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RESUMEN

PORFIRINAS EN CALCULOS RENALES (REVISION)

Hemos realizado una revision del contenido de porfirinas en una clase peculiar de calculos rena-
les. Estos son negros como el carbon y presentan un espectro infrarrojo (EIR) similar al conocido como
“materia organica”, el cual no indica la clase de sustancia a la que corresponde. Otros tipos de cal-
culos renales, principalmente de pequefio tamarfio y eliminados espontaneamente, pueden tener un
compuesto oscuro o negro de forma difusa o aislada y presentan un espectro de IR similar al de “mate-
ria organica”. Después de observar que la hemoglobina presentaba un espectro de IR de “materia orga-
nica”, estudiamos, por cromatografia en capa fina, un método sensible para la determinacion de por-
firinas, la presencia de porfirinas en diversos tipos de calculos renales negros y oscuros, ya que las
porfirinas son los precursores del grupo hemo. Este trabajo ha puesto de manifiesto dos tipos de por-
firinas: la coproporfirina, en pacientes que padecen hepatopatias, y la uroporfirina y heptacarboxil-
porfirina en pacientes con algun tipo de porfiria o bien con fracaso renal crénico.

Palabras clave: Calculos renales negros. Coproporfirina. Uroporfirina.

ABSTRACT

PORPHYRINS IN RENAL CALCULI (REVIEW)

We performed a review of the porphyrines content in a type of black, charcoal-like, renal calculi
exhibiting infrarred spectra (IRS) similar to those characteristic of “organic material” which has not
yet been fully elucidate. Several other types of renal calculi, mainly those of small size, spontaneous
passage renal stone, may also have diffuse or isolated dark charcoal components showing “organic
material” IRS. After observing that haemoglobin has an “organic material” IRS, we studied, by a sen-
sitive thin layer chromatography method, the presence of porphyrines in several types of dark or char-
coal renal stones, since porphyrines are the physiological precursors of haemo group biosynthesis.

We found two types of porphyrine content: coproporphyrin, in patients suffering from hepatopathy,
and uroporphyrin and heptacarboxil-porphyrin in patients with some types of porphyria or with
chronic renal failure.

Key words: Porphyrin renal black calculi. Coproporphyrin. Uroporphyrin.

Existe un reducido namero de célculos renales componente negro en forma difusa o aislada en
negros, generalmente de pequefias dimensio- areas del calculo, Fig. 1-1l (a, b, c, d). El analisis por
nes, que a la lupa binocular muestran la aparien- IR de la materia negra mostro el espectro de “mate-
cia del carbén, Fig. 1-1 (a, b), y que por espectro- ria organica”, Fig. 2 (A, B). Existe otro grupo de cal-
metria de infrarrojos (IR) muestran el espectro culos farmacoldgicos compuestos por triamterene
denominado “materia organica”, Fig. 2A. Existen que presentaban un color negruzco, en lugar del
otro grupo de pequefios calculos de expulsién caracteristico color dorado, (Fig. 1-1lI). También
espontanea de Weddellita y Whewellita que morfo- nos llamo la atencién un grupo de célculos papila-
légicamente y a la lupa binocular muestran un res de Whewellita de color oscuro (Fig. 1-1V).

163



MaL. Traba Villameytide, et al./Actas Urol Esp 2005; 29 (2): 163-169

Con el fin de definir la composicién de los cal-
culos, éstos fueron diluidos en agua destilada y
se aplicaron las tiras de Labstix (Lab Ames,
Madrid), dando positiva la reaccién de los grupos
tetrapirrolicos!. A partir de estos resultados nos
planteamos realizar un espectro de infrarrojos de
hemoglobina (Difco, Difco Laboratories, Detroit,
Michigan, USA), de albimina humana, fraccién V
de Miles Martin (Lab Ames, Milan, Italia). Ambos
mostraron un EIR similar a “materia organica”,
Fig. 2 (D y E respectivamente). La Fig. 2F mues-
tra el espectro del triamterene. También se hicie-
ron espectros de fibrina y globina que muestran
espectros mas planos?!. Estos hechos nos llevaron
a la determinacion de porfirinas en otro tipo de
célculos negros o bien muy oscuros.

MATERIALES Y METODOS
De 4.761 célculos renales analizados por
espectroscopia infrarroja, 40 de ellos presenta-
ban el tipo peculiar negro, semejante al carbén
(0.8%) mostrando un EIR de “materia organica™-
4 (Fig 2B). En primer lugar, se hizo el analisis de
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FIGURA 1. Céalculos similares al car-
bén (la y Ib, aumento x10). Calculos
de weddellita con una zona similar al
carbén (lla (aumento x 10) y Ilb
(aumento x 30). Calculos de weddelli-
ta con una mancha tipica de color
oscuro como el carbén (llc y Iid,
aumento x 30). Calculos oscuros de
triamterene (l11) y calculos papilares
de color marrén muy oscuro (l1V,
aumento x 10).

porfirinas® a los grupos de calculos, Fig 1 (1, II,
I11)) anteriormente citados, y a un grupo tomado
como control formado por céalculos de carbonato
apatita, estuvita, whewellita, weddellita y cisti-
na*87- Con posterioridad se realizé el contenido
de porfirinas de un grupo de calculos papilares
(Fig. 1-1V).

El analisis por espectrometria de infrarrojos
se realiz6 por el método de comprimidos de bro-
muro potasicod® y la determinaciéon de porfirinas
por cromatografia de capa fina® Para ello los cal-
culos fueron homogeneizados (en mortero de
vidrio) y sus porfirinas esterificadas a temperatu-
ra ambiente y en oscuridad mediante la mezcla
metanol/acido sulfarico (9:1 v/v). A las 24 h los
ésteres de porfirinas fueron extraidos con cloro-
formo, que una vez lavado y neutralizado fue eva-
porado. Las muestras se suspendieron en canti-
dades conocidas de cloroformo y aplicadas a pla-
cas cromatograficas de silicagel G-60 de 0.25 mm
de espesor (Merck) sin indicador de fluorescen-
cia. El desarrollo cromatografico se efectud
mediante el solvente constituido por acetato de
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RESULTADOS
El grupo control present6 can-
tidades minimas de porfirinas
(0.4 £ 0.87 ng/mg, media +

SD, n=21) mientras que en los
tres grupos de calculos I, 11 y 1l
1 se observé un aumento signifi-

cativo de porfirinas con respec-

ury)

to al grupo control (grupo I:
| 74.7 * 146.3 ng/mg, n=8,
p<0.00003 vs grupo control;
grupo II: 25.1 + 33.4 ng/mg,
n=4, p<0.027; grupo llI: 8.8 +

FIGURA 2. Espectros de infrarrojos de: A, materia organica; B, calculo negro; C,
mezcla de porfirinas (copro, proto y uroporfirinas); D, hemoglobina; E, albimina y

F, calculos de traimterene.

etilo/propionato de etilo/diclorometano/tetraclo-
ruro de carbono (1:1:2:2, v/v). Los cromatogra-
mas se cometiieron a “scanning” fluorométrico en
un lector de placas Schimadzu Mod CS-920. La
aplicacién simultanea de ésteres de porfirinas
patrones (Porphyrin Products, Utah), en cantida-
des conocidas, permitié cuantificar e identificar
los metil-ésteres de los diversos carboxil-porfiri-
nas presentes en las muestras de los calculos a
analizar. Por otra parte, los calculos del grupo |
fueron estudiados por el método de cromatogra-
fia en capa fina con microscopia de polarizacion y
con microscopia electrénica de barrido.

Dado que las porfirinas tienen la capacidad de
unirse a iones para originar metaloporfirinas y
debido a la alta reactividad de los grupos carbo-
Xilicos de las cadenas laterales pueden unirse a
proteinas y lipidos®. Por todo ello, a 4 célculos
negros y 4 céalculos controles se les determin6 el
contenido de iones por espectrometria de absor-
cion atémica (Perkin Elmer), fésforo por el méto-
do de Fiske y Subbarow® proteinas totales por el
método de Bradford et all®.colesterol por el méto-
do de Richmond?*? y triglicéridos por el método de
Bucolo et al'?.

El método estadistico aplicado en el estudio
de las porfirinas de los grupos I, II, Il con res-
pecto al grupo control fue el test no paramétri-
co de Mann-Whitney. La hipétesis nula fue eli-
minada para valores de p<0.05. En los demas
estudios realizados se aplico el test de la t de
Student. El valor de p<0.05 se consideré signi-
ficativo.
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8.55 ng/mg, n=7, p<0.0013)
(Tabla 1)8.

La Tabla Il muestra el conteni-
do de porfirinas de un grupo de calculos papila-
res. La figura 3 muestra el contenido total de pro-
teinas (ug/mg) en los grupos de calculos LIy
IV y control.

Se han observado dos patrones de acumula-
cion de porfirinas. En uno predomina el grupo
tetracarboxilporfirina (coproporfirina), mientras
que en otros la mayor concentracién de porfirinas
corresponde al grupo octa carboxil-porfirinas
(uroporfirinas) y heptacarboxil-porfirinas.

La Figura 4 muestra el espectro de IR de la
copro, proto y uroporfirina (4A, 4B y 4C respecti-
vamente) y de la mezcla de estas porfirinas con
albumina (Fig. 4D, E y F respectivamente). La
Fig. 2C muestra un espectro de IR de una mezcla
de copro, proto y uroporfirina.

La Figura 5 muestra la vision de un calculo
del grupo | por microscopia de polarizacién y la
Figura 6 muestra el calculo por microscopia elec-
tronica de barrido.

La Tabla 11l muestra el contenido de iones de cua-
tro célculos negros que contienen porfirinas frente a
cuatro célculos controles.

Se ha observado un aumento significativo del
contenido de proteinas en los calculos que con-
tienen porfirinas frente a los célculos controles
(1.75 £ 0.95 vs 0.39 = 0.45 23 ng/mg de célculo,
p<0.0025). También, existe un aumento de la
fraccion lipidica en los céalculos que contienen
porfirinas frente a los controles, asi el colesterol
es de 4,4 + 3,93 vs 0.002 + 0.041 pg/mg de cél-
culo, p<0.005. Por otra parte, la suma de glicerol
y triglicéridos es de 1.53 £ 0.51 vs 0.002 + 0.0027
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Tabla |

Contenido de carboxil-porfirinas en el grupo de célculos negro (I), mancha negra

(1), triamterene de color oscuro (l1l) y grupo control

totalmente caracteristico y di-
fiere del resto de los célculos

renales 3 ¢ En el trabajo publi-

Gfupo 8-COOH 7-COOH  6-COOH 5-COOH 4-COOH 2-COOH .4 por el Dr. Cifuentes De-
Célculo Negro como 1,8 - - - 8,7 - 13 o
Carbon (1) 122 ; ) Tr 57.99 Tr latte en 1984'° se indic6 la
Tr - - - 2,71 - existencia de una materia ne-
- - - - 25,0 - gra muy caracteristica y no
5.4 2,95 - - 5,15 - identificada. d d |
255 110 4.99 3.85 13,0 B identificada, detectada e_n a
332,9 70,7 - 9,93 20,6 - cara cOncava de una serie de
35,2 - - - - calculos papilares. Es posible
Mancha negra como el 19,97 17,98 30,21 - 6,64 - que estos calculos puedan
Carbén (1) 1,29 1,17 1,57 0.6 2,51 . corresponder a los referidos
258 0.96 0,53 . 0.50 . como “célculos de indigo™4.
. 15 . .
Triamterene de color ) ) ) ) 1,71 } Thiel et al'®> describieron cal-
Oscuro (I1) - - - - Tr - culos renales como coagulos
- - - - g’?g - de sangre después del trans-
) ] ) ) 1814 ) plante renal. Los céalculos de
3,81 - - - 16,15 - triamterene (grupo Ill) mostra-
2,48 5,56 Tr - 6,04 - ron un color oscuro* Este he-
Control cho fue reportado por Ettinger
\?\;I-I;/D T'r i i i i i et al (1917) que observaron una
STV - - _ _ _ _ gama de colores en este tipo
WED 0,38 - - - - - de calculos que era desde el
CysT - - - - - - color tipico dorado de estos
STV +A 0,14 0,04 0,02 0,02 0,05 - j
STV + A ] ) ) ) ) : calculos a un color oscuro.
STV +A 0,06 0,03 - - 0,09 - Estos autores pensaron que
A 0,07 - - - r - este hecho era debido a la
UA + WHE Tr - - - 0,17 - . i6n d .
WED 0.4 ] ) ) Tr ) mc_:orp_oracmn e pigmentos
WED + WHE 0,3 0,14 - 0,03 0,2 Tr urinarios en los calculos. El
WED 0,53 - - - - - contenido de porfirinas en los
UA T T - - - - .
UA _r _r ) ) ) ) calculos negros y oscuros es
UA - - - - - - sorprendentemente elevado,
UA - - - - - - aunque encontramos un ran-
WED Tr - - - - - :
STV r i i i 0,09 0,60 go de va!ores muy variado.
STV 0,6 B 0,13 . 0,06 - En un intento de valorar el
UA - - - - 0,31 - contenido de porfirinas en

8-COOH: octacarboxil-porfirina (uroporfirina);

7-COOH: heptacaboxil-porfirina; 6-COOH: hexacarbosil-
porfirina; 5-COOH: pentacarboxil-porfirina; 4-COOH: tetracarbosil-porfirina (coproporfirina); 2-COOH:

estos calculos renales tan
peculiares, se comparé con el

dicarboxil-porfirina (protoporfirina). ST: Estruvita; WED: weddelita; WHE: whewellita; UA: &cido Urico; A:

carbonato apatita; CYS: cistina.

Hg/mg calculo, p<0.0125. En el espectro electro-
forético se ha observado la presencia de una
banda que corresponde a la albimina y se han
detectado dos pequefias bandas en la zona de la
a-globulina y el fibrin6geno?.

DISCUSION
El aspecto morfolégico de los calculos de color
negro con apariencia como el carbén (grupo |) es
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contenido de porfirinas en

higado y eritrocitos, siendo és-
te de 1 ng/mg y 300 ng/mg respectivamente,
correspondiendo a la coproporfirina®. En perso-
nas normales la eliminacion en orina de copro-
porfirina representa alrededor del 70-80% de la
eliminacion total de porfirinas®.

Pacientes con hepatopatias pueden eliminar
altas cantidades de porfirina, principalmente de
coproporfirina (tetracarboxil-porfirina). En pacien-
tes con algun tipo de porfiria o con fracaso renal
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Tabla 11 crénico, la eliminacién de porfiri-
Contenido de porfirinas en calculos papilares oscuros nas corresponde a las mas car-
Grupo 8-COOH  7-COOH 6-COOH 5-COOH 4-COOH 2-COOH  poyiladas, asi tenemos la uro-
Calculos 0,99 Tr - - 2,12 Tr .. . .
Papilares . - . . 3,9 - porfirina (octacarboxil-porfirina)
(Iv) 051 - - - 01i32 - y heptacarboxil-porfirina. Preci-
3.89 0,60 . . i . samente en el tipo de célculos
0,99 Tr - - 2,12 Tr negros y de color negruzco he-
0,43 0,36 - Tr 0,40 - q q
1.93 159 071 A _ ) mos encontrado estos dos patro-
0,67 0,44 - Tr 0,36 - nes de acumulacién de porfiri-
0,76 T ) ) 0,71 y nas. Durante el desarrollo del
0,66 0,49 - - 0,26 Tr ) . .
1,51 1,88 - - - - célculo, el contenido de porfiri-
Tr Tr - - 0,50 - :
11,53 11,72 3,01 1,05 154 ) nas puede haberse un’ldo a otros
6,45 6,94 6,45 Tr 8,01 - componentes del calculo. Es
7; 21 41128 76184 T_r T'r i bien conocido que las porfirinas
Tr 5,6 Tr - Tr ] tienen afinidad para unirse a
Tr 8,35 6,05 - Tr - ‘ Midos8 Acf _
=y et h i r i proteinas y lipidos® Asi, noso
Tr 4,71 - - 1,42 - tros hemos encontrado un au-

8-COOH: octacarboxil-porfirina (uroporfirina); 7-COOH: heptacaboxil-porfirina; 6-COOH: hexa-
carbosil-porfirina; 5-COOH: pentacarboxil-porfirina; 4-COOH: tetracarbosil-porfirina (copropor-

firina); 2-COOH: dicarboxil-porfirina (protoporfirina)
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FIGURA 3. Contenido total de proteinas (ug/mg) en calcu-
los negros (l), calculos con una mancha negra (Il), calcu-
los negruzcos de triamterene (l11), calculos oscuros papi-

lares (IV) y calculos controles.
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mento significativo del contenido
de proteinas y lipidos en los cél-
culos que contienen porfirinas®.

También es conocida la capacidad de union
de las porfirinas a iones para formar las metalo-
porfirinas. En los calculos con porfirinas hemos
encontrado un aumento significativo del conte-
nido de Fe2* y Cu?* frente a los calculos contro-
les, no existiendo diferencias significativas entre
el grupo de calculos problema respecto al grupo
control en el contenido de Zn2*, Ca2*, Mg2*, K+,
Na* y P. Los pacientes que expulsaron céalculos
de triamterene padecian enfermedades hepéati-
cas, hecho que puede explicar la alta concentra-
cion de coproporfirina* Los pacientes que elimi-
naron céalculos negros mostraron que padecian
un fracaso renal crénico, habiéndose encontra-
do en estos calculos un predominio de uroporfi-
rina. La hipotesis de que las porfirinas tuvieran
un origen hematudrico no se ha podido confir-
mar, dado que la dicarboxil-protoporfirina (por-
firina presente en los eritrocitos) no se ha detec-
tado en estos céalculos.

Por otra parte, no tenemos referencias de la
presencia de porfirinas en calculos renales,
excepto el encontrado por Castro-Mendozal8, en
el que describe la existencia de coproporfirina 11
(Fig. 7) procedente de la parte oscura de un cal-
culo de xantina (Fig. 8). Miller et al'® reportaron
el hecho de encontrar hematina en dos calculos
renales.
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Escasa informacion puede obte-

_w___f—w-_-m‘ I'I i — nerse por espectroscopia infrarroja

J Vo \ | | de la existencia y tipo de porfirina

A i Db ™) contenida en estos calculos negros.

g e ——— |S|;I3n embargo,ﬂcuand_o el es’pe_ctr:) de

II R W , es el de “materia organica” en

B Ed b g calculos negros o negruzcos, es su-

L e ) ) RN gerente la existencia de porfirinas

e m“'ﬂ’wﬂll i - en ellos y debe completarse el estu-

% c i ﬂ'-____ﬂ_.-'""’ \ - i dio del célculo con el analisis de
m M MO [ 0 O m 0 W @@ 0O m porfirinas.

(T s La alta concentraciéon de porfiri-

nas en este tipo peculiar de calculos

FIGURA 4. Espectros de infrarrojo de: estandar de copro, proto y uroporfirina e -
P ) pro, b y urop renales es dificil de evaluar. Son ne-

(A, B, C, respectivamente). Espectros de infrarrojo correspondientes a la mez-

cla de copro, proto y uroporfirina con albimina (D, E y F, respectivamente). cesarios estudios posteriores para

FIGURA 7. Coproporfirina IlI.

FIGURA 6. Imagen de un calculo negro por microscopia FIGURA 8. Célculo de xantina donde puede observarse
electrénica de barrido (aumento x 80). una mancha negra.

Tabla Il1

Contenido de componentes iénicos (ug/mg de calculo) en cuatro calculos negros y cuatro calculos control

Calculo No Fe2 Cu?* Zn2* Ca?* Mg?* K* Na* P
Negros 4 0.311+0.17 0.043+0.026 0.124+0.115 81.75+114 155+1.79 20.05+29.5 Ind 2.38£0.95

Controles 4 0.053+0.02 0.0008 +0.003 0.075+0.076 185.2+44.6 11.59+21.61 0.89+0.77 4.36+1.96 39 +61.5
p<0.0125 p<0.0125 NS NS NS NS NS
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clarificar el mecanismo o mecanismos que con-
ducen a las porfirinas a ser parte constituyente
de célculos renales.

Agradecimientos
Quiero hacer patente mi agradecimiento al Dr.
Castro-Mendoza por haberme facilitado los dispositivos
correspondientes a la coproporfirina Ill y el calculo de
xantina. Igualmente quiero agradecer al Dr. Cifuentes-
Delatte el haber cedido el estudio de un célculo negro
por microscopia electrénica.

REFERENCIAS

. Traba M, Rapado A. Componentes de la sangre en célculos
renales de “materia organica”. Arch Esp Urol 1985;38:73-77.

. Raba M, Perpifia J, Enriquez de Salamanca R. Analisis por
espectrometria infrarroja de célculos renales en cuya compo-
sicion existen porfirinas. Actas Urol Esp 1987;3:309-312.

. Traba MI, Perpifia J, Enriquez de Salamanca R.
Identificacion y cuantificacion de diversas porfirinas como
componentes en un tipo peculiar de calculo renal. Arch Esp
Urol 1985;38:601-604.

. Traba MI, Perpifia J, Enriquez De Salamanca R. Porfirinas
en célculos de triamterene. Arch Esp Urol 1987;40:105-
106.

. Days Rs, Enriquez de Salamanca R, Eales L. Quantitation of
red cell porphyrin by fluorescence scanning after thin layer
chromatography. Clin Chim Acta 1978;89:105-106.

. Traba MI, Perpifia J, Enriguez De Salamanca R. Porphyrin
accumulation in some types of renal calculi. Med Sci Res
1988;16:1269-1271.

. Traba MI, Perpifia J, Enriquez de Salamanca R, Cifuentes
Delatte L. Porphyrins as components of a certain kind of
renal calculi. En: Pathogenese und klinik der harnsteine
XIl. Herausgegeben von W. Vahlensieck und G Gasser.
Steinkopff-Verlag Darmtadt 1987;136-139.

. Traba Ml, Arroyo F, Rubio M, Nufio J, Perpifia J, Enriquez
De Salamanca R. Analisis de componentes i6nicos, protei-
nas y lipidos en calculos que contienen porfirinas. Actas
Urol Esp 1987;(10):307-308.

169

. Fiske Ch, Subbarow Y. Colorimetric determination of phos-
phorous. J Biol Chem 1925;66:375-379.

Bradford NM. A rapid and sensitive method for the quan-
titation of microgram quantities of protein. Anal Biochem
1976;72:248-254.

Richmond W. Preparation and properties of a cholesterol
oxidase from Nocardia sp and its application to enzymatic
assay of total cholesterol in serum. Clin Chem 1973:19
(12):1350-1356.

Bucolo G, David H. Quantitative determination of serum
triglycerides by the use of enzymes. Clin Chem 1973;19
(5):476-82.

Cifuentes Delatte L, Medina JA, Mifién Cifuentes JlI.
Célculos papilares con placas atipicas. Arch Esp Urol
1984;37:569-576.

Heitzmann L. Urinary analysis and diagnosis by micro-
scopical and chemical examination. Bailliere, Tindall and
Cax, London, 1934;128.

Thiel G, Brunn F, Enderlin F et al in: Urolithiasis
Research. Fleisch H, Robertson WC, Smith LH and
Vahlensieck W cols. Plenum Press, New York, 1981;131-
137.

Ettinger B, Oldroyd No, Slorgel F. Renal calculi in tri-
amterene users. En: Urolithiasis clinical and basic
research. Smith, Plenum Press, New York 1981;131-137.
Ettinger B, Oldroyd Na, Sorgel F. Triamterene nephrolithi-
asis. JAMA 1980;244(21):2443-2445.

Castro-Mendoza Hj. Xanthine-Coproporphyrin Ill. Adv Exp
Med Biol 1980;122A:251-255.

Miller Ji, Mcbeath Rb, Drach Gw. Urinary hematin calculi.
J Urol 1991;145(5):1043-1044.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Dra. M2L. Traba Villameytide
Bioguimica Clinica

Seccién Fisiopatologia Osea
Fundacién Jiménez Diaz
Avda. Reyes Catolicos, 2
28040 Madrid

(Trabajo recibido el 2 septiembre de 2004)



