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As porfirinas sdo pigmentos largamente encontrados na natureza, em
cuja estrutura quimica fundamental se encontra o anel da porfina, constante
de quatro ntcleos pirrolicos ligados entre si por quatro grupos metenilicos.
Conforme os radicais que substituem os oito hidrogénios dos nticleos pirro-
licos, tém-se as vdarias porfirinas.

Na coproporfirina, as substitui¢es se fazem com grupos metilicos e
carboxietilicos, donde a possibilidade de quatro isdbmeros, embora na natu-
reza s6 ocorram os de tipo [ e I1l. A despeito do que se supunha, quando
essa porfirina foi assim denominada por Hans Fischer (no grego, kopros ==
excremento), a coproporfirina ocorre normalmente ndo s6 nas fezes como
na urina, tal qual sucede também com outra porfirina conhecida como uro-
porfirina. Nos casos de absor¢do ou intoxicagdo plimbica, observa-se um
aumento da coproporfirina urinaria, que corre por conta do isdmero de tipo
1 (1,3,5,8-tetrametil-2,4,6,7-tetracarboxietil-porfina).

Embora conhecida ha longo tempo, a elevacdo da coproporfiriniria no
saturnismo tornou-se objeto de renovado e grande interésse a partir de 1948,
quando de Langen e ten Berg ® chamaram a atencao para a precocidade de
sua ocorréncia que, de regra, precedia a do aumento da basofilia sangiiinea,
até entio considerado como um dos primeiros sinais do plumbismo; e, simul-
taneamente, descreveram um método simples de determinagdo semiquanti-
tativa da coproporfirina urinaria. Interésse mais do que justificado, pois,
em que pese o fato de o acréscimo de coproporfirintiria ndo ser patognomo-
nico do saturnismo, o que alids também acontece com a basofilia sangiiinea,
ndo se poderia subestimar o valor de uma prova de facil e rapida execucdo,
fadada a substituir, até certo ponto, os métodos laboriosos e demorados de
determinacdo do chumbo na urina ou sangue, ¢ a revelar precocemente a
ocorréncia da absor¢io excessiva de chumbo, muito antes de surgir o quadro
manifesto da intoxicacdo. Ademais, como significado de dano organico,
a elevacao da coproporfirintiria ¢ mais expressiva do que a do chumbo na
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urina ou no sangue, ji que esta, a rigor, indica apenas o nivel em que se
processam a absorcdo, transporte e ecliminagdo do metal.

Segundo a marcha da prova serriquantitativa, descrita por de Langen
e ten Berg, 20 ml de urina, num tubo de ensaio, sdo acidificados por algumas
gotas de acido acético glacial e, a seguir, adicionados de 2 ml de éter
etilico. Apds agitacdo, o tubo ¢ exposto a radiacdo ultravioleta, o que
provoca a fluorescéncia da camada etérea, de grau varidvel conforme a
quantidade de coproporfirina presente.

Uma revisdo da literatura disponivel mostrou-nos que varias modifica-
¢des dessa marcha, nem sempre concordantes, foram posteriormente pro-
postas e justificadas por seus autores, tddas visando, evidentemente, impri-
mir & prova maior sensibilidade e precisdo. Pareceu-nos pois interessante,
sendo indispensavel, proceder a um estudo comparativo do significado dessas
modificacGes, visando a fixagdo da mellor técnica de determinacdo semi-
quantitativa de coproporfirina urinaria, ndo so0 para uso do nosso labora-
torio, como para responder as consultas que sdbre o assunto nos sdo formu-
ladas e, sobretudo, para oferecer aos pequenos laboratorios, anexos a servi-
cos de medicina industrial, um roteiro simples e seguro com que, mediante
freqiientes analises, possam acompanhar o grau de absor¢do de chumbo
em trabalhadores expostos e, assim, prevenir males maiorcs.

O Quadro I mostra, em resumo, que as principais modifica¢cdes do
método original dizem respeito as quantidades absolutas e relativas de
urina, acido acético e éter, ao emprégo adicional de peroxido de hidrogénio,
a maneira de agitacao do tubo, ¢ a observancia de um periodo de repouso
antes da leitura da fluorescéncia. O estudo destas particularidades técnicas,
bem como das condi¢des de conservacdo da amostra de urina, constituem
0 objeto do presente traballio, cujos resultados serdo adiante referidos.

METODO DE TRABALHO

Nio dispondo, ao iniciar-se o estudo, de equipamento para determina-
¢ao quantitativa de coproporfirina nem de quantidade apreciavel dessa
substancia, decidimos seguir uma marcha empirica que consistiu em regis-
trar os efeitos das variacdes dos fatdres acima mencionados, isolada ou
combinadamente, sobre os resultados da determinagdo procedida segundo
uma técnica conhecida, tomada como base. Para efeito dessa referéncia
basica, e apds ensaios preliminares, escolhemos o método da Divisdo de
Higiene Ocupacional, do Departamento de Trabalho e Industria do Estado
de Massachusetts, Estados Unidos *.

Consiste o método de Massachusetts em juntar a 5 ml de urina, num
tubo de ensaio, 6 gotas de acido acético 6N e 5 ml de éter dietilico. O
tubo, depois de fechado com rolha de cortica e brandamente agitado, ¢
deixado em repouso por 30 minutos, sendo ocasionalmente reagitado durante
ésse periodo de espera. Transporta-se entio o tubo para uma cidmara
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escura e expde-se a radiacdo de uma lampada de “luz negra”. Nos casos
normais, a camada de ¢ter fluorescerd com uma cor azul ou verde azulada,
¢ sera lida como de grav 0. Quando ha aumento da coproporfirina, e
conforme a quantidade desta, a fluorescéneia variara do roseo leve ao
vermelho ¢ sera lida como de grau 1, 2, 3 ou 4.

A distingdo dos graus de fluorescéncia ndo apresenta dificuldade maior
para quem esta familiarizado com a prova. Todavia, para maior garantia
de nossas observagdes, que eram estritamente comparativas, preparamos 5
padrdes contendo quantidades conhecidas ¢ predeterminadas, ndo de copro-
porfirina, de que ndo dispunhamos, mas de hematoporfirina, que nos Javam
uma escala satisfatoria de graus de fluorescénecia.  Esses padroes, de prepa-
ragdo freqiientemente renovada e conservados ac abrigo da luz, se obtinham
pela adicido de 0, 30, 100, 200 e 400 microgramas de hematoporfirina a
100 ml de urina reconhecidamente normal. Por¢oes de 5 ml de cada um
déles, numeradas de 0 a 4 e tratadas pelo método basico, eram utilizadas
em todos os ensaios, para fins comparativos do grau de fluorescéncia.
Quando a fluorescéncia da amostra em estudo nio coincidia com a de um
padrdo, atribuiamos-lhe o grau do padrdo mais proximo, afetado, segundo
o caso, do sinal + ou —.

RESULTADOS E COMENTARIOS

Volume da urina — A quantidade de urina, sdbre que recai a determi-
nagao semiquantitativa, varia conforme o autor (Quadro 1) de 2,5 a 20 ml.
Nossos ensaios preliminares nos convenceram de que o volume de 5 i,
aliads empregado pela maioria dos autores, deve ser adotado, pois representa
o melhor compromisso entre a economia de¢ material, dum lado, e seguranca
de obtermos, doutro lado, quantidade de coproporfirina suficiente para a
extracdo c¢ satisfatoria distingdo dos varios graus de fluorescéncia.

Acidificagdo — Levando em conta a concentracdo do dcido empregado
e admitindo que a uma gota déle corresponda o volume de 0,05 ml, ¢
facil deduzir, do Quadro I, que a proporg¢do de acido accético puro varia,
relativamente ao volume de urina, de aproximadamente 2 a 20¢. Com
excecdo de Wyllie ™* que, trabalhando com acetato de ctila ao invés de éter
etilico, menciona a vantagem de operar com um pH 6, medido com papel
indicador, nenhum outro autor se refere a um grau preciso de acidificagao.

Em conseqiiéncia as observacdes que fizemos, numa primeira série
exploratoria de 14 urinas, empregando concentracoes ¢ quantidades varias
de acido acético, nossa escolha recaiu, para prosseguimento do estudo,
no acido de titulo 6N.

Tomamos entdo, como série definitiva, 21 urinas, acidificando cada
excemplar com quantidades de acido acttico 6N variaveis de 1 a 12 gotas.
A idade destas urinas (tempo decorrido apos a cmissdo), ao iniciar-se a
determinagio, variava de 1 a 8 horas, com a mcédia de 4,5, Esta segunda
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série nos mostrou que, dum modo geral, a fluorescéncia cresce com a acidi-
ficagdo, atingindo o maximo quando a urina (5 ml) ¢ tratada com 4 gdbtas
da solucdo acida, e ndo se altera sensivelmente pela adi¢do de maior niimero
de gotas. A esta regra escapam alguns exemplares, correspondentes a
urinas de maior acidez natural ou muito ricas em coproporfirina, em que o
maximo de fluorescéncia j4 se verifica com a adicdo de 3, 2 ou mesmo 1
godta do acido 6N.  De acdrdo com estas observacdes, portanto, e adotado
o volume de 5 ml de urina para a prova semiquantitativa de rotina, a
acidificacdo deve fazer-se com quatro gotas no minimo de acido acético 6N.

Em 10 destas 21 urinas, o pH natural, medido com papel indicador
especial Merck ao iniciar-se a determinacio, situou-se entre 54 e 7,0 com
a media de 6,1. Pela adi¢do das 4 gotas do acido 6N, éstes valores
baixaram para 4,0-4,4 ¢ 4,1, respetivamente. Estas ultimas verificagdes
ndo confirmam a observacdo de Wyllic ' relativa a um pH otimo de 6,
ressalvado o fato de ¢ste autor empregar acetato de etila, ao invés de cter
etilico, como agente de extracgdo.

Efer — A quantidade dec éter etilico, empregado como agente de extra-
¢do, varia, conforme o autor (Quadro 1), de 1,5 a 5 ml e, relativamente
ao volume de urina, de 10 a 100%. Trabalhando com 5 ml de urina,
preferimos cempregar 5 ml de éter (100% ), propor¢cdo também adotada pela
maioria dos autores.

Em nossa experiéncia, ndo ha necessidade de recorrer a Cter etilico
puro, isento de peréxidos. Em por¢des duplas de 23 urinas, extraidas umas
com éter quimicamente puro e outras com ¢éler de tipo comercial (reagdo
positiva ao iodeto de potassio) *, o grau de fluorescéncia foi rigorosamente
idéntico em cada par de 18 urinas (78,3%); houve levissima discrepancia,
que esteve longe de atingir um grau inteiro de fluorescéneia nos 5 pares
restantes, a favor do éter puro em 3 (13,0%) e do éter comercial em 2
(8,7%).

Ndo vemos vantagem no emprégo do acetato de etila, preconizado
por Wyllie **, ao invés do ¢ter etilico, na prova semiquantitativa. A inten-
sidade e sobretudo os matizes de fluorescéncia sdo menos marcados com
aquéle do que com éste. E o pequeno inconveniente de leve fluorescéncia
verde azulada propria, imputado ao éter comercial, ndo lhe é absolutamente
exclusivo, porque também presente no tipo comercial de acetato de etila.

Peroxido de hidrogénio — Em 1948, Meck ¢ cols. " aconselharam a
adjuncao de algumas gotas de H.O, a 3%, o que, em sua opinido, acen-
tuava a cOr da fluorescéneia. Argumentando que os agentes oxidantes
aceleram a transformacdo, que se efetua pela exposicdo a luz, de porfirino-
génio em porfirina, a sugestdo foi adotada, dois anos apoés, por Waldman
e Seideman ' ¢, a seguir, por outros autores. Wyllic ™, entretanto, nio

Eter etilico de fabricacdo Rhodia.
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faz uso do perdxido de hidrogénio, achando que seu emprégo ¢ “raramente
necessario”.

Em determinacdes duplas de 29 urinas de varias idades (tempo de-
corrido apds a emissdo), com e sem o emprégo de 3 a 6 gdotas de H.O,
a 3%, o grau de fluorescéncia das urinas tratadas com perédxido foi, compa-
rativamente ao das ndo fratadas, idéntico em 17 casos (58,6%), ligcira-
mente superior em 8 (27,6%) e ligeiramente inferior em 4 (13,8%). Aqui,
como no caso do cstudo comparativo do ¢ter puro e Cter comercial, a discre-
pancia nas ultimas 12 urinas esteve muito aquém de um grau inteiro de
fluorescéncia.

Nossa opinido, pois, no particular, confirma a de Wyllie, de que a
adjunc¢ao de H.O. ¢ dispensdvel na prova semiquantitativa.

Agitacdo — A técnica de agitacio do tubo de ensaio, apos a adigdo
de éter etilico, importa ndo s6 para a mais completa cxtracdo de copro-
porfirina como para a obtenc¢do de uma camada sobrenadante de Cter livre
de emulsdes. E curioso notar, entretanto, pelos resumos constantes do
Quadro I, que essa técnica varia de autor para autor.

Com o objetivo de esclarecer o assunto, procedemos a determinacio
de coproporfirina em 12 urinas, submetendo cada uma delas a diversas
modalidades de agitacdo, quer quanto & posicdo do tubo, quer quanto a
direcdo, duracdo e ritmo de agitacdo. Desta série de ensaios chegamos a
conclusdao de que o melhor método de agitacdo consiste em manter o tubo
de ensaio verticalmente, segurando-o pela extremidade superior, e impri-
mindo-lhe um movimento aproximadamente pendular de cérca de 7 centi-
metros de amplitude, mediante curtos e alternados movimentos de supinagdo
e pronagdo da mdo que segura o tubo. Uma vez juntado o éter, o tubo
de ensaio ¢, por essa forma, agitado 40 vézes em aproximadamente 5
segundos, isto ¢, exccuta cérca de 8 oscilagdes pendulares completas por
segundo.

Verificamos mais que ¢ vantajoso repetir a agitacdo durante o periodo
de repouso que precede a observacio da fluorescéneia a luz ultravioleta.
Numa scgunda série de 11 urinas, cada uma delas ieagitada ou ndo sub-
seqilentemente, observamos que os melhores resultados se obtinham nas
urinas que, além da agitagdo inicial de 40 vézes, eram reagitadas por 20
vézes ao 10.° e 20.° minuto do periodo de repouso. Dos procedimentos
téenicos referidos no Quadro I, apenas a Divisdo de Higiene Ocupacional
de Massachusetts aconselha a reagitacdo do tubo durante o periodo de
tepouso.

Repouso — Dos autores constantes do Quadro [, apenas quatro reco-
mendam um periodo de repouso, varidvel de 2 a 30 minutos, entre a agi-
tacdo do tubo, que sc scgue a adicdo de Cter, ¢ a leitura da fluorescéncia.
Os demais sdo omissos a respeito, parecendo que procedem a leitura ime-
diatamente apo0s a agitacdo, isto ¢, sem repouso intermedidrio.
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Em nossos ensaios, com uma séric de 25 urinas, cada uma delas sub-
metida a periodos de repouso de duracdo varia entre 0 e 60 minutos, veri-
ficamos, sem discrepancia, que o maximo de fluorescéncia se obtém apods
30 minutos de repouso. Em 509% das urinas, a diferenca de fluorescéncia,
entre a lcitura sem repouso e com repouso de 30 minutos, atinge a um
grau inteiro. Doutro lado, o prolongamento do repouso, além de 30 minu-
tos, sobre desnecessario, é por vézes contraproducente, ou seja, pode resultar
num decréscimo, embora diminuto, da fluorescéncia.

Outro pormenor importante a referir, durante o periodo de repouso,
¢ o relativo a exposicdo a luz. Numa série de 8 urinas, submetidas a
determinacdes duplas, em que, durante os 30 minutos de repouso, metade
dos pares ficou exposta a luz difusa do dia e metade foi mantida em
completa obscuridade, a fluorescéncia foi sempre mais acentuada nos tubos
expostos a luz, e por excesso minimo de um grau intciro em 5 pares (639 ).

Segundo a observagdo de Holecek e Penickova*, o precursor da copro-
porfirina, quando dissolvido em éter ou acetato de etila, transforma-se rapi-
damente em coproportirina sob a agdo da luz. O efeito favordvel observado,
da exposicdo luminosa durante o periodo de repouso, pode ser, pois, inter-
pretado como decorrente dessa transformacido. E possivelmente aqui se
encontre também a explicacdo da desnecessidade, atras referida, da adjun-
cdo de peroxido de hidrogénio, j4 que, em nossos ensaios, obscrvamos
sempre um longo periodo de repouso (30 minutos), com exposicdo dos
tubos a luz difusa do dia; ao passo que os autores que empregam o peroxido,
além de nao serem explicitos quanto a exposicdo luminosa dos tubos, apos
a adi¢do dos reagentes, parecem ndo observar, em sua maioria, um periodo
de repouso antes da leitura da fluorescéneia (v. Quadro 1). Estas hipo-
teses mereceriam uma verificagdo em térmos quantitativos que, infelizmente,
ultrapassa os limites tracados para o presente trabalho.

Em suma, de acordo com nossas observacgdes, ¢ necessario manter as
preparacdes em repouso, a luz difusa do dia e durante 30 minutos, antes
de proceder a leitura da fluorescéncia.

Radia¢do ultravioleta — A fonte de radiacio ultravioleta correntemente
empregada ¢ o arco de vapor mercurial provido de filtro de Wood. Na
observagio da fluorescéncia, Johnson e Whitman ¢ e Wyllie " encarecem a
importancia do comprimento de onda de 366 milimicrons. Ja4 Harrold e
cols. %, empregando fontes cuja emissdo maxima se concentrava na faixa
de 350 a 410 milimicrons, consideram como ideal e quase ideal, respetiva-
mente, os comprimentos de 401 e 357 milimicrons. Em seu método “aper-
feicoado” de determinacdo quantitativa de coproporfirina, Schwartz e cols. **
preferem o comprimento de 405 milimicrons.

Nio dispinhamos de equipamento que nos permitisse investigar as
variagoes da fluorescéncia em funcido do comprimento de onda.  Baste-nos
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dizer que, experimentando uma lampada original Hanau e uma lampada
de “luz negra” Philips que, segundo os fabricantes, apresentavam emissao
maxima a 366 e 366,5 milimicrons, respetivamente, demos preferéncia a
segunda, com a qual se conseguem intensidades maiores ¢ matizes mais
distintos de fluorescéncia. Nos ensaios que estamos descrevendo fot siste-
maticamente empregada a lampada de “luz negra” Philips.

Por motivos de economia e simplicidade de operacdo, cremos que
uma lampada de “luz negra” seja a fonte indicada para pequenos labora-
torios. *

A observacio da fluorescéncia deve fazer-se em camara escura. Aos
pequenos laboratorios, que ndo dispuserem de tal camara, sugerimos a
construcdo de uma caixa para ésse fim, cuja forma e dimensdes podem
corresponder as da que mandamos construir para o nosso laboratorio.
Essa caixa tem-nos prestado excelente servico e foi também empregada
em todos os ensaios do presente estudo. Dela damos a seguir sucinta
descricao.

Construida téda de cedro compensado, a caixa, em scu contdrno
fundamental, tem a forma de um paralelepipedo, de 25 X 30 cm de base
e 32,5 cm de altura. A coberta ¢ de duas dguas que ndo se unem no
topo; antes, se imbricam intimamente, guardando todavia entre si 0,5 cm
de distdncia, o que ndo sO cria uma fenda de ventilacdo ao longo de toda
a cumieira como reduz ao minimo a penctracdo de luz no interior.

Para facilitar a colocacdo ou remog¢ao da lampada bem como a inspe-
cdo eventual do interior da caixa, foi esta construida em duas seccdes,
no sentido da altura, de simples e facil encaixe uma na outra. Dos 32,5 ¢
de altura total das arestas verticais, 20 correspondem a seccio inferior e
12,5 & superior. Cada uma das duas faces menores e opostas, da sec¢ido
inferior, ¢ provida de uma abertura retangular, de 16 x 18 cm, permanen-
temente fechada por um pano préto que, a guisa de cortina, ¢ fixado exter-
namente, junto ao bordo superior da abertura. Estas aberturas destinam-
se a introducdo das maos do observador e dos tubos de ensaio. Uma ter-
ceira abertura retangular, de 8 X 11 cm, se situa na parte central e mais
elevada de uma das faces maiores dessa mesma seccdo inferior. Esta
Gltima abertura ¢ recoberta por um saliente de forma aproximadamente
prismatica, todo de madeira, exceto numa de suas faces que ¢ envidracada
para permitir a observacdo dos tubos. Através de pequeno orificio situado
numa das faces menores da seccdo superior, o corddo de ligacdo, proce-
dente do transformador, penctra na caixa e termina logo num soquete,
fixado na superficie interna e destinado a receber a lampada.

Aos interessados, acrescentaremos que a lampada Philips com que trabalhamos,
adquirida no mercado, ¢ do modélo HPW-125W, n.° 57.202-E/70, e seu emprégo
requer o concurso de um transformador, catalogado pelo fabricante sob n.os
59.203-BT/00 (110 volts) e 58.205-AH/03 (220 volts).
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A superficie interna de toda a caixa ¢ pintada de préto, com excegdo
da das vertentes da coberta que, para maior rendimento da radiagdo, ¢
revestida de folha de aluminio. *

A figura anexa, além de objetivar esta descricdo, oferece outros por-
nmenores aos interessados.

Conservacdo da urina — As determinacbes de coproporfirina podem
recair sObre urinas de uma Gnica micgdo ou, melhor e quando possivel,
sObre urinas de 24 horas. Segundo o consenso geral as determinagdes
devem efetuar-se tdo logo quanto possivel apos a obten¢do da amostra.
Quando ndo, conservar as amostras em lugar fresco, de preferéncia em
geladeira, desaconselhando-s¢ o emprégo de conservadores quimicos.

Quando, em 1951, o grupo de Minnesota ' publicou seu método, deno-
minado “aperfeicoado”, de determinacdo quantitativa de coproporfirina uri-
naria, foi salientada a importancia de conservar as urinas a um pH predo-
minantemente alcalino (6,5 a 9,5), mediante adi¢do de carbonato de sodio,
sem o que se corria o risco de perder, em média, 39% de coproporfirina,
por destruicdo da maior parte do seu precursor em meio dcido. Segundo
éstes investigadores, ao ser a urina emitida, cérca de metade da copropor-
firina 11 se encontra sob a forma de precursor, que nela se converte dentro
de 24 horas, a um pH de 6,5 a 9,5. A radiacdo luminosa ndo afetaria
essa conversao, podendo conservar-se as urinas em frasco de vidro claro.

Em recente e interessante trabalho sdbre a excrecdo urindria de copro-
porfirina no saturnismo, Holecek ¢ Penickova * chegam, entre outras, as se-
guintes conclusdes: 1) a coproporfirina total, ao ser a urina emitida, em
casos de saturnismo, ¢ constituida de 1 a 12% de coproporfirina pre-
formada e 88 a 99% de precursor; 2) no saturnismo, o aumento de co-
proporfirina urinaria total corre por conta do aumento da excregdo do
precursor ¢ ndo da coproporfirina preformada; 3) apds a micgdo, o pre-
cursor ¢ rapidamente transformado em coproporfirina, no escuro e na
presenga de oxigénio do ar; 4) sob a acdo da luz, o precursor se desintegra
rapidamente em substancias ndo porfirinicas, em certos casos dentro de
duas horas, sendo pois indispensavel subtrair totalmente a acdo da luz as
amostras de urina destinadas & determinacdo de coproporfirina.  (“It is
imperative that urine samples for coproporphyrin estimations are not exposed
to light even for a short period”).

Sem entrar no mérito déstes achados, até certo ponto contraditorios,
pareceu-nos inferessante verificar a influéncia que poderiam ter na determi-
nagdo semiquantitativa de coproporfirina urinaria.

Numa série de 7 urinas, procuramos verificar as varia¢des da copro-
porfirina no decurso do tempo, procedendo as determinacdes 1, 3, 6, 12, 24

B

A fettura da caixa custou-nos, em 1957, Cr$ 800,00, e o conjunto lampada-trans-
formador Cr$ 2.385,60.
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CAMARA ESCURA PORTATIL
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Os nameros correspondem a dimensdes externas em cm,
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e 48 horas apds a mic¢do. Lamentamos ndo nos ter sido possivel, por
dificuldades praticas, efetuar a determinacio também na hora zero, ou seja,
imediatamente ap6s a mic¢do. Logo apos a colheita, aproximadamente
as 9 horas da manha, e antes do seu transporte para o laboratorio, cada
urina era repartida em quatro frascos, dos quais dois adicionados de car-
bonato de s6dio, na proporgdo de 0,5%, e dois sem carbonato; ¢ de cada
par déstes frascos, um era de vidro dmbar e o outro de vidro claro. Dai
em diante, durante o transporte e, a seguir, durante sua permanéncia no
laboratorio, os frascos de vidro dmbar foram mantidos em rigorosa obscuri-
dade e os de vidro claro expostos a luz difusa do dia.

Os resultados desta série, pelo interésse que apresentam, encontrani-se
no Quadro Il, cabendo esclarecer que, quanto aos frascos conservados a
luz, a exposicido cvidentemente se interrompeu durante a noite, ou seja,
por dois periodos de cérca de 12 horas cada um. O pH das urinas, me-
dido com papel indicador especial Merck, variou, na 1.* hora, entre 5,7 e
6,8 nas urinas sem carbonato, ¢ entre 7,5 e 9,5 nas com carbonato; e, na
48.* hora, cntre 5,4 ¢ 7,4 naquelas, e entre 7,7 e 10,0 nestas.

O exame do Quadro Il mostra-nos que, em tddas as urinas e respetivas
subséries, a intensidade da fluorescéncia tende a diminuir com o decurso
do tempo, a partir da 3.* hora. A diminuicdo ¢ brusca nas urinas sem
carbonato, conservadas a luz, cuja maioria acusa fluorcscéncia nula da 6.2
hora em diante. Nas demais o decréscimo da fluorescéneia ¢ gradual. Nas
subséries sem carbonato, ¢ notavel a diferenca entre as que permaneceni na
obscuridade ¢ as que ficam expostas a luz. A fluorescéneia destas, em
geral menor jA na 1. hora, fica de dois a trés graus abaixo da daquelas
a partir da 3./-6.* hora. J4a nas subséries com carbonato, a diferenga €
nula ou insignificante entre as urinas que ficam na obscuridade e o3 que
sdo expostas a luz. Doutro lado ¢ também nula ou insignificante a dife-
renga entre as urinas que, com ou sem carbonato, permanecem no escuro.

Poder-se¢-ia supor que, nesta série comparativa, as urinas tratadas com
carbonato ficassem inferiorizadas pelo fato de o seu pH, ao serem extraidas
com éter, ser algo mais clevado do que o das ndo tratadas. De fato, sendo
a mesma a téenica de determinacdo para tdodas, apos a adi¢do de 6 gotas
de acido acético 6N o pH das urinas sem carbonato desceu para 3,0-4,0,
ao passo que o das carbonatadas veio para 4,0-4,8.

Colhemos entdo mais 5 urinas, repartindo cada uma em trés frascos, o
primeiro sem carbonato ¢ os dois outros com carbonato, e conservando
todos os frascos ao abrigo da luz. A determinagdo das fragbes do 1.0 e 2.°
frasco, sem e com carbonato, se féz com a adi¢io das 6 goOtas do Acido,
enquanto que as do 3.°, com carbonato, foram tratadas com tantas gotas do
acido quantas bastassem para que seu pH igualasse o das fracbes do 1.9 no
momento da determinacio. As analises se procederam na 1.%, 3.2, 6.°, 24.°
e 48.% hora, e os resultados, além de confirmarem conclusdes ensejadas
pela série anterior, indicaram que a correcdo do pH ndo influin sensivel-
mente no grau de fluorescéncia das urinas carbonatadas.
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QUADRO 1I — Variacdo da fluorescéncia em funcdo da radiacao
luminosa e alcalinizacio

ldade Sem Na,CO, ‘ Com Na,CO,
Urina i |
(Horas) Luz ’ Escuro | Luz Escuro
|

1 1+ 2 | 2 | 2
3 | i o2 ‘ 2 — 2 —
. 6 ~ 0 ! 2 | 2 — 2~
12 0 | 2— i 1+ 1+

24 \ 0 2 — 1 1
48 ! gl 2 — I — I —
1 3 4+ 4+ 4+
3 1— 4 } 4 — 44

) 6 1 4 | 34— 4
12 0 4 — 41— 4 —
24 0 14— 4— +—
48 | 0 3— 3 -
1 2 : 3 3
3 1 - 3— 3 —
5 6 0 3 — | 3 3
12 0 3 — 3 - 3
24 0 3 — 3 — 3 —

18 0 1 0 2
1 44 4 4 44
3 44+ S R 4+
A 6 44 44 ‘ 44 4+
12 4 44 4 4+
24 4 4 + 4 -+ 4
48 0 4 4= 4+

1,5 2 2 2 ‘ 2

3 [— 2 2- |2
5 6 0 2~ 2 — 2—

12 0 2 2 — |
24 0 2 — 2~ .

a3 0 2 ! 0

: <

1,5 2 — ‘ 2 ‘ 2 2
3 1 2 — | 2— 2—
5 6 0 2+ 1 2— 2—
12 0 2 — ‘ I+ I+

24 0 2~ ! !

48 0 2 : 1 — 0
1 2 — 2 2 — 2+
3 0 2. 2— 2—
. 6 0 2 s 2—
12 0 2— 1+ 2—
24 0 14 ! L+

48 0 1 — Y !

Do que precede, parece licito concluir que as urinas, para determi-
nacdo semiquantitativa de coproporfirina, devem ser conservadas rigoro-
samente ao abrigo da luz, o que é uma confirmacao dos achados de Holecek
e Penickova. O carbonato de soédio, juntado & urina, protege-a satisfato-
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riamente quando exposta a luz, sendo entretanto dispensavel se a urina f0r
mantida na obscuridade.

Em tddas estas observagoces, as urinas, quer no escuro, quer a luz
difusa, foram conservadas a temperatura do laboratorio gque variou, nos dias
de ensaio, entre 2005 ¢ 29.0-C.

QUADRO I —— Variacdo da fluorescéncia em funcdo da radiacao luminosa
. i Idade | Frasco ambar Frasco vermelho | Frasco ambar
Urina ! !
l (Horas) no  escuro a luz a luz
1 4 —
3 3 3 3
i 6 3 3 3-
21 ‘ 3 3 ; 24
‘ 18 | 2 2 ! 1
] ! |
1 2 X -
3 I - 1 -
2 t 1 - I i 1
91 « 0 0 | 0
a8 ! —
| ] 2 1 - -
! 3 | 2 f 2 ! -
3 6 | 2 2 I
21 2 2 .
BN 14 1 ]
I 2 —
3 | 2 2 2
i 6 f 2 2 I
2. ; |4 2 - ‘ 1
B ! 2 2 -
1 ] —
3 |+ 1 1
5 6 ! 1 1 i
21 : 1 1 I
BN ‘ . l 0

Dada a influéncia nociva da luz ¢ visando ao nosso objetivo dltimo
que, como se disse piaginas atras, era o de chegar a uma receita de segura
¢ facil execugdo em pequenos laboratorios de servicos médico-industriais,
procuramos investigar se os frascos correntes de vidro ambar ofereciam
protecdo suficiente as urinas colhidas, guando deixados sobre a mesa do
laboratorio.  Para ¢sse fim colhemos 5 wrinas que, transportadas para o
laboratorio em completa obscuridade ¢ sem carbonato de sodio, foram ana-
lisadas 1 hora apos. Feito o que, repartimos cada urina em 3 frascos,
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dos quais um era de vidro vermelho Pyrex (“low actinic”) e os dois outros
de vidro ambar comum. Déstes dois, um foi mantido em completa obscu-
ridade (camara escura) e o outro, assim como o frasco vermelho, & luz
difusa do dia. As analises prosseguiram espacadamente até a 48.* hora
e os resultados se encontram no Quadro 111, evidenciando que a intensidade
da fluorescéncia dos frascos expostos a luz, quando comparada a dos man-
tidos no escuro, ndo acusa variacdes apreciaveis nos de vidro vermelho e ¢
sensivelmente menor nos de vidro dmbar comum. A quem, portanto, nio
dispuser de frascos de vidro especial, aconselha-se a conservagdo das urinas
em frascos de vidro dmbar comum envolto em papel préto ou a colocagdo
désses frascos em local inteiramente escuro.

CONCLUSAO E RECOMENDACOES FINAIS

Do que precede, decorre a marcha da determinacdo semiquantitativa
de coproporfirina urindria, presentemente adotada em nosso laboratorio, e
que nio difere, sendo em alguns pormenores, da que ¢ seguida pela Divisao
de Higiene Ocupacional de Massachusetts. Passamos a descrevé-la, reco-
mendando-a aos interessados.

A 5 ml de wrina, num tubo de ensaio, juntam-se 4 gotas de acido
acctico 6N ¢, a seguir, 5 ml de ¢ter etilico. Fecha-se o tubo com rélha
nova de cortica e agita-se durante cérca de 8 segundos, segurando-o pela
extremidade superior e imprimindo-lhe aproximadamente 40 vibracdes pen-
dulares de vai-vém. Deixa-se o tubo repousar durante 30 minutos, a luz
difusa do dia, repetindo a agitag¢do, com cérca de 20 vibragdes cada vez,
ao 10.» e 20. minuto. Em local escuro, ¢xpbe-se entdo o tubo a radiacio
ultravioleta ¢ observa-se a fluorescéncia da camada sobrenadante de Cter,

classificando-a num dos seguintes graus: 0 — azul ou verde azulada (urina
normal); 1 — lilds (azul levemente rosado); 2 — rosa nitido; 3 — rosa
forte tendendo ao vermelho; 4 — vermelho.

Tendo o presente trabalho o objetivo primordial de divulgacdo de um
método para pequenos laboratérios anexos a servicos de medicina indus-
trial, permitimo-nos acrescentar as seguintes recomendacdes. 1) Na selecao
dos tubos de ensaio, preferivelmente de vidro de boa qualidade, devem ser
recusados os que apresentam fluorescéncia prépria a radiagio ultravioleta.
Suas dimensdes externas podem ser aproximadamente de 180 mm de com-
primento ¢ 18 mm de didmetro. 2) A solugdo de acido acético ndo precisa
ser rigorosamente 6N.  Consegue-se um titulo suficienteniente aproximado
tomando 36 ml de acido acético glacial e diluindo com agua destilada até
perfazer 100 ml.  Pode conservar-se em frasco de vidro claro e ¢ preferivel
utilizd-la com um conta-gotas. 3) O ¢ter etilico (éter sulfurico) nao carece
ser quimicamente puro ou isento de peroxidos. Um tipo comercial, de boa
procedéncia, satisfaz plenamente, convindo conserva-lo em frasco de vidro
escuro. Altamente volatil e inflamavel como ¢, deve ser mantido bem
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fechado e manipulado na auséncia de chamas expostas e corpos incandes-
centes ou aquecidos a temperaturas elevadas (bicos de gds, fosforos e
cigarros acesos, resisténcias elétricas, etc.).

RESUMO

O método de determinacio semiquantitativa de coproporfirina urinaria,
originalmente descrito por de Langen e ten Berg, tem sido modificado por
autores diversos, principalmente no que respeita ao volume de urina utilizado,
quantidade e variedade dos reagentes, técnica de agitacdo e observancia
dum periodo de repouso antes da leitura da fluorescéncia. Estas modifi-
cacdes sao submetidas, no presente trabalho, a um estudo analitico compa-
rativo, visando a fixacdo da melhor marcha da prova, para sua divulgacdo
entre 0s pequenos laboratorios anexos a servicos médico-industriais. Reco-
menda-se o emprégo de uma lampada de “luz negra” como fonte de radiacdo
ultravioleta e descreve-se uma pequena cadmara escura portatil para a obser-
vacao da fluorescéncia. Acentua-se a importancia de conservar as amos-
tras de urina ao rigoroso abrigo da luz, a partir do momento de coleta.

SUMMARY

The method of semiquantitative determination of urinary coproporphy-
rin, originally described by de Langen and ten Berg, has been modified by
various authors, mainly as to the volume of urine used, quantity and types
of reagents, manner of shaking and the observation of a standing time before
reading the fluorescence.

In the present report these modifications are subjected to a compara-
tive analytic study, with a view to ascertaining the best procedure for the
test, to be used in small laboratories annexed to medico-industrial services.
Use of a “black light” lamp as the source of ultraviolet radiation is recom-
mended and a small portable dark chamber for the observation of fluores-
cence is described. The importance of keeping the samples of urine strictly
protected from light once they are collected is stressed.
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