacientes tienen 65 anos y luego disminuye.

En individuos sanos, se ha observado un incremento paralelo de la
excrecion de porfirinas urinarias y la edad o el peso, aungue sélo si no
supera los 16 afos de edad o los 30 Kg de peso (214, 215). Esto podria
contribuir a explicar la coproporfirinuria observada en 1os pacientes con
DMID, ya gue la mayoria presenta una edad y un peso inferiores a 16 anos

y 30 Kg respectivamente.
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CONCLUSIONES
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1.- En pacientes con diabetes mellitus detectamos alterada la ruta
biosintetica del hemo en eritrocitos, con disminucion de la actividad de la
enzima deita-amino-levulinico-deshidratasa e hiperactividad compensadora
de la siguiente enzima, porfobilinageno-desaminasa. La adicion in vitro de
zinc y tioles al medio de incubacidn no consiguid restaurar la actividad de
fa enzima delta-aminolevulinico deshidratasa hasta tasas normales, lo que
probablemente traduce la existencia de una concentracion disminuida del
fermento, secundaria a sintesis defectuosa y/o0 a una destruccion
acelerada. La hipoactividad de la enzima delta-aminolevulinico-deshidratasa
en hematies tiende a ser mas marcada cuanto mas acusada y/o

prolongada es la alteracion del metabolismo hidrocarbonado.

2.- En un modelo experimental de diabetes mellitus inducida por la
administracion de estreptozotocina, se comprueba también la alteracion de
la ruta biosintética del hemo, reproduciéndose tambien el descenso en la
actividad y en la cantidad estimada de la enzima delta-aminolevulinico-

deshidratasa, tanto en eritrocitos como en tejido hepatico.

~ 3.- Por tanto, la determinacién de la enzima delta-amino-levulinico-
deshidratasa eritrocitaria es un (il parametro adicional para valorar el
control del metabolismo hidrocarbonado en diabetes mellitus.

4.- En pacientes con diabetes mellitus no-insulino-dependiente, la
ruta biosintética del hemo parece mostrarse mas sensible a las
concentraciones sericas de hierro aunque permanezcan dentro de los
limites normales. Cuanto mayor es la sideremia o ferritinemia menor es la
actividad y la concentracion de la enzima delta-amino-levulinico-

deshidratasa eritrocitaria.
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5.- Las concentraciones de zinc sérico en diabetes mellitus no-
insulino-dependiente se sitlan en los limites inferiores de la normalidad y
son mas bajas cuanto mayor es la gravedad del trastorno fisiopatologico
que causa la diabetes mellitus. NoO hemos observado que exista una
relacion entre fa actividad de las enzimas de la ruta del hemo estudiadas y

la concentracion del zinc sérico.

6.- Se confirma la presencia de coproporfirinuria moderadamente
aumentada en pacientes con diabetes mellitus no-insulino-dependientes; el
incremento guarda relacion con la gravedad del trastorno fisiopatologico
que produce su diabetes y por ello es mas acentuado en los enfermos
tratados con insulina. La concentracion de porfirinas plasmaticas también
se eleva muy discretamente en diabetes mellitus no-insulino-dependientes,

sin superar los limites normales.
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