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1. INTRODUCCION

Las alteraciones del metabolismo de las porfirinas pueden
ger divididas en dos grandes grupos: Porfirias y porfirinurias.
En el hombre, la distincién entre los dos tipos estd generalmen
te bien definida. Las porfirias pueden ser congideradas prima--
riemente como anomalfas hereditarias del metabolismo porfirfni-
co. Porfirinuria,mﬁor el contrario, es secundaria a un nimero -
de condiciones que van acompafisdas por una excreoién urinaria -
incrementada de Qoproporfirina y més raramente Uroporfirina o -
precursores. Estas enfermedades incluyen ciertos tumores, enfer
medades hepéticas, un nimero de enfermedades hematolégicas, in-
toxicacién por metales pesados y otras enfermedades. Una clasi-
ficacién simplificaede de los tipos de Porfiria no humana inclui

ria animales intactos y sistemss de células aisladas.
Porfirias experimentales:

I. Animal
a) Gendtica
b)) Inducida quimicamente

II. Sistemas de células aisladas
a) Inducida quimicamente

1.1. Datos higtdéricos de les Porfirias experimentales

El concepto de induccién quimica de Porfiria fue intrbdﬁei |
do por las obmervaciones elinicas de Stokvis en 1.889 (107), —-
cuando describié un paciente que habfa ingerido Sulfonal que —-

presentaba orina roja y murié por disfuncién neurolégica. - - -
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"Stokvis produjo la primera Porfiria Experimental por administra

cién de Sulfonal a conejos y perros (I07),

Fipcher y Duesberg ( 40)), administraron mis tarde este com
puesto a conejos y encontrsron profirinss éter-insolubles en la

orina.

Rimington y Hemmings ( ﬁg)‘( 46 ) demostraron que algunas -
sulfonamidas, incluyen la sulfanilamida incrementaban la excre-

cibén de Coproporfirina urinaria en ratas.

La llampda era moderna en la Porfiria experimental fue ini
ciada por los estudios de Schmid y Schwartz ( 97 ) ( 96)), quie—-
nes demostraron que la administracién de Sedormid a conejos pro
ducia una forma de Porfiria Hepdticsa que fue caracterizada por
la excrecién de cantidades incrementadas de Porfobilinégeno y -~
Uroporfirina III en la orina. El higado contenf{a grandees canti-
dades de Porfobilinégeno, Uro, Copro y Protoporfirinas.

En 1.959 Solomon y Figge (115), describieron una Pqrfiria
experimental en ratones y cobayas csusada por Dicarbetoxi-dihi-
dro-Colina (DDC).

E1l Hexaclorobenceno (HCB) fue usado como fungicida con pro
pésitos sgricolas. La ingestidn accidental en Turqufa produjo -
miles de casos de Porfirie Cutdnea ( o ) (' 10) (12 ) (og ).

Después de los artfculos de los casos turcos, De Matteis y
cols. (17 ) ¥ Ockner y Schmid ( -7), demostraron que este com--
puesto causa Porfiria en ratas y conejos. En los animales, asi

como en el humano, el desarrollo de la Porfiris es gresdual y ne



- cemita la exposicién repetids al compuesto para producir la -
enfermedad. El cuadro genersl observado en conejos fue, una -
excrecién aumentada de Uroporfirine urinaria con algin aumen-
to en la Coproporfirina urinaria, después de la administra- -
eién de Hexaclorobenceno durante seis semanas (717 ). No hubo
aumento en la excrecidén de los precursores de porfirinas Ami-
nolevulinico (ALA), y Porfobilinégeno (PBG). Las anomalias bio
quimicas producidas por este compuesto en el hombre y fuerte-
mente pareciadas a las encontradas en la Porfiris cuténea teax
da humana. La Porfiria por Hexaclorobenceno en conejos es --
probablemente el mejor modelo de Porfiria Cuténea Tarda dispo
nible.

La excrecién anormal de metabolistos producida por Hexa-

elorobenceno varia de unas especies a otras.

Bn las ratas hay un marcado incremento en la excrecién
de los precursores ALA y PBG por ingestidn contimia de Hexa--
elorobenceno (17 )] (78 ). Estos no se excretan aumentados en
humanos o aonejos intoxieados con este compuesto. En las tres

especies se excretan Uro y Qoproporfirina aumentadas.

Aunque los intentos inieiales para demostrar la fotosen-—
8ibilidad en rétap tratadas con Hexaclorobenceno no tuvieron
éxito ( "7 ) (17 )y fné més tarde demostrada por Pearson y Mal
kinson ( 81 ), por exposicién crdnica de la piel afeitada a —-
luz ultravioleta de larga longitud de onda produjo lesiones -
© similares a las de la Porfiria Cuténea Tarda humana.

Lba Porfiria por Hexaclorobenceno es interesante en varios
aspectos:



- 1) La experiencia en los casos turcos de diferentes gru- .
pos étnicos pruebs que un tipo téxico de Porfiria Cutdnea he-
pAtica puede ocurrir y que esta enfermedad no necesita tener

siempre un base gendtioca.

2) Aporta un modelo animal para el estudio de la Porfi--
ria Cuténea Tarda.

3) Aporta un punto de partida pana la deteceién de otros
compuestos derivados que pueden alterar el metabolismo normal
de las porfirinas.

Otro tipo de porfiria experimental fue deacrito en 1.963
por Weston~Huret y Paget (130) y De Matteis y Rimington (13 )
debido a la griseofulvinas en ratones. Cuando se administraba
a 2,5% en la dieta, producia primero un sumento de Copro y --
Protoporfirina fecal con un acimulo considerable de Protopor-
firina en el higado, seguida a los pocos dias por la excre- -
¢ién urinaria sumentada de ALA, PBG. y Coproporfirina. Aumenta
la Pnotoporfirina eritrocitaria y se observa fluorescencia de

las cdélulas rojas circulantes y de las células medulares,

La porfiris persistidé tanto tiempo como la droga fue ad-
miniestrada. Los higados se agrandaron evidenciandose Proto--
porfirina en los conductos biliares. En suma hay una prolife-
racién del conducto biliar, Areas de necrosis hepdtica, con -
paro en la metafase y mimero aumentsdo de células biliareas bi
nucleadas. '

Las altaes concentraciones de Protoporfirina que se acumu

la en el higado en la Porfiria inducida por DDC y griseofulvi



na comparedas con los de la Porfiria por AIA y Hexaclorobence-
no podria ser explicada por los hallazgos de una disminucién -
de la actividad de la ferroquelatasa producida por DDC (79 ) ¥y
griseofulvina 71)% Muy recientemente Tephly y cols. (303} —-
han descnito el aislamiento de un inhibidor hepédtico de la ac-
tividad de 1la ferroquelatasa en ratones y ratas tratadas con -
bbe,

Otro compuesto que fue descubierto en vivo como agente —-
porfirinogénico fue el 2-Aliloxi-3-Metilvenzamida, encontreado
por observaciones clinicas. Pue estudiedo por sus propiedades
snalgésicas y antipiréticas en un hombre con artritis. Durante
el tratamiento se observé un marcedo incremento en la excrecién
de Coproporfirina urineria ( g3). Mds tarde se administré a --

tres sujetos normales & une dosis de 0,6 g/dfa y a otros tres

a dosis de 2,6 g/dfa. En ambos grupgé hubo un aumento de ALA,
PBG, Uro y Coproporfirina urinarias, as{ e¢omo Uro, Copro y Pmno
toporfirina eritrocittariss. Estos hallazgos son demostrables -
en aonejos y ratas a 108 que se administra este compuesto (45 )
(124 ).

2, QOMPUESTOS AROMATICOS POLIHALOGENADCS

2.1. Hexaclorobenceno

El hexaelorobenceno empezé a conocerse como la causa de -
un masivo envenenamiento en Turquia debido sl consumo de trigo
tratado con este fungicide. Durante los afios 1.955-1.959 unos
3.C00 nifios fueron afectadoa. Ademds de ampollas y escoriaciq—
nes en les manos y c¢ara, pigmentacién oscura e hipertricosis,

normalmente estos nifios presentaban hfgados grandes con fun- -
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'0ién hepidtica alterada. Su orina rojo oscuro o marrén contenfa'
grandes cantidades de porfirinas. Se produjo un {ndice de momt=
tandad del 10% ( 10).

2.2. Bifenilos policlorados

En 1.968, 15.000 personas en Japén fueron asfectadas por
ictericis, cloracné y manchas oscuras en la piel (125). Estos
sintomas fueron atribuidos al bifenilo policlorado (PCBg): con-

taminante del aceite de arroz.

2.3, Bifenilog polibromadosg

En 8l verano de 1.973, cientos de libras de una mezcla --
quimica industrial entrdé como suministro de un alimento en Mi-
chigan. El producto quimico fue envisdo inadvertidamente a va-
rias millas y afiadido a una dieta en vez del Oxido de Magnesio
10.000 vacas y otros animales domésticos fueron expuestos du--
rante la segunda mitad de 1.973 y principios de 1.974 a altos

niveles de bifenilos polibromados (134). ~

Familiss de granjeros también ingirieron cantidades de —-
PPBy. En un tercio de un grupo de 140 miembros de familias de
granjeros expuestos al PBB, se encontrd un contenido aumentado
de porfirinas de 7, 6 y 5 grupos carboxilos en la orina, con--
cluyéndose que una Coproporfirinuria secundaria y porfiria he-~

pdtica crénica se habie producide (:113).

2.4. Clorodibenzodicxines

En 1.976, clorodibenzodioxinas escaparon de una factoria



durante una explosién en Seveso (Italia). Medlo aflc mfs tarde -
se dieron algunos cesos de acné debido al cloro en la poblacién
local., Wstas personas tuvieron probasblemente también porfiria -
en opinién de Strick. Desde Junio a Diciembre de 1.978 ( ;2145) —-
guardaron conejos en 4reas contaminades cercanas a Seveso pero

sin embargo no detectaron slteraciones en el metsbolismo porfi-

rinico ni modificaciones histoldégicas en rifién o higado.

3. ACCION DE LOS COMPUESTOS AROMATICOS POLIHALOGENADOS

La exposicién crénica a compuestos mromdticos polihalogeng
dos causa porfirim y enfermedad hepitica en el hombre, rata, co

nejo, pollo (y28) ¥ ratén (331)%

De acuerdo con Granick (°0 ), algunos compuestos quimicos .

pueden inducir la actividad de la ALA-Sintetasa.

3.1. Mecenipmo de amccién de la Porfiria Hepdtica causada por —-—
#empuestos aromdticog polihalogenados
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Se suglere que la acumulacién de porfirinas en hfgado no -
es unicamente debido a una actividad aumentada de la ALA sinte-
tesa, sino tembién a la induccién droge-enzima y la formacién -
de un reactivo intermedio que causa dafio centrilobular en el hi
gado y finalmente porfiria (114).

3.2, Influencia de factores ambientales en el metaboligmo de —-
las porfirinas.

Diferentes compuestos orgénicos que contienen halégenos —-
contaminan nuestro ambiente. Algunos de estos compuestos contie
nen Atomos de halégeno séloc womo sustituyentea, sin embargo los
hay de tipo apolar, éstos son especialmente compuestos arométi-
co8, hexaclorobenceno, bifenilos policlorados y polibromados. -
Todos estos compuestos se conocen como compuestos de reducida -
activided. Sin embargo la emtructura 1lipoide de las células es

el me jor punto de ataque de estos compuestos.
Espacio extracelular

Capa de fosfolfpidos

Agua
Proteinas

Capa de fosfol{pidos.

Hexaclorobenceno

Agua

Proteinas

(Desorientacién en la estructura lipoide debido a la ineorpora~
cién del HCB)

)
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Debido a sus fuertes propiedades lipofilicas, pueden en——:.

trar en 1la membrana, cambiando su organizacién inicial (1C2).

3.3. Porfiria causade por Hexaclorobenceno y otres hidrocarbu-

ros aromiticos polihslogensados.

Los hidrocarburos aromiticos polihalogenados que causan -

una forms especifica de porfiria hepdtica son:

Q
Q- Q
N N

Q

HCB

Octacloroestireno 2,3,7,8 - Tetraclorodibenzo-p-

dioxin

La administracién prolongada de estos compuestos a mamife-
ros y aves conduce al desarrollo, después de un pericdo que va-

.r{a segin las especies pero normalmente como minimo una semana,
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,de una mesiva superproducoién de Uroporfirina y Heptacarboxil-'
porfirina y, en menor grado, porfirines con 6, 5 ¥y 4 grupos --

carboxilos.

El miembro de este grupo de compuestos quimicos més am~- -
rliamente estudiado como causa de porfiria es el Hexacloroben-
ceno, que se usa como fungicida y en la obtencién de algunos -

clorofenoles.

Efectivamente en el hombre, el Hexaclorobenceno es una de
las causas del sindrome conocido como Porfiria Cutédnea Tards,
afndrome en el que lesiones cuténeas debidas a la accién foto-
sensitiva de las porfirinas estén asocimdas a un patrén carac-
teristico en la exorecién de porfirinas siendo el hecho mds im
portente una marcada uroporfirinuria con una acumulacién magi-
ve de Uroporfirina en el higado. No se producen ataques abdomi
nales agudos y neuropsiquidtricos y la excrecién de Porfobili-~
négenc es siempre normal.

El tipo de porfiria producida por hidrocarburos aromdti--

cos polihalogenados es de gran interés por varias razones:

1)} Su descubrimiento demuestra que la porfiria en el hom-

bre puede ser de origen téxico.

2)) Facilita uh modelo experimental para la PCT ya que po-
see una fuerte semejanza con una enfermedad humana, como més -

adelante comentaremos.

3)) Aclaracién del mecanismo por el cual se produce porfi-
ria.
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''3,4. Propiedades y metgbolismo de los hicrocarburos aromético&

polihalogenados

Los hidrocarburos aromdéticos polihalogenados perfirinége-—
nos tienen importantes efectos téxicos ademds de su habilidad

para producir porfiria.

E1l HCB, TCDD y los bifenilos polihalogenados s sdélidos
blancos, crisgalinos, ingolubles en agua pero solubles en sol-

ventes orgénicos, grasas y aceites vegetales.

Hexaclorobenceno

Para producir porfiria el hemaclorobenceno nornelmente se
administra permitiendo el libre acceso a la diete standard que
contiene HCB cristalino. E1 HCB cristalino suspendido en agua
es pobremente absorbido (70 )} (62 ) y es probable que la absor
cién de cristales mezclados con la dieta sea tambiér pobremen-
te absorbido. Con la alimentacién continua de dietas que con-—-
tienen HCB, la incorporacién en los tejidos se ha ccmprobado -
que si ocurre., Sin embargo la absorcién méds eficaz del HCB de
una dosis oral se obtiene administréndole por sonda gdstrica -
en una solucién de aceite vegetal. Por este método se ambsorbe
hasta un B807% de dosis comprendidas entre 20-180 mg/Fg de peso
(62) (1re).

Después de su absorciédn, el HCB ge distribuye en la mayo-
ria de los tejidos corporales en las ratas, pero coro la mayo-
ria de los compuestos solubles en la grasa, se almacena princi
palmente en el tejido adiposos donde la concentracién puede -~

. ser por lo menos diez veces mayor que en el higsdo.
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E1l HCB es lentamente eliminado del organismo, principal--
mente como HCB puro en las heces. Lui y cols., ( 73) han identi
ficado en la orina de las ratas tratedas crénicamente con HCB
algunc de sus metabolitos tales como el Penta-clorofenol, FPen-~

ta clorotiofenol, Tetraclorohidroquinona y Tetraclorocatecol.

Koss y cols. (62 ) sugieten que el inicio y alcance de la
porfiria por Hexaclorobenceno dependen de la biotransformacién
del téxico pero no se sabe ain en que eslabdén metabélico del -~
HCB pe forman intermedimrios activos.

El metabolito pentaclorofenol, droga de amplio uso indue-
trisl provocé en ratas modificaciones en el metabolismo porfi-
rinico similarea & las producidas por el HCB, pero unicamente
cuando se empleaba el producto técnico y no as{ el purificado
(70).

La demora en el desarrollo de la porfiria experimental po
dria aschacarse al tiempo requerido para que se alcance una con
centracién porfirinogenética critica de un determinado metabo-
lito a nivel hepético.

La posicién de los sustituyentes clorados es importente,

con lams posiciones orto sim sustituir se favorece la transfor-

macién de estos compuestos.

3.5. Porfirie por Hexaclorobenceno en la rata
3.5.1. Caracter{sticas generales

La respuesta de las ratas a la administracién prolongada
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-de una dieta que contiene 0,5% de HCB muestra una marcada dife
rencia entre individuos, razas y sexos con respecto a la dura-
cién en el desarrollo de porfiria. Una dosis \dnica grende de -
HCB no ceusa porfiria (13:;). El efecto del HCB en la excrecién
urinaria de porfirinss en ratas hembras raza Wistar puede ser
dividida en tres fases. Después de un per{odo de cuatro sema--
nas durente el cual se da un pequefio cambio en ls excrecidn de
porfirinas la aparicidén de 1ls porfiria se indica por un répido
incremento en la excrecidédn de porfirinss es cuando la porfiria
llega a estar bien establecida & las diez semanag. Durante la
fase final la excrecidn de porfirinss contimia incrementéndose
pero de un modo més lentc, hasta que los animales mueren. Los
cambios en la excrecidén fecal de porfirinss es paralela a los
de la orina. La aceiédn porfirinogénica del HCB en ratas hace -~
que la excrecién del S~Aminolevulinico y especialmente el Por-
fobilindgeno se vaya incrementando a medida que la porfiria se
desarrolla (7Y ) (17 ). Este aspecto de la porfiria ha eido ig
norado, posiblemente porque no se ha visto en el hombre y en -
otros animales,

Ockner y Schmid (73 ) encontraron que cusndo el HCB es re
tirado de la dieta la excrecidn de porfirinss vuelve a valores

normales a la semana.

E1l HCB causa lesiones cuténeas y neuroldégicas en las ra~--
tas (17 ) (11 ) sobre todo cuando se administran altas dosis -
de HCB (0,5-2 %) y pueden aparecer antes de la aparicién de —-
porfirinuria. Consisten en combioces en el pelo, que se vuelve
descolorido y de baja calidad, y en costras con hemorrsgis en
freas depiladas, en le espalds, cabeza y patas. Dosis de 0,2-

2 % normalmente producen wa la muerte de 2lgunos snimales an—-
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A
Fes de que la porfiria se desarrolle. Los animales mueren en los

estadios més temprenos de la intoxicacién mostrando temblores ge
nereliraedos, debilidad e inmovilidad progresive hasta perexia y

muerte. Manifestaciones neurotéxicas similares pero més crénicas
ge han visto en enimales que sobreviven suficiente para que la -
porfiria se dessrrolle. Ratas recién nacidas y muy jévenes son -

particularmente susceptibles a los efectos neurotéxicos del HCB
(17,).

El mecanismo por el que se producen estos efectos neurotéxi
cos es desconocido. No han mido encontradas lesiones morfolégi--

cas en el sistema nervioso central (11 ).

Aungue ninguno de los efectos téxicos anteriormente descri-
tos nos proporciona un modelo experimental pars las caracteristi
cas clinicas de la porfiria humana, las lesiones cuténeas debi--—
das a 1la accién fotosensibilizante de la porfiria en 1la piel se
han producido en las ratas con porfiria por HCB. Pearson y Mal--
kinson (g3 ) demostraron que la exposicién crénica de éreas de -
rates afeitadas a la luz ultravioleta de larga longitud de onda
deearrollaron el crecimiento del pelo y se producf{an lesiones de
la piel expuesta y bullas epidérmicas idénticas a las de 1la PCT,
Secciones de la piel observedas por microscopia de fluorescencia
" mostraron que las porfirinas estaban selectivamente concentradas
en le epidermis y en el epitelio folicular. No aparecen lesiones

euténeas por la exposicién a luz ultravioleta en un tiempo corto

(17)( 7).

3.5.2. Porfirines en orina, heces y tejidos

La compoesicién de la mezcla de porfirinas excretadas en la
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..orina en la Porfiria por Hexaclorobenceno en la rata ha sido --
clasicamente investigada por métodos de extraccién solvente - -
("78 P (27 ) (102) (120) (121} (1GU). E1 cambio mis prematuro es
un ligero incremento en la excrecién de Coproporfirina. La fase
de aparicién de la porfiria se marca por un progresivo incremento
en la excrecién de Uroporfirina aunque también continia incre—-
mentédndose la Coproporfirina durante este fase. Mediante técni-
cas cromatogrdficas se aprecia el progresivo incremento de las

porfirinas mds policarbox{licae (92 ) (25 ) (120) (121).

Se incrementa la excrecién de porfirinas en las heces. El
incremento es debido principslmente a porfirinss con 4-8 grupos
carboxilos. Las heces contienen grandes cantidades de porfiri--
nas de las series Isocoproporfirina. La concentracién de Proto-
porfirina en la bilis se incrementa unas 5 veces en la Porfirias

por HCB, segin Elder (27 ).

Existe un acuerdo general de que las porfirinass excretadas
en la orina y en las heces pertenecen a las series isoméricas -
111. =

Cuendo la porfiria se desarrolla los precursores del Hem -
se acumulan progresivemente en el higado y en menor cantidad en
el rifién y se incorporen a los huesos, pero no se acumulan ni -
en la médula 4sea ni en las célulms rojes. E1 aumento de porfi-
rinas en el higadb, principelmente Uro y Heptacarboxilporfirina
con trazas de porfirinas de menor mimero de carboxilos, es para
lela al sumento en la excrecién de porfirinas y tiendd a nive--

lerse una vez establecida la porfiria,

El PBG se acumula tembién en el hfgado pero en menor centi
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dad que la Uroporfirina (g, ).

3.5.3. Fa€tores gue influyen en la accién porfirinogenéti-

ca del HCB en las ratas

Gran nimerc de factores influyen la respuesta de las ratas
de la mizma razas al Hexclorobenceno o alteran el curso de ls —-
porfiria. Las ratas hembras desarrollan porfiria més rapldamen-
te que los machos 690 ) (5i ) (108). Se observa esta diferencia
ain cuando 1la cantidad acumulada de HCB en el higado y otros -
tejidos es la misma en los dos sexos (5; ). La resistencia de -
las ratas macho a la accidén porfirinégena del HCB puede ser ven
cida por la administracién de estradiol s6lo o en combinacién -
con 17 alfa-hidroxiprogesterona o testosterona (55 ). En lms ra
tas hembraes la respuesta al HCB ge disminuye por overiectomia y

gse aumenta por mltas dosis de estrégenocs (93 ).

Las ratas hembras de la rza Agus tratadas con HCB desarro-~
1llan el estado porfirico mids rapidamente que las ratas hembras
de la raza Porton-Wistar (105).

La administracién adicional de Fenilbutazona a ratas croni
camente tratades con dosis muy bajas de HCB (0,07 %) indujo en
estos animales unos episodioe agudos bioquimicamente muy simila

res a las crisis agudas de las porfirias humanas (15 ).

Las alteraciones en el almacenamiento del hierro eﬁ él.-'->
cuerpo se sabe que influyen en el curso de la PCT en el hombre
¥ la posibilidad de que un efecto similar actde en la porfirie
por HCB en las ratas. Kalivas ¥y cols. no pudieron demostrar nin
gin efecto de 1la sobrecaxga de Hierro gobre los cembios induci-
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_ dos por HCB en la excrecién de porfirinas urinariag dando hie-
rro dextrano intraperitoneal al comienzo de la intoxicacién --
por HCB o después de la aparicién de 1la porfirias., Mds tarde —--
Joubert y cols. demostraron que la aparicién de la porfiria pu
do ser acelerada si las ratas se hacfan sideréticas antes de -
1a administracién del HCB y que las concentraciones de porfiri
nas en la orina y el higado alcanzaban entonces niveles mis al

tos que en las ratas control tratadss sélo con HCB,

Recientemente Sweeney y cols. (119) demostraron la induda
ble influencia del hierro en la rorfiria experimental, al ob--
servar que el compuesto porfirinogenético 2,3,7,8- Tetracloro-
dibenzo~p~dioxina no provocaba porfiria en los animalesg ferro-

pénicos.

La sobrecarge y 1la depleccién de hierro potenciaron y dig
minuyeron respectivamente el efecto porfirinogenédtico del HCB

(5).

3.6. Otros hidrocarburos anromdticos polihalogenadog -

3.6.1, Bifenilos polihalogenados

La aedministracién prolongade de bifenilos polihalogenados,
mezclados con la dieta o por ebsorcidén a través de la piel pro-
duce una porfiria en conejos, ratas y aves muy similar a la por
firia por HCB (123).

Goldstein y cols. (17 ) alimentando ratas hembras de raza
Sherman con una dieta que contenia Aroclor 1254 durante 13 me--

ses. Durante este tiempo los animales ganaron peso normalmente,
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'no hubo lesiones cuténeas ni neurotoxicidad, ni se produjo nin
gune muerte. Se presenté une ligere Coproporfirinuria desde la
primera semana de la intoxicacidén pero la porfiria no se desa-
rrollé hesta 2-~7 meses. E1 primero y més llamativo signo de —-
porfiria fue un rédpido incremento en la fraccién Uroporfirina
urinsria que continué durante 4-6 semanas y que se nivel$ a un
valor 500 veces superior a los controles. Esto fue acompaiiado
por Porfobilinogenuria (50 veces mayor) y més tarde por un me-
nor incremento en la excrecién de Coproporfirina (27 veces)' y
S—Aminolevulinico (18 veces). La mayor parte de porfirina uri-
naria demostré ser Uroporfirina (73%) y Heptacarboxil porfiri-
na (16%) por cromatograf{s en capa fina pero también sumente--
ron la Copro, Hexa y Pentacarboxil porfirines. La concentra- -
cién de porfirinas en el higado aumentaron progresivamente o -
medida que la porfirie se desarrollaba. No se obaervé fluorey-

cencia roja en la médula ésea observada por luz ultravioleta.

3.6.1. Porfiriag esociada con el manejo de fenoles cloradosg

Una forma de porfiria, indistinguible de la PCT, ha sido
observada asociada con bretes de cloracné entre trabajadores -
en dos factorfims que producen los herbicidas 2,4-D (2,4-diclo-
ro fenoxiacético) y 2,4,5-T {(2,4,5-Tricloro fenoxiacético) y -
compuestos derivados ( 2 ) ( 50). En ambos brotes la Uroporfi-
rinuria fue més comin que la porfiria ebierta con lesiones cu-
téneas.

3.7. Otros compuestos arométicos halogenados

Los compuestos aromiticos descritos pueden ser divididos

en dos grupos. En el primer grupo estdn compuestos tales como
!
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. Oetacloroestireno, tetraclorodibenzofuranoc y Hexsacloronaftale-
no, que presentan muches de las propiedades de los porfirin6gg
nos descritos. De estos, sélo el Octacloroestireno, ha demos—-
trado ser porfirinégeno caussndo una porfiria en la rata idén-

tica a la producida por HCB ( 119).

E1l segundo grupo de compuestos contiene los benzenos de -
menor nimero de Cl investigaedos por Rimington y Ziegler 633 ),
que producen un rédpido sumento en la excrecién urinaria de Co-
proporfirina III. La concentfacién de Uroporfirine en la orina
aunque sumenté de 10-50 veces, nuncs excedid més del 10% de 1la
concentracidén de Coproporfirina. A dosis mds altas de produce
un aumento tard{o en la excrecidén de los precursores de las —

porfirinas,

3.8. Efectos gobre las enzimes de la via biosintética del Hem
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" Esquema de la biosintesis del Hem

Ac. Succinico 4 Glicocola
¥ -Amino-levulin sintetasa
Ac Sy ~ALA
@ -Amino-levulin dehidrasa
PBG

Uroporfirinégeno sintetasa

Isomerasa

Urogeno I Urogeno III
Heptdgeno I Heg%ageno I1I
Hexageno I Hexageno IIIX
Pentégeno I Pentageno III
COprJgeno I Ooprogenot&II .§gﬁ3hidr019000pro
Coprogenassa } P A N
Har erot”, Serie\isocopro
Protégeno (#)
Protogeno~
oxidasa
Protoporfirina
Fe#* Ferroquelatasa
HEM

(%) Via derivativa de desconocide significacién fisiolégica, -
pero que adquiere gran importancia en la PCT humana y experi--
mental al acumularse Pentégeno III ( 63).
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La actividad de la enzima limitante de la s{ntesis del —
Hem, Ala-sintetasa, se incrementa en el higasdo de la rata bor-
firica por HCB (118) (120) ( %) y en la porfiria causada por
bifenilos polihalogenados ( 4-) y por TCDD,

Le manifestacidén de porfiria en las ratas es marcada por
dos acontecimientos: un aumento en la excrecién y acumulacién
de porfirinasg y un aumento en la actividad de la AlA-sintetassa
hepética, pero el hecho patogénico fundamental reside en una -
disminucién en la actividad del enzima Uroporfirinégeno decar-

boxilasa.

3.8.1. Uroporfirinégeno decarboxilasa

Las primeras medidas de Uroporfirindgeno decarboxilasa en
la porfiria por HCB fueron reaslizadas por Taljaard y cols., ——
que encontraron que la enzima era demostrable en los higados ~
de ratas con sobrecarga de hierro hechas porfiricas por HCB, -
Sin embargo, la actividad de la Uroporfirindgeno decarboxilasa
en los higados de ratas con porfiria‘por HCB sélo era }a misma
que en los animales control. Mis tarde San Martin de Viale y -
cols. demostraron que la actividad de la Uroporfirinégeno de--
carboxilasa estabm disminuida en un 76% usando Uroporfirindége-
no III como sustratro y en un 95% empleando porfirinégeno hep-
tacarbox{lico, en fracciones.de hf{gado de ratss con porfiria -
por HCB sin sobrecarga de hierro. La actividad de la Uroporfi-
rindgeno decarboxilasa era normal en el bazo y eritrcocitos de
egstose animales. San Martin de Viamles y cols. excluyeron la po-
sibilidzd de que grandes cantidades de porfirina presentes en
los extractos hepidticos pod{an heber inhibido directamente la

enzima (12C) (71 y,
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.

- Elder y cols. han seguido los cambios en la actividad de -
la Uroporfirinégeno decarboxilasa que ocurren durante el curso
de la intoxicacién por HCB en ratas. Usando pentacarboxilato —-
porfirinégeno III como sustrato, demostraron que la asctividad -
de la enzima en los homogeneizados de higado de rata fallaba —-—

progresivamente a medida que la porfiria se desarrollaba ( I1)

( 30 ) »
% Act. 100 } Urog-D 4 200
enzimdtica 1150 Porf.
urina
50 } 1100 i
4 50 nmol/
) O 24' ht
0 -
A } 1
4 T 11

Semanas de administracién HCB

La excrecién incrementada de porfirinas de las series iso
coproporfirina que ocurre en la porfiria por HCB en la rata es

una consecuencia directa de la disminucién de la Urogen-decar-
boxilaesa.
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Dehidroisocoproporfirinégeno

Pentacarboxilato
. Urog-D .
porfirinégeno I1I1 ==<2-- --4 Coproporfirinégeno III —--—- e P
Harderoporfirinégeno =—--- 4 Protoporfirindgeno - - - - - =» HEM
Copro Ox.
(23)

3.8.2. Coproporfirindgeno oxidasa

El aumento en la excrecién de Copropporfirina III, gue es un
hecho en la porfiria por HCB es a primera vista incompatible con
el concepto de que el defecto en la Uroporfirindgeno decarboxila

sa produce la superproduccidn de porfirinas.

Taljaard y cols. han sugerido que la Coproporfirina puede ~
venir de hapatocitos no afectados por el proceso porfirjco y es-
to ser{a otra manifestacidén de cambios compensatorios en la bio-
sintegis del hem en las células no porfiricas. Alternativamente,
1la acumulacién de Coproporfirinégeno I1I y Coproporfirinuria po-
di{n ser una consecuencia directa de la actividad disminuida de -
la Uroporfirindgeno decarboxilasa. Aunque la actividad de la Co-
proporfirindgeno oxidasa es normal en la porfirie por HCB, la ~-
produccién de dehidroisocoproporfirinégeno en estz eondicién in-
dica que el porfirindégeno pentecarboxilico III estd compitiendo
con el Coproporfirinégeno III como sustreto de esta enzima. Bajo
estas circunstanciss, el mantenimiento de la tasa de s{ntesis —-~

del Hem requerir{a un aumento en la concentracién de coproporfi-
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-.rindgeno y se produciria Coproporfirinuria f121) (30),

San Martin de Viale y cols. en estudios cuantitativos y cua
litetivos de las porfirines y la Porfirinégeno carboxilasa de hi
gado, bazo, rinén, gliéndula herderiana y eritrooitos de ratas --
normales y de ratas porfiricas por hexaclorobenceno encontraron
que el hexaclorobenceno no tiene efecto sobre el contenido en --
porfirinas en los eritrocitos pero produce una disminucién en —-~
las de la gléndula harderiana y un aumento en el higado, siendo
las porfirinss predominantes la Uro y le Heptacarhox{lica.

El hexaclorobenceno no tiene efecto en la actividad de la -
porfirinégeno-carboxi-liasa de eritrocitos, existiendo una lige-
ra disminucién en la actividad enzimética en la gléndula harde--
risna y una disminucién muy marcade en la actiwidad enzimética -
en higado y rifién.

El higadi es el principal lugar de accién del hexacloroben-
ceno, siguiendo el rién en orden decreciente de efecto y no sien
do afectado el tejido eritropoyético. La marcada disminuciédn en
las actividades de la porfirindgeno-carboxi-liassa observads en -
higado ¥y rién pod{an explicar la alta acwmulacién de octo y hep-

tacarboxil porfirinas encontradas en estos tejidos.

Rfos de Molina y cols. ( 95) estén investihando la probable
existencie en el hfigado de ratas intoxicadas con HCB de un inhi-

biddrlde egta descarboxilasa.
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"3.83. Efectos de la sdministracién de Hexaclorobenceno y sobre-

carga de hierro en las enzimas de la biosintesis del Hem

Y citocromo Pgsp e#t_el higado_de rata.

E1l efecto del hexaclorobenceno sobre 1la d-aminolevulinato
sintetasa, .uroporfirindgeno decarboxilaga y citocromo Pg50 Be ~
estudiaron a varios intervalos de tiempo en ratas siderdétices y

no sideréticas.

En el grupoe de las no siderdticas la administracidén del He
xsclorobenceno llevé a una disminucién progresiva en la activi-
dad de la uroporfirindégeno decarboxilasa, acompafiada por un au-
mento progresivo en la actividad de la d-aminolevulinato sinte-
tasa. Las concentraciones de Pis5pestuvieron por encima de lo —-—

normal durante pero descendieron hacia el final del experimento

Cambios similares aunque méds marcados se encontraron en -—-—
los snimales sideréticos. La caidn en la sctivided de la uropor
firinégeno decarboxilasa ocurrié antes y fue significabivamente
mayor en estos animales, mientras que el aumento en la activi—-
dad de la d-aminolevulinato sintetasa fue consistentemente ma-—-
yor. La concentracién del citocromo P450 hepdtico también aumen

t6 aunque en menor cantidad que en las ratas no siderdticas.

La porfiria inducida por hexaclorobenceno parec{a ser atri
buible & le inhibicién o inectivacién de la uroporfirindgeno de
carboxilasa hepdtica. La siderosis hepAtica tienem un efecto de
sinergia con el hexaclorobenceno en esta enyime y puede ejercer

efectos adicionales promoviendo la regeneracidn del citocromo -

Paso €77 ).
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~ 4, PORFIRIAS EXPERIMENTALES COMO MODELC DE ENFERMEDADES HUMA--
NAS,

Lag porfiries hepdticas experimentales se parecen a las -

humanas en tres aspectos fundamentales:

1) Las situaciones humana y experimental se caracteri--
zan por una suténtica superproduccién de las porfirinas y suse

precursores en el higado.

2): Existe un patrén caracteristico de excrecién de las —
porfirinas y de sus precursores para cada variedad y se pueden
reconocer semejenzas en el cuadro bioquimico éntre los diferen
tes tipos de porfiries experimentales y los distintos tipos de
porfirias humanas. En particuler 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihi-
drocolina (DDC); produce un cuasdro bioqufmico similar a la por-—
firia variegata humena y el Hexaclorobenceno (HCB) induce por-

firia fuertemente similar & la porfiria cutédnea tarda humana.

3) Se puede reproducir experimentalmente la exacerbacién
por drogas lipido-solubles de la porfirim aguda humana y la —-—
potencincién por sobrecarga de hierro de la porfiria crénica -

humsna.

El DDC es aparentemente capaz de reproducir en el higado
de la rata normal un defecto que estd presente en la porfiria
humena como consecuencia de un defecto genético de porfiria —-
aguda.

En el animal experimental, la sobrecarga de hierro acele-
ra el desaerrocllo de la Porfiria caused por HCB, La porfirim —-

Jrose.
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-inducida por HCB sirve como un buen modelo de Porfiria Cuténe
tarda no sélo por su cuadro bioquimico sino por su sensibili-

dad m la administracién de hierrc exégeno.

Las porfirias hepdticas humenas y experimentsles se debe
considersr como alteraciones en la regulacién de la biosinte-
sis del hem en el higado. Un paso decisiveo en la comprensién
de las anomalias bioquimicas ha sido la aprecigeidédn de la im-
portancia de la primera enzima de la via en la regulacién de
la sintesis de porfirinas y el hem. La actividddde estsa enzim
d-aminolevulinato sintetasa (ALA-S)' est4 marcadamente aumenta
da en el higado de la mayoria de las porfirias hepdticas huma
na y experimental, con la posible excepecién de la PCT humana
¥y P-HCB experimental donde los incrementos son relativamente

menores.

La actividad de 1la ALA-S es regulada .por el hem s través
de un control feed-back negativo. Hay varias posibilidades po
lag que un defecto biogquimico o gendtico pueda interferir con
el control feedback del hem y produzca una estimulacizn de la
ALA-S.La inhibicién de la sintesis del hem en uno de los pasos
en la cadena biosintética puede conducir a una mayor acumula-

cién de porfirinas y de sus precursores.

La administracién de DDC o griseofulvina y drogaes deriva-
das produce una acumulacidén de Protoporfirina que puede ser de

bida a una inhibicién de la ferroquelatasa.

En la porfiria hepdtica crénica inducida por HCB, la mcu-
mulacién de uroporfirins es debida m la inhibicién 4@ la Uro--

porfirindgeno decarboxilasa..
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La asnomali{a presente en porfirims hepiticas se debe a un'
bloqueo parcial en la biosintesis del hem en diferentes posi-
ciones a 1o largo de la via biocgintética, determinsdo por un
defecto genético o por la accién de algin producto quimico —-
como DDC o HCB.

PR
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_ 5. OBJETIVOS

La porfiria experimental inducida por HCB se ha consti--
tuido en un valioso modelo de la Porfiria Cuténea Tards huma-
na, debido a sus caracteristicas comunes que & su vez las di-
ferencion de las restantes variedades de porfiria humana y ex

perimental.

Sin embargo la porfiria experimental inducidae pn ratas -
por Hexaclorobencence muestra algunas diferencias con regpecto
a la Porfiria Cutédnea Tarda humana, sobre todo en lo referen-
te a la composicién isomética de la Uro, Copro y Pentacarbo--
xil porfirinas (92 ). Y en el marcado incremento de la excre-
¢ién urinaria de precursores observable en los animales (52 )

y no as{ en los hombres.

Aunque la porfiria inducida por Hexaclorobencenoc en el -
conejo se asemeja mds a la PCT humana ( 17 ) la mayoria de los
autores eligen a la rata por su mayor manejabilidad y su me-~

nor costo.

Nuestro objetivo bésico ha sido pues, el estudio de la -
porfiria experimental como modelo aceptado de la Porfiria Cu-

ténea tarda humana.

" Nuestras primeras experiericias fueron dirigidas al es—-
tudio del método més idéneo para conseguir la situacidn porf{
rica. En una segunda fase nos dedicamos con especial atencién
al andlisis de la excrecidén porfirinica seriamda durante el ——

curso de la intoxicacién,
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{ I
6. MATERIAL Y METODO3

6.1, MATERIAL EXPERIMENTAL

Hemos examinado la excrecién porfirinica en una muestra -
lo més homogénea posible de 19 ratas hembrs, raga Wistar, de -
peso comprendido entre 300 y 500 gr., escogidas al azar entre
un conjunto amplio de poblacién de la misma especie, Hicimos -
determinaciones de porfirinas en orina, heces e higedo, extraf
do tras sacrificar al animal, mediente el método de extraccidn
solvente y solamente analizamos la eliminacién biliar en diez
ratas obtenida mediante canulacién del colédoco, dursnte un pe
r{ado de siete horas. Bl reparto cusalitativo de las distintas
fracciones de porfirinags presentes en orina y heces, fue estu-
diado en 10 ratas mediante el método de separacién fraccionada
por Cromatografia en Capa Fina, y en 11 casos fue analizedo --

por el mismo procedimiento el contenido biliar,

Otro aspecto al que dedicamos gran interés fue el de pro-
ducir el cuadro bioquimico de la PCT humena en el animal de la
boratorio, mediante la intoxicacién por Hexaclorobenceno (HCB)
Un totel de 73 ratas de amboe sexos, raza Wistar, fueron dis--
tribuidas en siete lotes distintos segin la pauta de adminis—-
tracién del HCB que empieébamos. La serie I constaba de 22 ra~
tas, de las cuales s86lo llegaron a ser analizasdass 14, por muer
te prematura del resto, & las que se administré el téxico mez-
clado con la dieta, aproximadamente a unas 3 partes por csda -~
mil. La serie 1I, ineclufa 5 ratas, que recibieron el HCB direc
tamente por sonda géstrica en suspensién de suero-goma, a una

dosis de 50 mg/kg. de peso y d{a, junto a inyecciones intrape-
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ritoneales de hierro-dextranoc (INFERCN) 16 mg., tres veces -—‘
por semana, dursnte dos meses. La serie III constaba de 10 ra
tas, que recibieron el HCB directamente por sonda gdstrica en
suspensidén de aceite de oliva, a dosis crecientes de 500-1.500
mg/Kg. de peso y df{a, junto a inyecciones intraperitoneales -
de hierro-dextrano, 10 mg., tres veces por semana. Las series
IV y V inclufan 5 y 10 ratas respéctivamentee a las que se =-
les produjo la intoxicacién la intoxicacién por el mismo méto
do que a la serie II1I, variendo unicamente las dosis de HCB,
que fueron de 100 mg/Kg y dia y 50 mg/Kg y d{a respectivamen-—
te. Las geries VI y V1I recibieron la dosis de 50 mg/Kg y dfa
por sonda géstrica en suspensién de aceite de oliva, habiendo
seles hecho previamente_sideréticas, mediante la administra--
cién de hierro-dextrano, dursnte 15 d{a previos a la adminis-
tracién del HCB. La diferencia entre ambas series estriba en
los tiempos en los que se realizdé los anilisis de orinae y he-

ces durante el perfodo de intoxicacién.

En estas siete series de ratas hicimogs determinaciones -
de porfirinae en orina, heces, higedo, mediante el mét;do de
exbraccién solvente. E1 reparto eualitativo de las distintas
fracciones de porfirinas presentes en orina, heces, higado y
bilis, fue estudiado mediante el método de separacién fraceig

nada por Cromatografia en capa fina (TLC).
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« 6.2, FUNDAMENTOS FISICO-QUIMICOS DE LOS METODOS DE SEPARACION
DE LAS PORFIRINAS

Los métodos de determinacién de las porfirinas se basen -
fundamentalmente en éus propiedades fisico-quimicas: solubili
dad, espectro de absorcién, fluorescencia, esterificacién e -
hidrélisis de los ésteres.

6.2.1. Fluorescencia

Las porfirinas en solucién de fdcidos minerales o solven-
tes orgéhicos emiten una fluorescencia roja intensa y caracte
rigtica que se utiliza ampliamente en la demostracién de pe-—-
quefias cantidades de estas sustancias y permite su valoracién
asunque exige para ello una purificacién adecuada yg que las -
impurezes o turbideces interfieren esta propiedad. El espec—-
tro de fluorescencia de las porfirinas libres es idéntico al
de sus ésteres para un mismo solvente, pero difiere segin 1la

naturaleza de éstos, puediéndése considerar tres grupos:

a) Solventes orgénicos y soluciones alcalinas.
b) Soluciones Acidas fuertes
¢)' Comple jos metélicos.

6.2.2. Espectroscopia

Otra propiedad comin a todas las porfirinas es la existen
cia de una caracteristico espectro de absorcién de la luz vi-
sible y de la ultravioleta, secundaris a la disposicién de do
bles enlaces del anillo tetrapirrélico (resonancia). Esta pro

.piedad es muy importante para la identificacién y determina--
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ycibén de las distintas porfirinas ya que cada una de ellas pre |
"senta un tipo caracteri{stico de espectro de absorcién. la con
versién de lms porfirinas libres en sus ésteres no produce --
cambios apreciables en el espectro de absorcién lum{nica. To-
das las porfirinams tienen una intensa banda de absorcién a --
una longitud de onda aproximada de 400 mr: Banda de Soret. -——
(1) ( 6) (39).

6.2.3. Solubilidad

Las porfirinas naturales presentan grupos COOH (é4cidos)
en sus cadenas laterales, y 4tomos N (bdsicos) en los vérti-—
ces de los anillos pirrdlicos lo que les confiere propiedades
anfotéricas y solubilidad en soluciones acuosas tanto écidas

como alcalinas.

Los ésteres de las porfirinas y sus metal-quelatos son -
mucho mis solubles en disolventes orgénicos, cloroformo, te--
tracloruro de carbono, benceno, piridina, dioxano, etc., que
las porfirinas libres. Estas en estado sélido no se disuelven
facilmente con éter o acetato de etilo y en cambio en solu- -
eién Acida son solubles en estos solvente. De aqui la utili--
dad de la mezcla acetato de etilo-4cido acético o de éter-acé
tico pars la extraccidn de las porfirinas, o acetona-ClH, o -

de 4cido oxdlico-metanol.

La hidrosolubilidad de las porfirinas depende directamen
te del n? de grupos COOH libres presentes en las cadenas late
rales de sus moléculas. Asi la Uroporfirina (octocarhoxf{lice)

es muy hidrosoluble siendo practicamente insoluble en éter.
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- Los porfirinégenos (incoloros)) son convertidos en sus co’
rreapondientes porfirinas (fluorescentes)' por oxidacién. Esta
se puede conseguir medimnte Iodo, oxigeno o luz asi como con

agua oxigenada, pero la excesiva oxidacién con sgum oxigensada

puede dar lugar a destruccién de las porfirinas.

6.2.4. Egterificacién

La formacién de metil-ésteres de las porfirinas es senci
lla. Antiguamente se utilizaban soluciones de metanol satura-
do con gas HCl, pero en la actual;dad se prefieren lgs solu--
ciones de metanol-4cido sulfdrico,:zdiezometeno, o trifluoruro
de boro. Pueden utilizarse soluciones de metanol-Acido sulfid-
rico en relacién de volumen 95:5, 99?1 0 90:10, que difieren
en la distinta velocidad de formacidén de ésteres. Esta es com
rleta al cabo de 24 horas a temperatura ambiente en la omcuri
dad incluso para la URO, tras 8 horas a 202 C, o después de -
20 minutos a 352 C. 100 ml. de esta solucién es suficiente -
para esterificar vﬁrioavmg. de porfirinas. La presencia de --
agua altera el proceso originando esterificaciones imparcia—
lea, y debe ser por tanto evitada una concentracién acuosa su
perior al 5-10%.

Loa ésteres de las porfirinas en solucién metanol-sulfi-
rico pasan al cloroformo tras su agitacién con una cantidad -~
suficiente de agua necesaria para la separacién de las fases.
La fese cloroférmica debe ser neutralizada con soluciones de.
NaOH al 2% p de RH,OH' al 5%, o de CO,;Na, 2 N, para evitar una
acidez excesiva que pudiera hidrolizar parcialmente los &ste-
res. E1 cloroformo debe también ger lavado con agua puesto ~-

que la alcalinidaed también puede saponificar los ésteres (1232 )



- =36

(30 )

6.2.5. Porfirinas urinarias

Bl test de screening para las porfirinas urinarias se -
basa en la caracteristica propiedad de éstas de fluorecer ba

jo la luz ultravioleta.

Se mezclan 5-10 ml. de orina con una mezcla formada por
éter-4cido acético glacial-alcohol amflico en proporecién - -
1:1:1. Tras agitar y dejar reposar se sepsraren dos fases pu
diéndose detectar fluorescencia roja en 1ls fase superior con
una tonalidad mds o menos intensa segin la cantidad de porfi
rings presentes. De esta forma se extraen tento la Uro como
la Coproporfirina por lo que este test no diferencia porfi--

rias de porfirinuriass secunderias.

6.2.6. Porfirinas feceles

Unha pequefia muestra de heces (0,5-1 gr) se coloca._en el
fondo de un tubo de ensayo gue contiene unos 3 ml, de la ci-
tada mezcla de dter-dcido acético glaciaml-~aleochol amflico, ¥
tras homogeneizar y centrifugar se observa a la luz uv. la -

presencia de fluvrasoencia rojo-rosa.

6.3, BETERMINACIONES CUANTITATIVAS EN ORINA

6.3.1. Porfobilinégeno

Riminton (¢ “7), prouso un método simple basado en ls lec



tura de la extincién épstica del compuesto rojizo formado por
la condensacién del PBG con el reactivo de Ehrlich. Desde en-

tonces se he generalizado su uso. Soluciones requeridad:

a); Reactivo de Ehrlich cuantitativo: 5 gr. de p-~dimetil-
aminobenzaldehido disuelto en 125 ml. de HCl concenbtrado y —-
llevados haste 250 ml. con agua.

b) Mezela écida pera la decoloracién: 100 ml. de HCl con
centrado llevados hasta 200 ml. con ggua destilada,

La orina recién emitida se diluye con agua destilada hasm
ta reducir su contenido en PBG en unos 5 g por ml., (estima--
cién visual del test cualitetivo). En dos tubos de ensayo se
oolocan dos muestras de 2 ml. de orina diluida y a una de - -
ellas se afladen 2 ml. de la solucién (b). Mezclar y trasladar
célula "blanca* del espectrofotémetro. Al otro tubo con la se
gunda muestra se affaden 2 ml. del reactivo de Ehrlich (a). —-
Mezclar y trasladar & la céluls problema del espectrofotéme-—~
tro y comenzsr las lecturas a 552 m a partir de medio minuto

hasta pasar al méximo (alrededor de 2 minutos).
Célculo:

D, méx, x ¥V = mg de PBG hidratado por ml. de orina
70,85

D. méx. = méxima densidad Sptice registrada
V = facy)or de dilucién = 2
cantidad d3e orina en 2 ml.
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6.3.2. Porfobilindgeno y dcido delta aminolevulinico

Cnsi todos los métodos para la determinacién del ALA se
basan en la condensacidén de éste con una -dicetone (acetil-
acetona) y el pirrol formado se hace reaccionar, como el PBG
con el reactivo de Ehrlich resultande un compuesto coloreado
con un méximo de absorcidén a 553 m . E1 ALA es absorbido se-
lectivamente por la resina de intercambio idénico tipo Dowex
50 x 8, ¥y el PBG por la resina tipo Dowex 2 x 8, E1l método -
fue originariamente descrito por Mauzerall y Granick en 1.9%

(74 ), existiendo miltiples varientes y modificaciones.

E1l PB® es una sustancia 14bil por lo que convienem que
la muestra de orina a analizar sea reciente. En su defecto -
la orina se debe guardar a 49 C después de haber ajustado el
PH entre 7 y 8. E1l ALA se conserva mejor y permanece inalte-
rable en orina conservadas a 42 C con un pH dcido entre 4 y 6

durante unos 20 dias,

En primer lugar se lave la columna Dowex 2 x 8 y la Do-
wex 50 x 8 con 10 ml. ¥y 25 ml. respectivamente de agua desti
ladsa, laﬁar el pH de la orins entre 4 y 7. Introducir 1 ml,
de orina en la columna Dowex 2 x 8 y dejar fluir lentamente
recogiendo el 1fquido en tubo A, al igual que las aguas de -
dos lavados con 2 ml., de agua. El contenido del tubo A servi
ré para la dosificacién del ALA en la columna Dowez 50 x 8,
en donde se deja fluir lentzmente, después se leva la columna
con 30 ml. de agua para eliminar la urea que da coloracién -
con el reactivo de Ehrlich y posteriormente se huce pasar 3

ml, de una solucién de sceteto sédico 0,5 M. E1 PBG me eluye
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por tres pases sucesivos de 3 ml. de 4cido acético 0,2 N y -
se recoge en un tubo graduado (tubo B) que se completa con -
agua destilada hesta alcanzar un volumen de 10 ml. A dos ml,
de easta solucidn se le agregan 2 ml. de reactivo de Ehrlich
I (2% en HC1 6 N), se agita y se lee a los 5 minutos en 553
m frente a un blanco que contiene un volumen igual de agua
destilada y reactivo de Ehrlich I. Pares cubetas de un espe--—

gor de 1 cm. los cédlculos son:

Extincién en 553 x 12,6 = mg. de PBG/100 ml, de orina
5

En la columna Dowex 50 x 8 que contiene el ALA éste es -
eluido mediante extraceiones sucesivas con acetato sédico 0,5
M hasta un total de 7 ml. que se recogen en un tubo graduado
e 10 ml. en el que se aiiaden 0,2 ml. de acetil-acetona y se -
lleva a un volumen de 10 ml. con taempén acetato pH 4,6 (57 ml
de acético glacial y 136 gr. de mcetato sddico que se diluyen
con agua hasta 1.000 ml.)'. Se calienta al bafio mar{as durante
10 minutos (tubo tapado)) y se deja enfriar. 2 ml. de esta so~
lucién se mezclan con 2 ml. de reactivo de Ehrlich II (1 gr.
de p—dimetilaminobenzaldehido disueltos en 30 ml. de Acido —-
acético glacial, 8 ml. de dcido percldérico al 704 y completar
con dcido acético glacial hasta 50 ml.) recientemente prepara
do. Agitar vigorosamente y leer en 553 m al cabo de 15 minu-
tos frente a un blanco preparado con 10 ml. de acetato sddico
0,5 M tratado como el problema (52 ) (53 » ( 14).

Cdlculos:

Extincidén en 553 x 4,74 = mg. de ALA/100 ml. de orina
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6.3.3. Copro y Uroporfirins urinarics

Hemos empleado el método de Gajdos y Gmjdos-~Tordk ( 42 )

50 ml. de orina se mezclan con 5 ml. de &cido acético -
glacial y 100 ml. de éter, y se agitan en un embudo de decan
tacién. La COPRO pasa al Eter que eg lavado dos veces con =--
10 ml. de acetato sédico al 3%. La primitiva fase acuosa y -
estas aguas de lavado de acetato se revdnen para la determina
cidén de URC, (fraccién B). Del éter se extrse la COFRO con -
HC1 al 5% en sucesivas extracc:ones y se ajusta el pH de es~
tas fracciones clorhfdricas a pH 4 con acetato sddico crista
lizado, volviendo a pasar la COPRO al éter (1CC ml), compro-
bindose este paso mediznte el examen de la fluorescencia ba-
jo luz uv. Lavar el éker con una solucién de Iodo (1/10.0CO)
pars convertir el Coproporfirindgeno en Coproporfirina y pos.
teriormente lavar con acetato sédico al 3%. Extraer la COPRO
con varias porciones de HCl al 5% y leer en el espectrofoté-

metro en 380, 430 y 402 m .
C4lculos:

2 D402 - (D380 + D43o» X 0,817 x volumen final en ml X 2 x -
10 = microgramos de COPRO por 1.000 ml.

La fraccién denominnda B, se ajusta a pH 4 con acetato
sbdico cristalizado y la solucidn se vierte en un embudo de
decantacidén en el que se afiade el doble de su volumen de una
solucién de acetato de etilo-#cido acético glacisl en propor

cién 3:1, que capta la URO existente. Después de un répido -
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lavado con agua destiladae, extrser la URO con pequeiias frac——
ciones de HC1l al 5% hasta desaparicién completa de la fluores-
cencia. Leex en 380, 430 y 405 m frente a un blanco de HC1l al

5%.
Cdlculos:

2 D40§ - (D3go + D430) x 0,831 x volumen final x 2 x 10 = mi--
erogramos de URO por 1.000 ml.

También puede obtenerse la URO a partir de esta denomina-
da fraccién B mediante la metédica de Rimington (87 ): Dicha -
freccién es llevada a pH 1,5 con HC1l, se extree dos veces se—-
guidas con la mited de su volumen con ciclohexanonsa, permitien
do una clara separacién de les fases. A los combinados extrac-
tos de ciclohexanona se afiade un volumen doble de éter, agitan
do. La URO es extraida agitando con pequefias fracciones de HC1l
al 5% haste desaparicién de la fluorescencia. Filtrar o centri

fugar, y leer en el espectrofotémetro ( 23).

6.4. PORFIRINAS FECALES

Hemos utilizasdo el método de Holti, Rimington ( 54). Di--
cho método estd basado en la extraccidén mediante éter acidifi-
cado de las porfirinas éter-solubles (COPRO y PROTO). Es senci
1lo, rédpido, pero inexacto, pues aparte de no estimar 1la URO -
(éter insoluble) las fracciones obtenidas y denopinadas COPRO
'y PROTO son en realidad mezcla de diversas porfirinas con dis-

tintos grupos de radicales carboxilicos.
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Se toman 0,5 zr. de heces y se homogeneizan con fracecig
nes de éter acidificado con &cido acético glacial (en propor
cién 10:1), centrifugéndose y decantando el éter en un embu-
do de decantacién. Lavar el éter con acetato sbdico al 3%, -
solucifn de Iodo ¥ agua Yy extraer la COPRO con pequefias y su
cesivas cantidades de HGl 0,1 N hasta desaparicién de la fluo
rescencia. La PROTO ge exfirae con HC1l al 5%. Las clorofilas
permanecen en la Tase etérea debido a su mucho més alto n? -
HCl.

Ccélcules:

2 Dioz - (D380 + 430} x volumen final x 0,817 x 2 = g de -
COPRO/gr. de heces frescas.
2 Dygg - (D3gp * Da30) x volumen finel x 1,222 x 2 = g ‘de -

PROTO/gr. de heces frescas.

Debido al distinto grado de hidratacién de las heffes es
usual 1la expresiin de 1los resultados en g de porfirinas por
gr. de heces desscedas, para lo cual una muestra de las heces
se lleva a estufa a 1009 C hasta peso congstante para averi--
guar el factor rwliiplicador.

6.5. METODOS D& SEPARACION FRACCICONADA

6.5.1. Cromatosraf{a sobre capa fina de log metil-ésteres de

lag porfirinas
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Esterificacién

Las porfirinas urinarias fueron absorbidas en talco --
(5-10 gr. por cada 100 ml.) tras ajustar el pH de la orina
a 3-4 mediante dcido acético glacial. Después de filtrar y
secar el talco en estufm a 3 2 C y en oscuridad, este talco
desecado se trard con metanol-sulfirico (95:5 vol./vol.) du
rante al menos 24 horas para convertir las porfirinas libres
en sus metil-ésteres. La bilis debe ser previamente diluida
para evitar 1la formacién de emulsiones con agua acidificada
o con un volumen igual de una solucién de sulfato eménico sa
turado, tras lo cual el talco absorberd igualmente las porfi
rinas. Las muestras de tejido hepdtico, los hemat{es y las -
heces pueden ser directamente tratadas con metanol-sulfirico
para la esterificacién ( 119.

Extraccién

Después de centrifugar, el metanol-sulfirico es llevado
a un embudo de decantacién en el que se aflade cloroformo {(1lo
20 ml.):, agua destilada (100-150 ml.) y cantidad suficiente
de una solucidén al 5% de amonfaco para llevar el pH por enci
ma de 4, evitando asi la hidrélisis parcial por una acidez -
excesiva. Tras agitacién el cloroformo captard o extraerd —-
los metil-ésteres de las porfirinas y después de un lavado -
con agua destilada se filtra a través de sulfato sédico anhi
dro. Mediante examen de estos extractos cloroférmicos a la -
luz uv. se podréd apreciar de forma aproximada la cantided de
porfirines presentes para decidir sobre la necesidad o no de
concentrar dichos extractos mediante rotavapor a vacio.

1]



-44-

Los residuos secos de los extractos cloroférmicos pue—-
den ser guardados y almacenados en ogcuridad sin perder acti

vidad durante sl menos un afio ( 132).

Cromatografia

Los extractos cloroférmicos son aplicados mediante mi—-
crojeringas Hamilton a placas de silica-gel (20 x 20 cm.) —-
sin indicador de fluorescencia, de espesor 0,2% mm., sobre -
goporte de cristal o aluminio (Merck),, que pueden ser previa
mente activadas mediante calentamiento a 80-100% C durante -
30-60 minutos. La aplicacién puede Teslizarse en forms de —-
bandes longitudinales de 1-2 mm., de ancho por 2-4 cm. de lar
go, o en forma puntiforme si se pretenden cromatogramas cuan

titativos.

Las plcacas ge gometen a un corto recorrido en clorofog
mo-metsnol (130:20 Vol./vol.) haste que las bendas hayen as-
cendido de 1 a 2 em y formen un nuevc frente mds estrecho y
purificado. Secar mediente aire caliente. En ocasiones\buede
ser dtil un recorrido previo de la placa en un solvente for-
mado por éter de petréleo-dietileter {4:1 vol./ vol.) con el
cual los &steres del colestercl, triglicéridos y los metil-
dateres de los Acidos grasos emigran en el frente del reco--

rrido separéndose prerfectumente de las porfirinas.

Se emplian los siguientes solventes para el desarrollo

de los cromatogramas:
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A) Inicialmente utilizamos la mezcla solvente indiceda
por Doss (21 ) formeda por: Benceno-acetato de etilo-metenol
(85:13,5:1.5), aunque el incremento en el porcentaje de meba
nol permite una mejor separacién de la uroporfirina de la 1i
nea base. Se realiza un recorrido de unos 16 cm. tras lo cual
la placa es secada bajo corriente de aire calinete. El exsa~-
men bago la luz uv. nos mostrard si se ha obtenido una buena
peparacién de las diversas porfirinas, pudiendo ser aconseja

ble un segundo recorrido en. el mismo solvente.

B) Posteriormente hemos empleado el sistema golvente su
gerido por Sears y cols. (1dy) que congiste en: tetracloruro
de cerbono-diclorometano-acetato de etilo~propionato de eti-
lo (2:2:1:1). Dicho sistema es una modificacién del de Elder
{ 24 ) que usa propionato de metilo en vez de propionato de -
etilo. E1 solvente de Sears posee la gran ventaja de conse--
guir la geparacién con un sélo recorrido de la coproporfiiri-
ne de las isocoproporflirinas, lo cual consegifa Elder, sola~

mente mediante cromatografia bidimensional ( 54 ).

La deteccién de porfirinas bajo la luz uv. puede ser in
tensificada impregnando los cromstogramas con un spray a ba-
se de igo-octano, dter de petréleo o benceno, también vol- -
viendo a correr les placas en un nuevo solvente formado por
cloroformo-keroseno (7:3 vol./vol.)), como recientemente ha -

sido comunicadce por Enriquez de Salamanca, Day y Eales ( 34 )

Grandes variaciones existen en la intensidad de la fluo
rescencia ante igunles cantidedes de uro, copro y protoporfi

rina. La copro produce siempre trans su scanning un #érea me-



yor que igunles centidades de Uro y Protoporfirina, por lo —-
que tomendo a esta porfirina como patrén se han de calcular -
empi{ricamente unos factores correctores paras la comparacién -
de dreas. Enriquez de Salamanca, Day y Eales calcularon los -

siquientea factobes:

Uroporfirina = 1,59
Protoporfirina = 3,39

Coproporfirina 1

para cantidades de porfirinas superiores a 0,05 g, obtenién-
dose los factores para las otras carboxil-porfirinas por extra

polacién.

Nosotros usamos un Scenner-Fluorimetro marca Cameg, mode
lo T, provisto de un fotomultiplicador sensible al rojo HTV -
R-136, filtro primario y filtro secundario. La apertura del -
diafragma en el filtro primario usualmente es de 30 x y en el
secundario de 0,3 a 1,5 cm. La velocidad de scanner es de 1 a
2 cm/min.. E1 scanner estd conectado a un registrador gréfico
W # W 1.100 cuya velocidnd de registro solemos hacer o;Eilar
entre 2 y 4 cm/minuto. La amplitud de las dteas registradas -
puede regularse mediante msndo expsnsor de escala (1, 2, 5, -
10, 50 mv).

Para 1la obtencién de fotograf{ns disponemos de una Pola-—
roid, pero obtenemos mejores resultedos iconogréficos median-
te el uso de una cdmars fotografica marca Zenith EM, objetivo
Helios 44 M 2/58, film 15 DIN, diafragma 5,6, filtro Asahi —-~
pentax I-39 (UV), tiempo de exposicidn 30-60 segundos, ilumi-
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nendo con dos fuentes de luz uv.

6.6. METODO DE INTOXICACION EXPERIMENTAL EN ANIMAL POR HEXA-
CLOROBENCENO

Hemos considerado siete lotes distintos de ratas. El --
primero, ratas serie I, comprendfa 22 ratas Wistar de sexo -
hembra, a las que se les administré HCB mezclado con la die-
ta (0,3%, aproximsdemente) durante 4 meses. Ocho ratas murie
ros con un cuadro cutdneo y neurolégico de intoxicacién cré-

nica antes de que se comenzara el estudio propiamente dicho.

El segundo lote de ratas, serie 1I, abarcaba seis ratas
hembras, comparativamente semejantes con las anteriores, a -
las que les fue administrado el HCB por sonda géstrica en —-
suspensién de suero-goma, diariamente, a dosis de 50 mg/Kg -
de peso/dia, junto a inyecociones de hierro intraperitoneal,
tres veces por gemana. La duracién de la experiencia fue de
cinco semanas y en el transcurso de ésta no se produjo ningu
na baja en los animales experimentales pudiéndose realizar -
el estudio de todo el lote.

El tercer lote de ratas, serie III, se componia de 10 -
ratas, cinco machos y cinco hembras, a las que se les admi--
nistreron doeis masivas de HCB desde 500 a 1.500 mg/Kg de pe
so/d{a, por sonda gdstrica, en suspensién de aceite de oliva
¥y con inyecciones intraperitoneales’ide Hierro-dextrano, tres
veces por semana. La intoxicacién se obtuve aproximadamente
a los 18 dfas del tratamiento. E1l mimero de muertes que se -
produjo en este lote fue de cuatro animales, antes de haber

conseguido una intoxicacién plena.
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El cuarto lote, serie IV, fue de 5 ratas, hembras, a ——
las que se les administré el HCB por sonda géstrica, a razdén
de una dosis fija de 100 mg/Kg de peso/dia, en suspensién de
aceite de oliva e inyecciones de Hierro-dextrano en dias al-
ternos. Log estudios de porfirinas se hicieron a las tres ¥y
a las cinco semanas de intoxicaciédn, con el fin de conseguir

una curvea de toxicidad lo méAs completa posible.

El quinto lote, serie V, conataba de 10 ratas, cinco mg
chos y cinco hembres, a las cuasles se les administré una do-
sis fija de HCB, de 50 mg/Kg de peso/dfa, e inyecciones de -
Hierro-dextrano, tres veces por gemsna, la intoxicacién com-
pleta se obtuvo a los tres meses del tratamiento. E1l nimero
de bajag que se produjo en esta serie fue de dos, aunque no
se debidén a la intoxicacidén de un:imodo directo, sino que fue
ron devoradas por sus compafieras de jaula, cuando se produjo

su disminucién f{sica debido al proceso de intoxicacién.

El sexto lote, Serie VI, constaba de ratas hembras, a
las cuales se les administrd una dosis fija de HCB, de\SO mg/
Kg de peso/die, habiéndose hecho previamente siderdticas me—-
diante la sdministrecién de Hierro-dextrano, tres veces por -
semana, 15 d{as antes del comienzo de la intoxicacién por HCB,
El estudio de porfirinas se comenzé a las 4 semanas del comien

zo de la intoxicacién por HCB.

El séptimo lote, Serie V1I, constabe de 6 ratas hembras,
en las cuales se siguidé la misma pauta de intoxicacién segui-
da en el lote VI, la unica diferencia con dicho lote se debe
a que el andlisis de las porfirinss se hizo semanalmente des-

de el comienzo de la intoxicacién con lICB,
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6.7. METODOS ESTADISTICOS

6.7.1. Medidas dentro de un grupo
a) Media (%

- !

X = —emme—

Es la suma de todos los datos del grupo (xiﬁ, dividida -
por el nmimero de datos (N).

b) Desviacidn standard (g)

Es igual a la raiz cuadrada de la varianza.

La varianza (52D equivale a la suma de los duadrados de
lag desviaciones de cada dato con respecto a la media, 4 - -
(xi - x¥2, dividdda por el ndmero de datos menos uno (N-1).

(x, - 0P
8 = (52» = ——fl—--f---

Nl

c) Error stenderd de la media (ESM);

(x, - %)7
Varignza i
N

ESM =
N (N -1)
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6.7.2. Comparacidn entre los valores medios de dos grupos

Si el dato estadistico observado es cuantitativo (mues-
tras cuantitativas), es general, hallar los valores estadis-
ticos de las muestras (media, varianza, etc...) y plantemr —
el problema de si las dos muestras obtenidas pertenecen o no
a una misma poblacién, es decir, si la diferencia d@ medias
encontradas puede explicarse como debida al azar en el proce
so de muestreo, o bien realmente provienen de poblaciones -~
distintas. Las pruebas estad{sticas que se utilizan se deno-

minan de comparacién de medias y se resumetr a continuacidén:

a) Intervalos de confianza de lag medias

Si tenemos una muestra de tamafio N y de media X K des~-
viacidén standard s, obtenidas de una poblacidn Gaussiana, la

media de la poblacién/u s Se encuentra dentro del intervalo

- g - ’ : ’
X - 1,96 -g- —_— X 41,96 —g- p < 0,05
- ' 3 - ' 8 ’
X - 2,58 " ———— x 4 2,58 N p ¢ 0,01

en donde p indica el coeficiente de riesgo.

Lo anterior es aplicable cuando N £ 30. En caso contra—-
rio, las mediag obtenidas en el curso del muestreo siguen una
"t" de Student, de forma que el intervalo de confianza de una

media se obtiene:



1=51=-

z !} -8 n £ '

x t0.0S i e’p £0,05
- — 4 4 ’

X J t0,01 5 a’p £0,01

Al comparar dos muestras E1 y E2 Y representar los in-
tervalos de confianza de la media de cada una, si estos in-
tervalos no tienen parte comin, podemos asegurar (con el ni
vel de riesgo correspondiente) que estas dos muestras se --

han obtenido de poblaciones distintas.

b) Utilizacién de la "t"™ de Student

Se emplea para decidir pi las diferencias entre los va
lores medios de los grupos experimentales son estadf{stica--
mente significatios., E1 valor "t"™ viene dado por:

t = ekl 4 -
error stsndard de la diferencia de las medias

a) Si Nl = N-’z

bt = x-X

(x, - 0% 4 (v, -2

N (N -1)
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t = M AN
-2
1 1 (x, - 3" + (y, - y)»
b it 1
——f ——
N1 N2 N1 4+ N2 -2
en donde:

X e ¥y : son medias de cada grupo
Nl y N2 : son el n? de datos de cada grupo

Una vez obtenido el velor de "t", se calcula en las ta--
blas de Student el valor de "p" para (N1 + N? - 2) grados de
libertad,

La "p" indica la probabilidad de que la diferencia entre
las medias de dos grupos sea significaetiva y las medias de --
dogs grupos sean significativas y no se deba a la casua%}dad.
Como 1i{mite de significacién se considera el 5% (p € 0,05), o
sea que sblo existe un 5% de probebilidad de que la diferen——

cia entre las medias se deba a la casualidad.

Regresién lineal

Para determinar la rectu que mejor se ajuste a un ndmero

de puntos, se acude a la expresidn:

Yy =84+ bx
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ordenada en el origen

T ©
non

coeficiente de regresién (pendiente de la recta):
El coeficlente de regresién es una medida de la depen-~-—
dencia de dos variables, dsndo informacién de la relacién --

existente entre ambas:

(xy) - -H.

N
h)yx =
(x, - §)2
i
By =¥ - b&x (x)

Coeficiente de correlacién

El grado de relacidén existente entre dos variables vie-
ne dado por el valor del coeficiente de correlacién, "r", --—

que se obtiene de la siguiente férmula:

(xy) = =L

r = il
B =2

(x; - %) (yy - %)

siendo N = nimero de datos emparejados.

Seguidamente, con el valor de "r" y el nimero de datos -
empare jados menos dos, buscemos en las tablas de correlacién
el valor de "“p". Una "p™ menor del 5% (p £ 0,05), indica que
entre ambas varisables existe una relacién, aunque no necesa—-—
riamente de ceusalided, ya que ambas pueden depender a su vez

de una tercera variable,
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7. RESULTADCS

7.1. Excreci#in normal de porfirinas en ratas,

Hemos estudimdo la eliminacién urinaria y fecal de por
firinas, asi como en higado, en una muestra de 19 ratas, de
ambos sexos, raza Wistar, escogidas al azar enire una pobla
cién numerosa de animales de las mismas caracter{sticas. En
la Tabla I indicamog la eliminacién fecal, expresada ey/hg
por 24 horas y en/ug por gramo de heces desecadas. En la Ta
bla II reflejamos la eliminacién de las porfirinas urinarias,
expresada en Ag por 24 horas. En la Tabla III presentamos el
contenido en porfirinas del higado expresado en/kg por 100
gramos de tejido fresco. El resumen de los valores medios -
del metabolismo porfir{nico en el grupo de ratas normales -

se encuentra reflejado en la Tabla IV.

La excrecidén biliar fue determinada solamente en 10 ra

tas y sus valores aparecen en la Tabla V.

Ademds de conocer la cuantfa de la excrecién porfirini
ca, nos interesaba estudiar la distribucidén cualitativa o -
proporcién en la que se encontraban las distintas fraccio—-
nes de las porfirinas en las excretas. En las Tablas VI, -~
VII y VIII se expresan los resultados obtenidos en orina, -
heces y bilis respectivamente. Observamos que en orina la &
fraccién predominante es la COPRO, con mifnimas cantidades
de las demds fracciones. En heces, Tabla Vil, la elimina- -
cién de Proto supone hasta més de un 80%. En bilis la frac-
cién predominante es la COPRO, seguida de la PROTO (Tabla -

VIII). Se ha sugerido que la despropbrecionsda eliminacidn -
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de FRUTO en heces de rata es consecuencia, por una parte, de
la transformacién bacteriana de la CCGPRC en PROTC a nivel in
testinal, y por otra a la eliminacién en heces de-Harderopoxr
firina, molécula tricarboxilica especifica de la rats que se

convierte rapidamente en PRCTC,

En la Tabls IX, hacemos un estudio comparativo de; peso
del higado en relacidn con el peso corporel de la rata, con
el fin de empresar esta relacidn en t:nto por ciento, utili-

zendo lag 19 ratas de las Tablas I y II.

En la Tabla X se expresan los valores medios de las disg
tintas fracciones separadas en orina, bilig y heces, median-

te Cromatografia en capa fina (TILC).

En la Tabla XI se expresa la excrecidn urinaria de los
precursores en le orina recientees de las 19 ratas normales -

tomadas como testigos.
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DABLA I

PORFIRINAS EN HECES EN RATAS NORMALES

/kg/dia /g/g seco

Ne COPRO PROTO COPRO PROTO
1 35 89 17 63

2 39 76 21 58

3 33 93 25 57

4 43 105 22 53
5 57 88 21 32
6 50 101 27 40
1 27 38 17 24
8 60 98 26 43

9 45 67 28 41
10 35 67 25 48
11 J9 64 26 41
12 37 69 20 38
13 35 73 18 38
14 41 76 28 51
15 40 66 25 41
16 45 93 27 57
17 39 100 23 60
18 40 106 28 74
19 - 30 - - -85 24 68

Método de Gajdos y Gajdos—Tordk ( Y3)
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TABLA II
PORFIRINAS URINARIAS EN RATAS NOURMALES

Me/fdla
Ne GOPRO uRO
1 6,9 0,11
2 6,8 0,15
3 Te3 0,17
4 6,0 0,25
5 7,2 0,30
6 7,3 0,28
7 Ty3 0,23
8 TeT 0, 30
9 5,6 0,36
10 5,5 0,30
11 5,2 0,32
12 546 0,37
13 7,0 0,34
14 73 0,16
15 5,5 0,14
16 6,8 0,18
17 6,8 0,16
18 7,7 0,22
19 6,0 0,15

Método de Gajdos y Gajdos-Tordk ( 43 )
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TABLA III

2,3
1,7
0,0
1,3
1,7
0,0
0,7

/hg/loo g
COPRO

14,0
10,3
10,0
16,6
17,3
15,4
15,4
18,6
19,6
18,6
20,6
16,7
17,6
19,1
18,1
19,6
16,1
17,2
13,7

PROTO

27,4
29,0
15,4
22,0
20,6
20,9
20,8
21,7
22,5
21,7
23,2
20,3
22,7
30,0
22,0
24,2
13,3
24,2
18,3
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Valorcs medios éel metabolismo vorfirinico en el grupo de ra

tas normales (N = 19)

TABLA IV

x s
HIGADG: kg/100 g
/ . .
URO 1,51 0,88
COPRO 16,55 2,85
PROTC 22,12 3,94
HIGADC: Expresado en tento por ciento ]
URO 3,84 2,42
CCPRO 41,31 5,84
PROTO 54,85 9,30
ORINA: k g/d{a , )
" URO 0,24 0,08
CCI'RO 6,61 0,80
HECES: ke/dfa , _
COPRO 40,53 8,11
PROTC 81,79 17,00

HECES:/ug/g seco ,
CCPRO 23,58 3,60
PRCTO 48,79 12,56



7.1.4, Tasa de porfirines en bilis de ratas normales

TABLA V

N¢ COPRO PROTO

Aplfdla  Ag/100 ml  Ag/afa  4g/100 ml

1 2,40 41,51 1,07 20,85
2 — 30,00 —— 27,00
3 0,52 7,97 0,43 6,64
4 2,00 17,00 1,00 8,60
5 1,42 9,95 0,70 20,26
6 1,06 23,15 0,41 8,82
7 0,57 6,22 0,25 2,76
8 3,72 52,36 2,17 30,55
9 1,32 36,62 0,46 12,73
10 0,44 12,21 0,17 4,63
RESULTADCS
N = 10,00 10,00 10,00 10,00
X = 1,52 24,73 0,74 13,25

8 = 1,09 15,19 0,62 9,58
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Reparto porcentual de las Carboxil-Porfirinas urinarias

en ratas normales.

TABLA VI
COOH
Ne 8 1 6 5 4 Ipor
1 27,75 6,45  --- --- 65,80 8,93
2 16,65 3,07 Tr. 2,29 77,99 3,78
3 13,53 3,96  Tr. Tr. 82,51 4,58
4 18,15 - 5,56 2,22 1Tr. 74,07 6,98
5 18,79 10,43 3,84 Tr. 66,94 13,48
6 21,69 6,02  Tr. -~ 72,29 7,69
7 16,76 5,74 1,03 2,94 73,53 7,24
8 21,89 8,50 2,05 1,42 66,14 11,39
9 24,02 4,34  Tr. 2,19 69,45 5,88
10 16,35 8,01 0,65 1,02 73,97 9,77
11 20,27 2,80 0,7C 2,10 74,13 3,64
12 16,40 7407 1,74 2,72 72,07 8,33
13 18,11 5,61 1,2 0,98 173,99 7,05
14 15,94 4,69 0,78 4,30 74,29 5,94
15 18,66 17,18 1,10 4,07 68,99 9,43
16 9,98 4,32 1,31 2,58 81,81 5,02
17 15,78 5,95 1,09 2,51 74,67 7,68
18 24,26 6,26 0,77 1,37 67,34 8,51
19 20,76 _4,03 _0,85 _1,27 713,09 5,23
x = 18,72 5,79 1,03 1,67 72,79 7,43

4,12 1,92 0,96 1,35 4,71 2,57
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Reparto porcentusl de las Carboxil-Porfirinas fecales

en ratas normales.

IABLA VII
COOH
Ne 8 7 6 5 4 2 Iocp
1 0!54 0,37 0,23 3!10 20,07 75,34 1,81
2 0,37 ©,49 0,00 5,78 17,11 76,25 2,78
3 0,49 0,61 0,39 3,42 21,55 73,54 2,75
4 0,73 0,32 Tr. 5,37 21,17 72,41 1,49
5 0,15 0,56 0,00 3,07 24,74 71,48 2,21
6 0,00 0,00 0,3 4,49 19,96 75,21 0,00
7 3,93 1,34 0,47 3,57 22,46 68,23 5,63
8 0,00 0,00 0,25 4,22 17,63 77,90 0,00
9 . 1,12 0,60 1,94 22,42 73,92 4,76
10 1,27 0,19 0,56 4,02 15,69 78,27 1,20
1 0,37 0,22 0,13 1,48 25,62 72,19 0,81
12 1,65 0,15 0,09 1,47 8,42 88,22 1,75
13 0,20 0,08 0,10 1,04 6,40 92,18 1,23
14 1,09 0,15 o, 1,16 6,03 91,18 2,43
15 0,71 0,00 0,30 0,68 7,13 91,57 0,00
16 0,24 0,00 0,00 0,66 7,12 91,98 0,00
17 0,58 0,21 0,32 1,02 7,92 89,95 2,58
18 0,27 0,13  Tr. 0,72 6,62 92,26 1,93
19 0,42 0,11 0,13 1,46 6,86 91,02 1,58

"t
"

0,69 0,32 0,21 2,56 15,00 81,22 1,84
0,90 0,37 0,20 1,67 7,34 8,93 1,51

w
1}
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7.1.5. TIC de porfirinag en bilis de ratas normales. Expre-

sado en valores porcentuales.

ZABLA VIIT
N¢ 8 CCGOH 7 COOH 6 COCH 5 CUOH __ Py 4 _COOH 2 COOH
1 0,00 Tr. Tr. 4,52 1,41 50,23 43,84
e 0,00 0,00 0,00 4,58 1,48 51,66 42,28
3 0,00 0,00 0,0 1,89 1,68 41,10 55,33
4 1,91 0,32 0,32 4,93 2,23 39,21 51,08
6 1,72 0,00 0,00 0,060 0,00 56,65 40,08
7  Tr. 0,00  Tr. 3,18 0,00 56,12 40,70
8 0,00 0,00 0,00 0,81 0,00 67,59 31,60
9 Tr. 0,24 0,85 3,24 0,00 53,09 34,58
i0 0,5 0,73 1,10 4,58 1,10 53,42 35,52
X = 0,42 0,18 0,22 2,92 0,80 51,33 42,87

.

-] = 0,72 0,25 0'39 1169 0'82 7;92 7977
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7.1.6. Relacién peso de higado (PH)~ Peso corporal (PC) en

ratas normsles

TABLA IX

Ne  PESO CORPCRAL PESO HIGADC % PH/PC

325 17 5420

1
2 320 15 4,60
3 305. 12 3,90
4 430 14 3420
5. 450 15 3,30
6 250 13 5420
7 435 16 3,60
8 360 16 4,40
9 380 15 3,90
10 390 15 3,80
11 330 13 3,90
12 300 13 4,30
13 390 14 3,50
14 330 13 3430
15 390 14 3,60
16 390 15 3,80
17 490 17 3,40
18 515 20 3,80
19 560 16 2,80
Medie = - 386 15 ;Tg;

Doso = 77937 1'83 0’62
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Excerecién urinaria de los precursores de las Porfirinas

en ratas normales.

TABLA XI
Ne ALA FBG
mg/1
1 2,20 0,00
2 1,30 0,00
3 2,30 0,00
4 0,00 0,00
5 0,00 1,40
6 1,80 0,00
7 2,40 1,40
8 3,20 0,25
9 3,80 . 1,00
10 2,80 0,00
11 0,25 1,50
12 2,15 0,00
13 0,00 0,00
14 0,10 0,00
15 3,20 0,90
16 3,80 1,05
17 0,00 0,00
18 2,80 0,00
19 0,25 0,53
X = 1,70 0,42

= 1,40 0,58
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T7.2. BEXCRECICN DE PCRFIRINAS EN LA PCRFIRIA EXPERIMENTAL IN
DUCIDA POR HEXACLORCBENCENG

Hemos estudiado la excrecién porfirfnica en un conjun-
to de ratas intoxicadas por HCB con psutas de administra- -
cién diferentes. En las 28 ratas de la serie I el tdéxico se
ingirid mezclado con el pienSo, en una proporcidn aproxima-—
da de 3 partes por cada mil. En las 6 rataz de la Serie II
se empled la administracién directa a la rate mediante son-
da gistrica, a dosis de 50 mg/Kg. de peso/dia, junto a tres
inyecciones semansles de 10 ng. de hierro-dextrano intrape-
ritonealmente. En la Serie II, el tiempo de duracién de 1a

intoxicacién fue la mitad del correspondiente a la Serie I.

Las series III, IV, V, VI y VII, la administracién se
hizo también por via directn mediante sonda gdstrica, pero
utilizando como vehf{culo de suspensién del producto, aceite
de oliva y variando las dosis, siendo éstas de 500-1.500 mg
por Kg de peso/d{a en la Serie III; 100 mg/Kg de peso/dis -
en la Serie IV; 50 mg/Kg de peso/d{a en las Series V, VI ¥
VII. E1 cambio de dosificacién en estas dltimes series se -
hizo con el fin de conseguir una auténtica intoxicacién en

la que se visuanlizaran todas y cada una de las fases.

La cuantia de la eliminacién urinarie y fecal de cada
una de las dltimas series, se determiné a distintos tiempos
siempre que era posible, dado que algunas ratas se morian -
en etapas muy prematures de la intoxicacién o ersh devora--
das por susg compaifieras de jaula. Los resultados de estos ~-
estudios quedan reflejados en las Tablas: XII, XIII, XIV, -
XV, XVI, XVII, XVIII, XIX, XX y XXI.
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También se ha hecho un estudio en todas estas series del
tanto por ciento del peso del higado con respecto al peso cor
poral del animal, como fndice de la Hepatomegalia producida -
en este tipo de intoxicacién. Estos resultados se encuentran
reflejados en las Tablas, XXII, XXIII, XXIV, XXV y XXVI.

En la serie VII se ha realizado también un estudio de -~
los precursores de las porfirines durante el perfodo de into-

xicacidn. Los resultados se expresan en la Tabla XXVII,

En la Tabla XXVIII se presenta un resumen de los resulta
dos de las cinco primeras series en comparaciédn con ratas noxr

males.
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7.2.1. Ratas porfiricas por Hexaclorobenceno: Eliminacién uri

naria y fecal de porfirinss.

TABLA EX)\
SERIE I

~ Hexaclorobenceno sdministrado en la dieta al 0,3%

~ Tiempo de intoxicacién: 15 semanas

PESO ORINA HECES
£ /ﬁg/dia //Ag/dia //ag/g seco
er ur cr PP cr P
350 32 84 114 104 53 48
490 26 21 71 74 35 37
380 18 14 75 61 33 27
480 31 34 73 87 27 32
380 32 82 93 65 a4 3
300 21 37 75 63 37 32
380 28 73 9 716 44 B
220 25 107 109 54 64 32
220 49 66 15 72 37 41
220 32 42 69 49 27 19
300 17 53 83 68 45 37
270 28 56 81 67 46 38
400 22 54 84 71 42 35
430 17 40 8s 70 41 34

Indice de mortalidad: 14 de 28 = 50%
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Ratas porfiricas por Hexaclorobenceno: Eliminacién urinaria -
y fecal de porfirinas,

TABLA_X |i|
SERIE II

- Hexaclorobenceno administrado por sonda gdstrica en suspen—-

8ién de suero-goma.

~ Dosis: 50 mg/Kg/dia
~ Inferon: 10 mg. tres veces por semana por via intraperito- -
neal,

- Tiempo de intoxicacién: 5 semanas.

PESO ORINA HECES
g /ﬁg/dia //ag/d{a //kg/g seco
cp up ¢ce » cP PP
270 13 38 68 70 35 36
250 27 76 105 98 48 45
280 69 131 89 70 32 2%
260 29 93 90 17 47 40
260 40 113 108 86 34 27
250 27 116 106 67 53 34

Indice de mortalidad: O
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Ratas porfiricas por Hexaclorobenceno: Eliminacién urinaria y

fecal de porfirinas

TABLA XIV
SERIE III

- HCB administrado por sonds géstrica en suspensién de aceite
de oliva.

- Dosis: 500-1.500 mg/Kg/dia

- Inferon: 10 mg. Tres veces por semana por via intraperito--
neal.

- Tiempo de intoxicacién: 3 semenas

~ Andlisis de orina y hefes a las dos semanas.

PESO SEXO ORINA HECES

g wgfiia g/g seco

7 ’ /
cP up cr PP

250 M 39 5 13 357 44
270 M 44 2 9 39

240 M 27 2 9 28 4
250 M 49 4 8 27

25C M 10 0 6 30

250 H 8 2 8 23

240 H 16 2 12 30 +
250 H 1 8 24

240 H 1 10 32 +
240 H 8 1 T 22
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SERIE III

Andlisis de porfirinas s las 3 semanas de intoxicacién -

en les ratas supervivientes.
44 Devorada por sus compafieras de jsula

4 Muertas por intoxicacién.

PESO SEXO ORINA HECES
g ;/kg/dia ///Lg/g seco
cP ur cp rp
290 M 146 49 67 g2
220 M — — - —
300 M 35 79 18 78
260 H — — — -
250 H - ol 5 31
150 H 4 26 1 99

Indice de mortalidad: 4 de 10 = 40%
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Ratas porfiricaes por hexaclorobenceno: Eliminacién urinaria y

fecal de porfirines.

TABLA XY, |
SER1E IV

- HCB sdministrado por sonda géstrica en suspensién de aceite
de oliva.

-Dosis: 100 mg/Kg/d{ia

~ Inferon: 10 mg tres veces por semana por via intraperite- -
neal.

- Tiempo de intoxicacién: 7 semanas

- Andlisis de orina y heces: 3 semanas

PESO SEXO ORINA HECES
wg/fifa o
g Yy, g/ /‘g/g sec
CP up CP PP
180 H 0,5 4 26
160 34 9 2 9 ~o8
160 H 6 7 25
150 H - - - -—
150 H 1 0,5 5 26

44 Muerte accidental en la administracién,

1+
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SERIE IV

— Anflisis de orina y heces & las 5 semanss de administracidén

PESO SEXO ORINA HECES

8 Mgfdfla te/eg seco
Ve e

cP up cP rP
180 B 22 73 90 302
160 H 8 5 98 219
200 H 71 88 58 1C1
200 H 5 2 23 63

Indice de mortalidad: 1 de 5 = 20%



-75-

Ratas porfiricas por hexaclorobenceno: Eliminacién urinaria y

fecal de porfirines.
TABLA XV.L
SERIE V

- HCB por sonde géstrica en suspensidén de aceite de oliva
—~ Dosis: 50 mg/Bg/d{a

- Inferon: 10 mg tres veces por semana por via i.p.

- Tiempo de intoxicacién: 12 semanas

Andlisis de orina y heces: 5 semanas

PESO  SEXO ORINA HECES
g //hg/dia /Ag/g seco
ck ue cr PP
220 H 194 18 16 36
240 H 76 g 14 68
260 H — - - -
230 H — —-— -— —
240 H 218 660 25 g;
490 M 10 2 8 37
440 M 58 10 24 45
460 M 30 4 14 54
430 M 9 2 27 52
470 M 84 23 19 31

+4
+4
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SERIE V

- Andlisis de orina y heces a las 7 semanas

PESO SEXO ORINA HECES
g Mg/dla ’/Ag/g seco
cP ur cr PP
240 H 49 10 8 16
260 H 25. 6 3 9
280 H —_— - _— —
460 M 6 26 36 53
440 M 7 91 60 56
430 M 8 97 42 58
490 M 4 22 79 54
450 M 6 122 103 73

Indice de mortalidad: 2 de 10 = 20%

Las dos ratas primerss de esta serie, contindan cop la -
intoxicacién hasts las 15 semanas. Al cabo de éstas, los anf-

lisis de porfirinas fueron los siguientes:

BESO SEX0 ORINA HECES

g //kg/dia Mg/ seco
cr up €L e

230 H 102 121 46 28

270 H 113 117 28 53



77—

Ratas porfiricas por hexaclorobenceno: Eliminacién urinaria y
fecal de porfirinas.

TABLA XVII

SERIE VI

HCB por sonda gistrica en suspensién de aceite de oliva

Dossis: 50 mg/Kg/dia ]

Inferon: 15 dfas previos a la intoxicacién por HCB, a razén
de 10 mg/dia

- Tiempo de intoxicacién: 14 semanas

t

~ Anflisis de Porfirinas: Antes del comienzo del tratamiento

PESO ORINA HECES
D cP uE ce ke ce P
g ml g/24 h weyg seco ngy24 h

/ / %
170 12 3,53 0,25 2,00 28,00 4,92 74,61
180 15 7,75 0,12 3,00 32,00 3,57 47,27
210 10 2,60 0,00 4,00 54,00 4,53 67,05
170 9,5 4,98 0,17 4,00 26,00 7,25 43,30
210 8 3,8% 0,33 5,00 31,00 6,92 43'10,
Media & 4,54 0,17 3,60 34,20 5,44 55,07
D.S. . 1,98 0,13 1,14 11,32 1,59 14,73



-T78-~

SERIE VI

~ Anflisis de Porfirines tras 15 dfas de Inferon: 10 mg/dia

PESO

1906
200
230
190
230

1=}

ml

8,25

13,00
4,75
9,25

L[}

CP

2,95
9,99
2,26
2,06

2' 35

3,92

ORINA

HECES
o up Ce P cr Y
&/24 h g/g seco 4g/24 h

s e /
0,51 6,81 48,06 9,35 65,91
0,98 7,25 37,88 7,93 41,39
0,68 5,49 46,66 6,01 51,08
0,33 9,52 80,11 9,00 76,83
0,55 6,00 63,00 6,85 73,00
0,62 7,01 55,84 7,83 61,44
0,23 1,56 16,62 1,41 14,75

3,41
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SERIZ VI

- Anilisis de porfirinas: 4 semanas de intoxicacién por HCB

PESC

240
230
290
260

o

ml

31,5
2,5

12,5

2,5

ORINA HECES

cP up cP PP CcP FP
“ug/24 h Ug/g seco “~g/f24 h
| /

26,50 10,40 23,00 45,00 39,00 77,00
15,90 1,99 40,00 73,00 67,00 122,00
15,80 7?30 35,00 76,00 103,00 223,00
12,05 8,14 58,00 104,00 68,00 121,00
16,56 6,96 39,060 74,50 69,25 135,75
6,22 3,56 14,54 24,12 26,21 61,84
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SERIE VI

- Anélisis de Porfirinas: 6 semanas del comienzo de la intoxi

cacién con HCB,

PES O

240
240
280
240

Media

D.So

ml

16
16
16
16

ORINA HECES
(4234 ur cr £P cr Fp
ug/24 h //kg/g seco /1;3/24 h
%
42,00 239,00 51,00 111,00 146,00 319,00
57,00 84,00 77,00 65,00 242,00 205,00
50,00 160,00 141,00 125,00 165,00 147,00
39,00 254,00 64,00 62,00 144,00 141,C0
47,00 184,25 83,25 90,75 174,25 203,00
8,12 78,53 39,94 32,60 46,15 82,54
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SERIE VI

-~ Anflisfs de Porfirinas: 8 semanas de intoxicacién por HCB

PESO

270
240
280
240

(1=

ml

5,5
13,0
3,5
12,0

"

ORINA HECES
ce up cp b33 cp PP
wg/24 h kg/g seco 4g/24 h

/ /

17,60 172,00 29,00 24,00 40,00 33,00
57,00 118,00 51,00 55,00 84,00 91,00
56,00 181,00 16,00 26,00 21,00 32,00
34,00 216,C0 30,00 16,00 60,00 32,00
41,00 171,75 31,50 30,25 51,25 47,00
19,20 40,55 14,48 17,06 27,02 29,34
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SERIE VI

~ Anflisis de Porfirinas: 12 semanas de intoxicacién por HCB

PESO

280
270
330
300

ml

8,0
10,0
17,0
17,5

ORINA HECES
) UP cp P cp PP
we/24 n ug/e seco wg/24 h

,/ / a

49,00 178,00 19,60 14,00 51,G0 36,00
55,00 71,00 28,00 38,00 81,00 112,00
25,00 219,00 38,00 34,00 29,C0 27,00
75,00 377,00 33,00 20,C0 121,00 62,00
51,00 211,25 31,00 26,50 70,50 59,25
20,59 126,90 9,42 11,36 39,85 38,17



- Anflisis

PESO

290
270
330
300

jL=]

ml

3,5
16,0
16,0
10,0

P
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SERIE VI
orfirinas: 14 semanas de intoxicacién por HCB
ORINA HECES
ce up ¢ PP cp 33
wg/24 h l/ﬂg/g seco ~&/24 h
s /
69,00 306,060 52,00 64,00 63,00 78,00
151,00 68,00 83,00 64,00 172,00 133,00
63,00 434,00 77,00 30,00 80,00 52,00
141,00 273,00 60,00 39,00 155,00 102,00
76,75 268,75 55,75 45,75 93,25 80,25
45,48 154, 34 17,86 14,66 41,78 35,36
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TABL: XVIII

Ratas porfiricas por Hexaclorobenceno: Eliminacidén urinaria

Yy fecal de porfirinas.
SERIE VII

~ HCB por sonda gdstrica en suspensién de aceite de oliva.

- Dosig: 50 mg/Kg/dia ‘

—~ Inferon: 15 dfas previos a la instoxicacién por HCB, a ra--
zén de lo mg diarios.

- Tiempo de intoxicacién: 11 semosnas,

- Andlisis de Porfirinss: Anfbs del comienzo del tratamiento

PESO ORINA HECES
D cP UP CP PP CcP PP

g ml /g/24 h /,,_g/g seco wef24 h

190 7,5 4,60 1,68 2,35 6,05 9,52 24,42
210 12 4,20 0,96 4,24 7,21 17,69 30,06
220 9,5 3,78 0,74 8,69 33,45 31,95 122,91
180 3,5 1,86 0,37 3,88 14,29 11,04 40,62
170 12,5 17,43 3,11 3,60 16,17 14,76 66,20
170 17,8 12,80 1,33 2,60 10,53 11,15 45,16
Media = 7,45 1,37 4,23 14,62 16,02 585,90
‘D.S. = 5,64 0,87 2,10 9,14 7,62 33,15



-~ Anfdlisis de Porfirinas:

PESO
D

£ ml
190 6,25
200 g9,%
220 ,7
180 T
180 23
190 17,5
Media =
D.S- =

85—

SERIE VIL

I1

Trag Inferon

ORINA HECES

ce  up cp PP cP b33
/g/za; h «&/g seco «&/24 h

. . ) . . / . .
3,13 0,00 2,86 10,32 12,80 46,12
3,80 O,DO 1,98 6’04 7,85 23,95
1,69 0,39 3!45 11,3g 8,03 26,35
3,22 0?49 1,64 13,17 7,82 §2,96
6'67 0,92 3,96 14,81 19,15 71’60
8,58 0,00 8,64 21,56 26,24 65,45
4,52 0,30 3,76 12,87 13,65 49,41
2,34 0,34 2,31 4,74 6,93 18,80
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SERIE VII

~ Andlisis de Porfirinas: 1 semang de la intoxicecién por HCB

PESO ORINA HEC:S

D g oy cr PP cp ep

e ml wne/24 h ug/e seco Lg/24 h
V% s .

250 11 4,73 1,87 1,13 7,11 1,93 12,16
220 10 3,10 0,30 2,90 15,64 9,76 52,66
250 8 1,84 0,3 4,08 10,67 10,17 26,59
210 10 3,00 0,47 6,64 14,58 27,93 61,35
250 15 6,60 1,31 0,66 12,32 1,95 36,30
250 13 8,50 0,97 0,57 6,60 2,38 27,48
Medie = 4,63 0,88 2,66 11,15 9,02 36,09

D.S. = 2,29 0,57 2,18 3,44 9,16 16,58
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SERIE VII

- Andlisis de Porfirinas: 2 semanas de intoxicacién por HCB:

PESO

260
250
260
230
260
270

ORINA
D ce up
ml //»tg/24 h
10,5 4,36 0,57
5,5 3,24 0,94
7 3,11 0, 3%
8 10,50 3,79
10 17,40 2,74
= 7,39 1,52
= 5,08 1,28

HECES
ce PP ()3 FP

//ﬂg/g seco //kg/24 h

3,84 1%,10 30,63 137,14
424 14,06 24410 81,33
9,78 37,40 47,38 181,20
8,50 23,88 60,83 172,29
6,20 19,50 26,70 84,15
6,33 21,67 28,20 96,54
6,48 22,2% 36,31 125,44
2,12 7,45 13,30 40,68
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SERIE VII

- Anflisis de Porfirinas:

PESO

260
240
270
220
270
270

D

m; /:;/24 h

cP

9,5 6427
8,8 7,74
6,3 4,28
4,5 2,21

15
14

25,09
27,45

12,17

10,13

ORINA

up

cP

PP

//;;/g seco——

7,17

2,99 13,02 18,58
1,96 16,60 23,17
0,16 14,70 14,88
2,69 4,20 7,26
1,58 4,46 6,20
1,87 10,03 13,21
0990 4'94 6'20

HECES

3 semanas de intoxicacién por HCB

cr P

wgf24 n
11,32 14,44
8,49 12,21
62,02 86,58
45,78 46,34
7,66 13,13
8,95 12,45
24,04 30,84
21,65 27,74
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SERIE VII

- Anélisis de Forfirinas: 4 seamanas de intoxicacién por HCB

PESQ
D
g ml
250 9,3
230 6,6
260 2,8
240 6,6
260 9,5
260 16
Media =
D.S. =

ORINA HECES
cP Ue ce P ce EP
ug/24 h ug/g seco we/24 h
e s

13,02 1,02 22,70 26,59 70,03 82,06
16,30 3,70 37,28 50,18 89,34 120,24
9,52 12,85 38,05 32,74 87,26 75,09
10,82 1,58 19,46 23,70 66,37 80,84
41,61 10,1§ 16,45 20,02 21,31 25,94
15,04 0,48 16,22 33,82 24,57 51,23
17,72 4,97 25,03 31,18 59,81 72,57
10,92 4,79 9,18 9,74 27,38 29,05
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SERIE VII

- Anflisis de Porfirinas: 5 semanas de intoxicacién por HCB

PESO

270
260
290
250
290
290

ml

13

13

13
15

ORINA HECES
Ce up ce P cPp PP
ug/24 h ug/g seco ©g/24 h
. . / . . ‘ .
8,97 10,40 17,03 16,52 38,93 37,77
26,00 48,23 14,76 22,49 12,38 18,86
50,85 76,51 23,54 17,75 26,36 19,87
15,89 33,25 27,74 17,65 61,16 38,90
89,83 103,74 34,52 29,55 32,38 27,72
61,95 46,80 31,88 27,56 67,96 58,74
42,25 53,16 24,91 21,92 39,86 33,64
28,25 29,97 7,26 5,08 19,31 13,65
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SERIE VII

- AnAlisis de Porfirinas: 6 semanas de intoxicacién por HCB

PESO

270
240
270
230
280
280

D

ml

14
16
14
15
15
13

]

ORINA HECES
cr 134 ce P cr FP
4g/24 h ng/fg seco #gf24 h

/ s /
42,38 31,27 21,02 12,05 46,43 26,62
69,54 89,35 23,60 26,48 34,74 38,97
40,88 96,75 22,31 36,12 22,31 36,12
30,75 71,55 27,63 36,29 47,48 62,36
100,88 112,19 27,27 74,42 29,50 80,50
64,89 77,09 58,67 42,24 102,31 73,66
58,22 79,70 30,08 37,93 47,13 53,04
23,44 25,35 13,01 18,96 26,21 20,19
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SERIE VII

4 Andlisis de Porfirinas: 7 semanas de intoxicacién por HCB

PESO

260
250
270
230
280
280

ml

13
14
15
14
15
13

[]

i

ORINA HECES
crp up CP PP cP FP

//4&/24 h ug/g seco w€/f24 h

74,49 57,33 26,64 9,20 74,87 25,86
73,64 129,98 19,34 8,50 31,67 13,96
101,40 176,85 32,16 45,82 62,18 88,58
139,58 107,52 13,17 8,32 15,52 9,81
62,87 130,20 28,68 11,24 65,97 25,86
30,59 116,74 22,84 15,00 30,21 19,84
80,43 119,77 23,81 16,35 46,74 30,65
33,69 35,42 6,24 13,37 21,88 26,55



-93-
SERIE VII

- Anflisis de Porfirinas: 7 semanas de intoxicacién por HCB

PESO ORINA HECES
D cr up cP EP cP PP
g ml g/24 h g/g seco t«g/24 h
//ﬂ //k /
270 15 67,50 150,75 64,78 100,82 66,55 103,56
250 14 54,32 145,88 41,34 29,49 29,31 20,91
270 12 65,88 357,36 99,11 158,36 77,49 123,81
240 12 63,88 184,20 81,44 237,58 62,19 181,42
270 15 46,65 127,50 15,41 31,99 20,03 45,58
270 16 29,79 112,96 16,04 17,20 30,47 32,68
Media = 55,50 179,78 53,02 95,92 47,67 84,66

D.S. = 13,98 82,39 31,59 80,30 21,81 57,07
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SERIE VII

- Anflisis de Porfirinas: 11 semanss de intoxicacién por HCB

PESO

230
220
240
200
250
270

13
12
14

9
12
15

ORINA HECLE
D o ur cr o ce I
ml g/24 h «wg/g seco we/24 h
///A 7
73,32 155,61 65,21 53,46, 141,94 116,40
139,24 251,29 28,06 28,43 68,26 69,16
94,22 312,76 31,70 37,94 18,96 22,68
61,29 118,17 18,93 30,89 17,96 29,30
85,80 126,84 43,94 23,71 33,07 17,84
99,65 211,38 38,97 33,84 59,95 50,78
31,39 80,94 14,92 9,73 43,47 34,11
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TABLA XIX

Eliminacién de los precursores de las porfirinas en ori

na reciente de las ratas de la Serie VII

- Tiempo: Antes del comienzo de la intoxicacién

ALA PBG
ng/1
2,00 0,28
1,35 0,04
0,65 . 0,00
0,30 0,00
0,25 0,07
1,10 0,35
Media = 0,94 0,12

D.S. = 0,62 0,14 ~
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- Anflisis de Precursores de-lss porfirinas tras Inferon

Rata n? ALA PBG
mg/1
1 0,00 0,00
2 1,30 0,00
3 0,85 0,00
4 0,00 0,00
5 1,80 0,56
6 2,30 0,68
Media = 1,04 0,21

D.S. = 0,86 0, 30



~ Anélisis de precursores de las Porfirinas a la 1% gsemana de
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SERIE VII

intoxicacién por HCB

Rata n¢

NV oW N

ALA

0,85
0,80
0,63
0,00
1,20
0,57

0,68

0,36

mg/1

PBG
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SERIE VII

-~ Anflisis de precursores de porfirinas a la 22 semana de into

xicacién por HCB,.

Rata ne¢ ALA PBG
mg/1

1 0,00 0,00
2 0,20 0,00
3 0,00 0,00
4 0,00 0,00
5 1,90 0,07
6 0,75 0,05

Media = 0,48 0,02
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SERIE VII

-~ Andlisis de precursores en orina reciente a la 32 semana de
intoxicacién por HCB.

Rata ng ALA PBG
ot
1 8,05 0,07
2 5,23 0,00
3 3,91 0,82
& 2,00 0,24
5 6,40 0,00
6 2,50 0,00
Media = 4,68 0,19
D.s. = 2,13 0,28
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SERIE VII

- Anflisis de precursores en orina reciente a la 48 semana de

intoxicacién por HCB.

Rata no ALA PBG
mg/1

1 3,40 0,39
2 0,80 0,31
3 0,00 0,13
4 0,00 0,34
5 8,60 1,84
6 2,70 0,82

Media = 2,58 0,64

D.S. = 2,98 C,y57
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SERIE VII

- Anilisis de precursores en orina reciente a las 5 semanas

de intoxicacién por HCB

Rata ne ALA PBG
mg/1

1 1,20 0,00
2 1,30 0,00
3 25,50 9,35
4 1,85 2,68
5 177,50 26,23
6 45,00 6,52

Media - 42,06 7,46

D.S. = 62,68 9,04
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SERIE VII

- Anilisis de precursores en orina reciente a las 6 semanas

de intoxicacidn por HCB.

Rata n? ALA PBG
mg/1
1 20,50 7422
2 43,00 8,07
3 172,70 42,86
4 6,50 12,46
5- 196,50 45,33
6 146,00 . 29,32
Media = 98,53 24,21

o
w
.
[}

75,68 15,84
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SERIE VII

~ Andlisis de precursores en orina reciente a las 7 semanas
de intoxicacién por HCB

Rata n¢ ALA PBG
mg/1
1 17,40 11,33
2 169,50 47,64
3 119,70 56,65
4 105,00 26,91
5 740,00 61,19
6 314,00 45,47
Media = 244,27 41,53

D.S. = 238,94 17,29
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SERIE VII

- Andlisis de precursores en orina reciente a las 9 semanas

de intoxicacién por HCB

Rata n? ALA PBG
mg/1

1 22,40 16,40
2 180,20 53,80
3 56,00 43,00
4 142,80 26,60
5 126,00 23,80
6 122,00 22,60

Media = 108,23 31,03

D.s. = 53,19 13,03
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7.2.2. Ratas porfiricas por Hexaclorobenceno: Contenido de -
porfirinas en higado. Tanto por ciento de peso del hi

gado con respecto a peso corporal.

TABLA XX
SERIE 1
Ne PC PH PCRFIRINAS EN HIGADO - PH/PC
g g M&/100 g
ce P2 UP
2 350 21 54 AT 495 6
3 490 24 33 26 172 4,8
5 380 21 54 47 203 5,5
6 480 23 55 21 194 4,7
7 380 28 47 16 412 7,3
9 300 24 66 43 361 8.
10 380 30 32 29 456 7,8
14 220 16 87 95 617 7,2
15 220 13 26 35 340 5p9
16 220 13 70 73 317 549
17 300 19 30 86 257 6,3
18 270 15 44 38 414 5,5
27 400 23 18 23 319 5'7
28 430 24 33 21 203 549

————— e — — em— ——

X = 344 21 46 43 340 6,15
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Ratas porfiricas por Hexaclorobenceno: Contenido de porfiri-
- nas en higado, Tanto por ciento del peso del hfgado sobre pe

so corporal,

TABLA XXI

SERIE II
Ne BC PH PORFIRINAS EN HIGADO </ PH/PC

g e ug/100 g
7/
cr PP ue

1 270 14 20 27 208 5,10
2 250 15 31 20 362 6,00
3 280 22 38 35 617 7,80
4 260 16 37 12 356 6,10
5 260 17 46 11 419 6,50
6 250 17 23 19 668 6,80
Media 262 17 32,5 20,7 438,33 6,38

D.S. 10,67 2,54 8,9 8,3 158,48 0,82
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Ratas porfiricas por Hexaclorobenceno: Contenido de porfiri-
nas en higado, Tanto por ciento del peso del higado sobre el

peso corporal.

TABLA XXII
SERIE III
Ne C PH PORFIRINAS EN HIGADO %PH/PC
g g /ug/loo g
@ P2 u
2 290 28,0 85 12 3 9,6
4 220 24,4 8 10 9 11,0
5 300 22,0 27 14 19 7,3
6 260 16,0 13 5 0 6,1
8 250 14,0 22 0 0 5,6
10 220 16,0 20 18 12 7,2
Medin 257 20,0 29,2 9,8 7,2 7,8

D.So 30'9 5'1 25'7 5,9 6’9 1'9
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Ratas porfiricas por Hexsclorobenceno: Contenido de porfiri-

nas en higado., Tanto por ciento de peso de higado sobre peso

corporal.
TABLA XXIJI
SERIE IV
Ne PC PFH PORFIRINAS EN HIGADO %PH/PC
g 8 #g/100 g
Ce PR UP
1 180 12,13 34 63 72 6,7
2 160 13,77 37 42 332 8,6
3 200 12,66 69 92 848 6,3
5 200 14,70 1 19 29 Ts3
X< 185 13,33 35,25 54 320,25 752

D.S. 17 0,98 24,07 26,9 326 0,87
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Ratas porfiricas por hexaclorobenceno: Contenido de porfi-
rinas en higado. Tanto por ciento de peso de higado sobre

peso corporal,

TABLA XXIV
SERIE V
Ne PC PH. PORFIRINAS EN HIGADO %PH/PC
g g //Ag/loo g
ce P UP
1 230 15,7 123 28 382 6,8
2 . 270 14,5 147 0 648 543
5 280 16,0 212 140 1196 547
6 460 29,0 154 27 123 6,1
7 440 21,0 83 24 31 4,7
8 430 18,6 196 84 179 4,3
9 490 22,5 23 22 0 4,6
10 450 30,4 98 56 119 6,7
X = 381 20,9 129,5 47,6 334,75 5,5

D.S. 96 5,7 57,7 42,2 381,13 0,9
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RATAS PCRFIRICAS PCR HCB: Tanto por ciento de peso higado -

con relacién al peso corporal.

TABLA XXV
SERIE VI
Ne PESC CCRPCRAL PESC HIGADC % PH/PC

2 290 11597 4,1
3 300 11,26 3,7
4 340 13,71 4,3
5 300 16,05 5,3
Media = 307,5 13,25 4,35
D.s. = 19,20 1,83 0,59
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RATAS PCRFIRICAS PCR HCB: Tanto por ciento de peso higado --

con relecién al peso corpaoral

TABLA XXVI

SERIE VII
Ne PESO CCRPORAL PESC_HIGADG % PH/PC
1 160 11,02 6,80
2 250 11,00 4,40
3 240 13,80 5,70
4 220 8,81 4,¢0
6 270 13,53 5,00
7 270 11,30 4,10
Media = 235 11,58 5,00
D.S. = 37,74 1,66 0,98
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7.2.3. Ratas porfirices por HCB: Fraccionamiento mediante --
Cromatografia en capa fina (TLC) de las porfirinas en

orina. Serie I y II.

TABLA XXVII

H_Q_ 8 COOH 7 COOH. 6 COCH 5 COOH 4 COOH
% del total de Porfirinas

18 34,10 30,20 14,30 10,00 11,40

21 41,70 34,30 7450 4,50 12,00
27 36,60 6,00 ——— 8,70 48,70
28 54,70 30,00 -—— ——— 15,30
1 58,10 19,30 2,40 2,40 17,80
2 56,50 30,90 ——— -——- 12,60
4 35,80 31,90 7,50 5,80 19,00
5 24,60 31,40 26,10 — 17,90

Las cuatro primeras ratas corresponden a la Serie. I ¥

las cuatro Wltimas a la Serie II.
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Ratas porfiricas por HCB: PFraccionamiento mediante cromato--
grefia en capa fina (TILC) de las porfirinas urinarias de las
Series III, IV y V en la fase inicial de intoxicacién,

TABLA XXVIII

ﬂi 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COCH 4 CCOH
% del total de porfirinas

3 0,30 Tr, — Tr. 99,70

4,20 4,02  ———ee 2,62 89,16
5 5,40 5,07 Tr. - 89,53

2,04 Tr. Tr. 8,61 89,44
3 9,40 , 90,59
5 3,16 11,55 85,29
1 8,54 6,04 2,08 7,29 77,05
2 . A - - 10C, 00
5 8,71 6,91 1,20 5,10 78,08
6 Tr. Tr. - 100,00
7 2,42 0,91 96,67
8 4,91 Tr. 95,09
9 Tr. ——— Tr. Tr. 100,00

10 31,21 8,07 1,27 Tr. 59,45
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de porfirinas urinarias de las

series III,IV y V, en la \ltima etapa de intoxicacién.
TABLA XXIX

Ne 8 CCOH 7 COOH 6 CCOH. 5 COOH 4 COOH
% del total de porfirinas

32,76 13,03 8,81 9,96 35,44

5 10,13 3,70 3,21 21,23 61,73
1 69,55 10,47 3,36 5,06 11,56
2 29,57 10,52 5,47 15,87 38,57
3 68,32 10,54 1,94 4,65 14,55
5 25,04 15,86 2,28 2,02 64,80
1 11,15 15,20 13,18 9,80 50,67
2 33,11 25,34 8,78 5,74 27,03
5 51,50 10,70 7,59 10,85 19,36
6 39,39 Tr. -—= 60,61
8 14,37 : . 13,77 71,86
9 15,29 14,65 8,28 10,83 50,95

10 72,84 7,35 ¢r. 3,83 15,98
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Ratas porfiricas por HCB: Fraccionamiento medisnte Cromato-
grafia en capa fina (TLC): de las porfirinas urinarias de la

Serie VI, antes del comienzo de la intoxicacién.

TABLA XXXI

N2 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH 4 COOH  I,.q
1 27,75 6,45 ~ ————o Tr. 65,80 8,93
2 16,65 3,07 Tr. 2,29 77,99 3,78
3 13,53 3,96 Tr. Tr. 82,51 4,58
4 18,15 5456 2,22 Tr. 74,07 6,98
5 18,79 10,43 3,84 Tr. 66,94 13,48

X = 18,98 5,89 1,21 0,46 73,46 7,55

D.5. = 5,31 2,86 1,75 1,02 7,14 3,89
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Ratas porf{ricas por HCB: TLC de las porfirinas urinarias -

de la Serie VI tras 15 dfas de Inferén.

ZABLA XXXII
Ne " B COOH 7 COCH 6 COOH 5 COGH 4 COOH Ipop
1 21,69 6,02 Tr. === 72,29 17,69
2 16,76 5,74 1,03 2,94 13,53 17,24
3 21,89 8,50 2,05 1,42 66,14 11,39
4 24,02 4,34 Tr. 2,19 69,45 5,88
5 22,40 4,13 0,78 3,93 68,76 5,67
x = 21,35 5,75 0,77 2,10 70,03 7457

D.S. = 2,73 1,75 0,85 1,49 2,93 2,30
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas urinarias de
la Srie VI a las 4 semanas del comienzo de la intoxicacién -

por HCB.

TABLA XXXITI

Ne 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH 4 CGOH  Ip.n
2 70,17 10,85 2,24 1,67 14,47 42,85
3 67,03 15,27 0,91 1,64 15,15 50,20
4 60,47 18,70 5,28 4,37 11,18 62,58
5 75,33 13,87 4,33 3,15 3,22 80,69

x = 68,40 14,67 3,19 2,71 11,03 59,08

D.S. = 6,28 3,26 1,98 1,31 5,42 16,55
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas urinarias de

la Serie VI a las 6 semmanas de intoxicacién por HCB,

TABLA XXXIV

N¢2 8 COCH ; COCH. 6 COOH 5 COOH 4 COOH IPCT
2 63,89 16,67 4,44 5,12 9,88 62,79
3 63,12 14,68 4,57 4,86 12,67 53,81
4 67,18 14,49 4,31 4,72 8,30 60,91
5 70,98 13,93 3,02 3,37 8,70 61,56
% = 66,29 14,97 4,08 4,52 10,14 59,78
D.S. = 3,59 1,19 0,72 0,78 1,76 4,03
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Ratas porfiricas por HCB: TILC de las porfirinas urinarias

de la Serie VI a las 8 semanas de intoxicacién por HCB,

N¢

voa W N

Hi

TABLA XXXV
8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH 4 CCGOH IPCT
77,16 15,67 3,20 1,18 2,79 84,89
63,00 16,45 2,36 0,97 13,02 52,95
72,42 17,63 3,27 2,06 4,62 79,24
65,84 16,04 5,41 2,61 10,10 61,36
= 71,11 16,00 3,56 1,70 7,63 69,61
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas urinarias

de 1la Serie VI a las 12 semanas de intoxicacién por HCB.
TABLA XXXVI

Ne 8 COOH 7 COOH 6 COCH 5 CCOH 4 COOH IPCT

I

65,47 16,50 3,87 2,20 11,92 57,98

2

3 61,85 12,31 2,31 2,44 21,09 36,88

4 74,36 19,67 2,46 0,89 2,62 82,25

5. 63,44 17,33 5,88 2,42 11,03 61,11
% - 66,28 16,45 3,62 1,98 11,67 61,06

D.S. = 5,59 3,07 1,66 0,74 7,55 21,08
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas urinarias

de la Serie VI a las 14 semanas de intoxicacién por HCB.

TABLA XXXVII

Ne 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH 4 COOH I
3 27,90 12,30 6,49 6,04 42,27 20,65
4 58,22 25,89 3,35 2,38 10,12 71,90
5 56,91 16,05 6,77 3,59 16,68 49,04

X = 63,41 18,89 4,32 2,69 10,69 64,31

D-S- = 8’95 4’93 2)40 1'30 4’35 10,51
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Ratas porfiricas por HCB: Fraccionamiento mediante Crometogra
f{a en capa fina (TLC) de las porfirinas urinarias de la Se--

rie VII antes del comiento de la intoxicacién.

TABLA XXXVIII

No 8 COOH 7 COOH 6 COOH S C6OH 4 COOH L
1 8,85 6,80 0,68 2,04 81,63 7,69
2 14,32 8,37 1,98 2,64 72,69 10,33
3 4,51 5,91 0,62 1,87 87,09 6,35
4 17,06 6,07 2,34 6,77 67,76 8,22
6 11,32 10,61 3,18 4,07 70,79 13,03
7 6,88 12,50 Tr. 3,54 77,08 13,95

X = 10,49 8,38 1,47 3,49  §6,17 9,93

D.s., = 4,28 2,43 1,10 1,65 6,64 2,78
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Ratas porfiricas por HCB: TILC de las porfirinas urinarias
tras 15 dia de Inferén.

TABLA XXXIX

Ne 8 COOH 7 COOH 6 CGOH 5 COOH 4 COOH  Ip.g
1 6,40 3,60 1,20 0,80 88,00 3,93
2 10,14 4,97 2,48 1,66 80,75 5,80
3 10,33 5,03 1,96 7,26 75,42 6,25
4 13,60 3,58 1,19 0,48 81,15 4,23
6 5,30 0,40 Tr. 0,60 93,69 0,43
7 2,16 4,53 1,29 3,66 88,36 4,88
x = 7,99 3,69 1,35 2,41 84,56 4,25

D.s. = 3,76 1,56 0,77 2,42 6,06 1,90
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Ratas porfir;cas por HCB: TLC de las porfirinas urinarias de

la Serie VII, g la 12 semana de intoxicacién por HCB.

TABLA XL

Ne 8 COOH 7 COOH 6 CCOH 5 COOH 4 COOH. I,
1 13,33 6,55 0,47 5,38 74,27 8,10
2 10,61 5,60 1,24 5,80 76,75 6,80
3 20,23 7,28 2,47 11,79 58,23 11,11
4 12,20 8,44 1,69 4,50 73,17 10,34
6 5,73 4,02 1,55 3,56 85,14 4,51
7 6,55 2,98 Tr. 4,17 86, 30 3,34
x = 11,44 5,81 1,24 5,87 75,64 7437
D.S. = 4,81 1,87 0,80 2,74 9,30 2,82
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas urinarias de

la Serie VII a lss 2 semanas de intoxicacidén por HCB.

TABLA XLI

Ne 8 COOH: 7 COOH 6 CCOH 5 CCCH 4 COOH  Ip.q
1 14,36 9,21 3,12 10,98 62,23 12,87
2 14,51 4,35 0,65 2,26 78,23 5427
3 15,38 6,64 Tr. 11,06 66,92 9,03
4 15,31 5,16 0,63 7,81 71,09 6,77
6 3,75 3,53 0,62 4,74 87,32 3,89
7 9,68 6,26 0,83 1,77 81,46 7,14

x = 12,17 5,86 0,98 6p44 74,56 7450

D.S. = 4,21 1,83 0,98 3,78 8,58 2,86
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas urinarias de

la Serie VII a las 3 semanas de intoxicacién por HCB.

TABLA XLII

Ne 8 COOH 7 CCCH 6 COOH 5 COOH 4 COOH  I,,n
1 5,19 2,48 Tr. 2,04 90,29 2,67
2 20,11 3,18 0,88 1,76 74,07 4,12
3 34,94 7,10 Tr. 3,07 54,89 11,4%
4 6,03 2,55 0,93 2,32 88,17 2,81
6 10,56 3,33 0,98 0,98 84,15 3,81
7 2,22 0,28 0,00 0,55 96,95 0,29
X = 13,18 3,15 0,47 1,79 81,42 4,19

D.S. = 11,27 2,03 0,45 0,83 13,72 3,47
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de 1l:s porfirinas urinarias de

lg Serie VII a las 4 semanas de intoxicacién por HCB.

TABLA XLIII

Ne 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COCH 4 COCH  IPCT
1 3,21 5,43 2,71 8,40 80,25 6,34
2 20,55 11,66 10,10 9,61 48,08 19,52
3 47,15 14,85 5479 5,44 26,77 35,68
4 15,94 7,84 3,40 7,51 65,31 10,72
6 28,30 9,49 3,82 6927 52,12 15,40
7 18,13 11,57 4,48 9,94 58,59 16,26

x = 22,21 10,14 5,05 7,53 55,35 17,32

D.S. = 13,41 3,01 2,45 1,35 16,42 9,22
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Ratas porfiricas por HCB:TLC de las porfirines urinaries de

1z Serie VII a las 5 semanas de intoxicacién por HCB.

TABLA XLIV

Ne 8 COOH 7 COGH 6 CCOH 5 COOH 4 COOH.  I,.y
1 44,20 13,76 6,10 2,71 33,23 29,28
2 49,22 10,97 3,27 3,32 33,22 24,82
3 40,09 12,29 6,17 11,41 30,04 29,03
4 43,29 11,37 4,25 6,97 34,12 24,99
6 32,60 9,81 3,59 6,35 47,65 17,07
7 40,18 21,30 2,84 4,35 31,33 40,47
x = 41,60 13,25 4,37 5,85 34,93 27,61
D.s. = 5,02 3,79 1,31 2,91 5,85 7,02
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas urinarias

de la Serie VII a las 6 semnas de intoxicacién por HCB.

TABLA XLV

Ne 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH 4 COOH  I.q
1 43,C0 12,00 2,73 6,82 35,45 25,29
2 55,16 10,82 3,96 7,60 22,46 32,51
3 48,95 10,39 3,73 7,71 29,22 26,23
4 64,50 12,42 2,86 4,84 15,38 44,68
6 38,35 12,78 1,88 7,52 39,47 24,46
7 52,79 11,40 2,40 7,21 26,20 30,32
X = 50,46 11,64 2,92 6,95 28,03 30,58

D.S. = 8,44 0,78 c,71 0,98 7,97 6,92
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Ratas porfiricas por HCB: TILIC de las porfirinas urinarias de

la Serie VII a las 7 semanas de intoxicacién por HCB.

PABLA XIVI

Ne 8 CGOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH 4 COOH Tpor
1 41,87 12,22 5,53 11,59 28,79 29,80
2 48,55 12,50 6,10 12,50 20,35 38,05
3 60,14 18,30 5,29 6,68 9,59 65,61
4 56,26 13,68 4,81 6,63 18,62 42,35
6 59,37 15,08 3,38 8,19 13,98 51,89
7 66,19 13,54 2,71 6,80 10,76 55,72
X = 5%,40 14,22 4,64 8,73 17,02 47,24

D.S. = 17,99 2,04 1,19 2,42 6,51 11,84
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas urinarias

de 1la Serie VII a las 9 semanas de intoxicacién por HCB.
TABLA XLVII

Ne 8 COCH 7 COCH 6 COCH 5 COCH 4 COCH I

— PCT
1 49,90 15,97 9,98 9,18 14,97 51,62
2 43,18 13,65 6,98 11,15 24,94 35,54
3 57,56 16,29 6,20 5,70 14,25 53,34
4 53,04 14,32 6,77 8,51 17,36 45,20
6 45,66 12,80 6,28 11,11 24,15 34,64
T 56,62 14,63 8,71 10,14 9,90 54,64

x = 50,99 14,61 7,49 9,30 17,60 45,83

D.5. = 5,34 1,22 1,37 1,86 5437 8,15
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas urinarias

de la Serie VII a las 11 semanas de intoxicacién por HCB.

TABLA XIVIII

Ne 8 COOH 7 COOH 6 COCH 5 COCH 4 COOH IPCT
1 45,81 17,83 10,53 9,62 16,21 52,38
2 55,20 15,34 6,26 4,03 19,17 44,45
3 51,36 15,75 8,79 8,79 15,31 50,71
4 61,60  13,86. 5,26 8,52 10,76 56,29
6 68,84 13,20 1,58 2,29 14,09 48,39
7 56,55 20,17 7,79 4,60 10,49 65,78

X = 56,56 16,03 6,70 6,31 14,34 53,00

D.S. = 7,31 2,33 2,85 2,77 3,03 6,75
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7.2.4. Ratas porfiricas por HCB: Fraccioncmiento mediante Cro
matografia en capa fina (TLC) de las porfirinas fecales de --
las Series I y II, al final de la intoxicacién. Yalores expre

sados en % del total de porfirinas.

TABLA XLIX
Ne 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH P, 4 CUOH 2 COOH
18 2,70 1,80 0,70 4,50 8,60 17,90 63,80
21 9,80 5,70 0,50 7,50 0,00 28,90 47,60
27 8,50 5,10 5,30 0,00 0,00 20,20 60,90
28 2,80 5,60 12,20 10,40 0,00 34,80 34,20

2,30 1,40 0,30 2,90 4,20 21,70 67,10
4,80 11,40 5,80 11,60 12,80 9,90 42,80
7,50 3,60 1,40 1,40 0,80 13,90 71,40
7,80 3,20 0,00 3,70 2,60 27,40 55,30

AN BN
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Ratas porfiricas por HCB: Fraccionamiento mediante Cromatografia
en capa fina (TLC) de lag porfirines fecales de las Series III,
IV y V en las primeras etapas de intoxicacién. Valores expresa--

dos en % del total de porfirinas.

TABLA L
Ne 8 COOH 7 CCOH 6 COOH 5 COOH P1 4 COOH 2 COOH
2 0,48  Tr. 0,42 19,62 0,00 23,92 55,56
3 0,70 1,02 0,58 15,85 0,00 21,98 59,86
4 0,28 Tr. 0,25 24,83 7,78 23,35 43,51
5 Tr. Tr. 0,00 17,40 0,00 20,80 61,80
1 1,07  Tr. 0,00 61,37 0,00 13,12 24,44
2 0,93 0,00 0,00 53,21 0,00 11,82 34,04
3 1,93  Tr. 0,76 57,78 0,00 8,89 30,64
5 1,54 . Tr. 29,86 1,16 6,55 60,89
~
1 2,04 1,85 1,24 13,53 3,09 24,71 53,54
2 0,90 4,29 4,41 7,12 12,99 25,99 44,30
5 5,42 3,04 1,93 13,65 5,56 23,74 46,66
6 1,07 1,00 0,47 19,21  Tr. 26,02 52,23
7 3,64 10,04 3,46 16,34 Tr. 16,82 49,65
8 1,77 1,66 1,44 19,14 Tr. 18,81 57,19
9 1,90 2,74 1,55 15,12  Tr. 23,81 54,88

10 5,39 5,67 4,91 14,81 4,73 18,90 46,22



-136-

Ratas porfiricas‘por HCB: TLC de las porfirinas fecales de las Sg
ries III, IV y V, en las \ltimes etapas de intoxicacién. Valores

expresados en % del total de Porfirinas.

TABLA LI
Ne 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH P1 4 CCOH 2 COOH
2 6,45 5,92 4,28 20,39 1,32 14,80 46,84
5 1,01  Tr. 2,09 29,11 0,00 10,76 57,03

1 27,19 18,47 12,07 6,56 1,05 4,25 30,41
2 8,09 7,42 6,29 13,05 1,46 12,50 51,19
3 13,29 11,22 8,27 15,89 2,30 8,63 40,40
5 1,3 1,11 0,94 14,50 Tr. 26,19 55,87

5,23 4,80 4,16 6,72 14,94 22,41 41,74
3,35 3,86 2,64 6,40 14,21 21,32 48,22
13,49 13,80 10,79 1c¢,61 6,74 12,88 31,69
3,99 2,49 2,16 16,28 1,66 19,93 53,49
8,80 8,05 5,58 17,27 5,36 17,17 37,77
5,91 3,94 4,05 16,08 5,19 15,56 49,27
5,55 5,04 3,36 11,60 5,44 17,65 51,76
10 5,88 5,40 4,68 13,79 17,79 15,59 46,87

© U9 WM N e
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Rotas porfiricas por HCB: TLC @e las porfirinas fecales de la Se--

rie VI antes del comienr-o de la intoxicacién

TABLA LII

Ne 8 COCH 7 CCOH 6 COCH 5 COOH 4 CUOH 2 CGOH I

— PCT
1 0,54 0,37 0,23 3,10 20,07 75,69 1,81
2 0,37 0,49 0,00 5,78 17,11 76,25 2,78
3 0,49 0,61 0,39 3,42 21,55 73,54 2,75
4 0,73 0,32  Tr. 5,37 21,17 72,41 1,49
5 0,15 0,56 0,0 3,07 24,74 71,48 2,21

X = 0,46 0,47 0,12 4,15 20,93 73,87 2,21

D.s.= 0,21 0,12 0,18 1,32 2,75 2,06 0,57
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Rapas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de la Serie
VI, tras 15 d{as de Inferén.

TABLA LIIIX

Ne 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COCH 4 COOH 2 CUOH IPCT

0,00 0,00 0,34 4,49 19,96 75,21 0,00

1

2 3,93 1,34 0,47 3,57 22,46 68,23 5,63
3 0,00 0,00 0,25 4,22 17,63 77,90 0,00
4 Tr. 1,22 0,60 1,94 22,42 73,92 4,76
5 1,27 0,19 0,56 4,02 15,69 78,27 1,20
x = 1,04 0,53 0,44 3,65 19,63 74,71 2,32

p.s.= 1,71 0,65 0,15 1,01 2,98 4,05 2,69



=139~

Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de l1la Serie

VI, a las 4 semanas de intoxicacién por HCB,.

Ne

Vi & W N

X

8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH P 4 CCOH 2 COOH  In..
26,34 21,90 11,12 3,57 9,63 7,15 20,29 81,51
6,56 7,42 3,22 7,11 15,47 13,61 46,61 62,71
15,53 16,25 7425 6,80 10,51 8,86 34,80 75,13
17,37 17,38 8,72 5,27 8,23 9,45 33,58 73,05
16,45 15,74 7,58 5,68 10,96 9,77 33,82 73,10
6,06 3,3 1,62 3,15 2,74 10,77 7,81

D.s.= 8g11
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de la Serie

VI, a las 6 semanas de intoxicacién por HCB.

Babla LV
Ne 8 CCOH 7 CCOH 6 COOH 5 COOH 4 CCOU Py 2 CCOH  Tyn
2 25,50 21,13 12,20 7,02 4,41 3,55 26,19 84,84
3 28,81 20,77 9,77 8,44 5,67 4,67 25,87 81,77
4 30,42 22,59 14,09 6,94 3,01 4,49 18,46 90,90
5 31,92 23,24 14,80 5,13 3,20 2,35 18,86 89,07
X =29,16 21,93 12,72 6,88 4,07 3,89 21,35 86,65
D.S.= 2,75 1,17 2,25 1,36 1,23 0,85 3,57 4,12
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Ratzs porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de la Serie

VI, a las 8 semanas de intoxicacién por HCB,
TABLA LVI

N¢ 8 CCOH 7 COOH 6 COGOH 5 COOH 4 COUH P 2 COCH IFCT

27,15 18,10 12,33 7,61 2,16 6,18 26,47 91,83

2
3 24,20 18,41 13,93 8,70 2,7 4,57 27,48 89,45
4 27,93 25,56 15,33 6,27 1,84 4,04 19,03 93,29
5 28,01 22,46 12,48 5,20 1,76 3,31 26,78 93,61

x = 26,82 20,14 13,52 6,95 2,12 4,52 25,93 92,05

.

pDis.= 1,79 2,21 1,41 1,53 0,43 1,22 1,98 1,90
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de la Serie

VI, a las 12 semanas de intoxicscién por HCB.
TABLA LVII

N¢ 8 COCH 7 COCH 6 COOH S COOH 4 CCCH P 2 CLOH IPCT

26,60 17,77 13,23 7,07 1,58 6,32 27,43 93,84

2

3 23,78 20,99 12,65 8,68 3,89 3,89 26,12 86,48
4 19,13 18,71 15,27 8,25 3,81 2,86 31,97 88,73
5 18,56 18,59 14,79 7,28 5,94 2,53 32,31 90,65
¥ =22,02 19,01 13,98 7,82 4,99 2,72 29,46 389,93

D.S.= 3,85 1,38 1,25 0,77 1,33 C,95 3,15 3,12
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Ratas porfiricas por ECB: TLC de las porfirinas fecales de la Serie
VI, 2 las 14 semanas de intoxicacién por HTB.
TABLA LVIIIX
ii 8 COOH 7 COCH 6 CCOH 5 COCH 4 COGH Pl 2 CCOH IPCT
2 17,93 17,82 15,55 8,38 2,03 3,86 33,93 91,44
3 21,67 22,17 16,01 11,92 2,96 4,93 20,34 90,15
4 21,84 22,31 16,63 7,71 2,53 4,91 24,07 91,50
5 17,58 22,40 16,93 7443 2,22 4,44 29,00 92,36
X =19,00 2¢,76 15,91 8,58 2,44 4,27 29,04 91,10
D.5.= 1,95 2,14 1,09 1,31 0,41 0,51 4,03 1,40



-144-

Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de 1ln Serie

VII, antes del comienzo de la Intoxicacién.

TABLA LIX

Ne 8 COOH 7 CCOH 6 COOH 5 COOH Py 4CCOIL 2 COOH I,
1 1,21 Tr. 0,21 4,26 0,00 19,46 74,86 0,00
2 1,21 0,11 0,53 2,07 0,00 16,42 79,66 0,67
3 0,14 0,20 0,36 3,19 0,00 17,60 78,51 1,12
4 0,55 0,18 0,37 3,67 0,c0 18,11 77,12 0,98
6 2,63 0,58 Tr. 1,48 Tr. 10,27 85,04 5,35
7 1,4% 0,16 0,06 1,93 0,00 12,71 83,70 1,24

X = 1,20 0,21 ©,26 2,77 0,0 15,76 1,56

D.S.= 0,77 0,20 0,17 1,00 0,00 3,23 1,74
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de la Serie

VII, tras 15 dias de Inferdn.

TABLA IX

E“-Q_ 8 COOH 7 CGCH 6 CCOH 5 COOH Pl 4 COOH 2 COCH PCT
1 0,68 0,00 0,00 0,77 0,00 9,65 88,90 0,00
2 3,35 0,91 0,00 1,47 0,00 8,54 85,73 9,63
3 3,20 0,54 0,87 1,54 0,00 11,35 82,50 4,54
4 4,97 0,34 0,18 0,73 0,00 8,55 85,23 3,82
6 Tr. Tr. Tr. 2,33 Tr. 12,10 85,57 0,00
7 2,13 0, 34 Tr. 1,90 Tr, 16,42 79,21 2,03
X = 2,39 0,36 0,18 1,46 0,00 11,10 84,52 3,34
D.S.= 1,67 0,31 0,31 0,56 0,00 2,73 3,10 3,29
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecoles de la Serie

ViI, a 1 semana de intoxicacién por HCB,
TABLA LXI

Ne 8 CCOH 7 COOH 6 COOH 5 CCOH P 4 CCOH 2 COCH

IPCT

1,11 0,29 0,38 3,90 2,41 16,88 75,03 13,79

1
2 1,46 0,25 0,07 3,70 1,50 25,16 67,86 6,50
3 0,38 0,09 0,00 2,51 0,46 14,55 82,07 3,64
4 0,68 0,30 Tr. 2,82 1,97 14,11 8¢,11 13,86
6 2,63 1,07 0,64 4,12 1,21 14,21 76,12 13,86
7 0,96 0,72 0,24 4,98 0,72 12,94 79,44 10,01

X = 1,20 0,45 0,22 3,67 1,38 16,31 76,77 10,28

D.S.= 0,72 0,34 0,22 0,82 0,67 4,12 4,67 4,c0
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Ratas pgrfiricas por HCB: TLC de 1rs porfirinas fecales de la Se-

rie VII, a las dos semanas de intoxicacidn por HCB,

Ne

~N oA NN

b |
[

D.S.=

TABLA LXII
8 COOH 7 COCH 6 COOH 5 COOH P1 4 COOH 2 COOH IPGT

0,42 0,20 0,43 3,97 6,23 21,30 67,45 23,19
0,16 0?16 0,15 2,39 4!04 10!26 82!84 29!05
0,24, 0’09 0’18 2'12 2,77 13,15 81?45 17,86
0'16 0?58 0,54 3,87 4'64 16,96 73,25 23,53
0,20 0!37 0,82 5,17 7;74 19,72 65?98 29,14
0,27 0,44 0,81 3,97 7,42 20,98 66,12 27,33
0,24 0,31 0,49 3,58 5,47 17,06 72,85 25,00
0,10 0,17 0,26 1,04 1,80 4,12 7,00 3,97
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de la Se

rie VII, a las 3 semanas de intoxicacién por HCB,
TABLA ILXIII

Ne 8 COCH 7 COOH 6 COCH 5 COOH P 4 COCH 2 COOH IPCT

l

0,86 0,39 0,42 5,40 7,04 26,59 59,33 21,77

1
2 0,57 0,24 0,33 7,05 12,23 33,43 46,15 27,17
3 0,77 0,37 0,43 3,85 5,68 18,39 70,51 24,75
4 1,03 1,09 0,56 5,41 9,07 21,88 60,96 31,71
6 0,98 0,83 0,39 6,23 10,54 19,61 61,42 36,70
7 0,68 0,40 0,17 6,19 12,78 21,19 58,59 38,35

x = 0,82 0,55 0,38 5,69 9,56 23,52 59,49 30,08

D.s.= 0,14 0,31 0,14 0,98 2,57 5,09 7,17 6,04



-149-

Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de la Se-

rie VII, a las 4 semanas de intoxicacién por HCB,

Ne

N N AN

®1
]

DnSoz

TABLA LXIV
8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 CCOH P, 4 COOH 2 COOH  I,.n
1,78 1,73 1,78 5425 2,10 18,70 68,66 17,00
4,59 5,78 3,85 7,68 8,22 17,97 51,91 43,79
3,94 5,19 3,66 6,04 2,62 11,87 66,68 39,68
2,47 3,80 2,97 7437 3,66 17,16 62,57 30,30
5,30 T,47 5,30 5,98 2,72 12,23 61,00 45,45
3,96 3,86 1,73 3,63 2,62 13,60 70,60 32,27
3,67 4,64 3,22 5,99 3,66 15,26 63,57 34,75
1,21 1,79 1,22 1,35 2,08 2,74 6,17 9,66
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de la Se-

rie VII, a las 5 semenas de intoxicacidén por HCB,
TABLA ILXV

Ne 8 COOH 7 COOH 6 COOH S COCH P 4 CGOH 2 COOH IPCT

9,76 8,15 5,30 5,32 8,96 14,94 47,57 53,39

1
2 14,81 11,47 4,35 4,68 8,60 10,99 45,10 64,62
3 18,40 16,42 9,78 7,49 7,18 7,18 33,55 76,67
4 7,98 8,31 6,58 5,99 4,56 11,07 55,51 53,76
6 14,75 14,51 9,30 7,26 4,84 10,10 39,24 65,70
7 14,17 13,53 9,63 7,41 5,15 17,07 33,08 52,25

x =13,31 12,07 7,49 6,36 6,55 11,89 42,34 61,07

D.S.= 3,46 3,05 2,18 1,08 1,78 3,24 7,94 8,79
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Ratas porfi{ricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de la Se-

rie VII, a las 6 semanas de intoxicacidn por HCB.

TABLALXVI

ﬁi 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH P, 4 COOH 2 COOH I,.q
1 14,94 14,89 11,13 9,80 7,89 10,82 30,53 67,80
2 18,96 17,05 9,62 10,95 10,84 8,46 24,12 76,73
3 13,60 19,77 16,27 10,98 11,42 7,47 20,49 80,68
4 14,24 18,58 13,01 11,00 9,29 10,93 22,95 71,83
6 13,45 13,55 11,34 11,46 13,24 10,90 26,06 71,08
T 16,18 15,57 9,68 8,57 12,41 7,22 30, 37 79,49
X =15,23 16,57 11,84 10,46 10,85 9,30 25,75 74,60
D.S.= 1,88 2,12 2,29 0,98 1,80 1,62 3,73 4,71
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Ratas pqrfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de la Se-

rie VII, a las 7 semanas de intoxicacién por HCB.

TABLA LXVII

Ne 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH P, 4 CCOH 2 COOH I,
1 14,63 16,82 11,98 7,99 7,74 31,11 76,22
2 17,44 18,23 12,53 12,99 5,87 22,09 83,95
3 15,55 18,06 13,10 9,54 3,78 32,13 87,95
4 15,47 17,19 10,92 8,42 6,63 32,31 79,44
6 11,11 15,29 13,50 10,02 8,05 32,58 175,87
7 13,56 18,20 16,70 8,09 4,52 27,98 85,33
x 14,63 17,30 13,12 9,51 6,10 29,70 81,46
D.S.= 1,93 1,01 1,81 1,71 1,55 3,73 4,58
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Ratas pprfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de la Se—-

rie VII, a las 9 semanas de intoxicacién por HCB.

N

x

D

Q

N N B NN

8 COOH

TABLA LXVIII

6 COOH 5 CCOH

P

4 COOH

2 COOH

7 COCH 3 PCT
12,22 14,35 14,51 9,53 9,88 5,10 27,41 82,61
18,08 18,48 16,42 11,33 14,47 4,93 16,29 86,99
11,83 17,73 16,86 8,77 8,01 2,64 34,13 90,60
15,95 16,55 12,06 7,92 5,77 4,01 37,75 84,77
16,43 19,39 16,57 10,72 7,98 4,18 24,76 86,75
13,70 20,42 18,75 9,21 8,01 3,60 26,31 88,76
=.14,70 17,82 15,86 9,58 9,02 4,08 27,78 86,75
2,29 1,97 2,11 1,14 2,71 0,82 6,84 2,46

«Se
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Ratas porfiricas por HCB: TLC de las porfirinas fecales de Serie

VII, a las 11 semanas de intoxicacién por HCB.

Ne

o B o S U R R

X

TABLA IXIX

8 COOH 7 COCH 6 COCH 5 CCOH P, 4 COOH 2 COCIl Iy,
16,09 25,41 17,84 9,09 8,47 3,39 19,7F 90,90
16,94 20,34 14,73 5,42 9,45 3,15 29,97 90,44
19,06 21,93 17,84 7,72 4,68 2,92 25,85 90,11
11,77 22,3 18,03 9,67 6,31 3,15 28,71 90,10
13,38 20,55 19,84 10,33 9,20 4,31 22,39 87,35
21,09 24,68 19,18 6,68 5,16 3,19 19,92 90,34
16,39 22,55 17,91 8,15 7,21 3,35 24,43 89,87
1,85 1,60 1,72 1,92 0,46 4,00 1,39

D.S.= 3’15
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7.2.5. Ratas porffricas por HCB: Fraccionamiento mediante Crg
matograff{a en Capa fina (TLC) de las porfirinas hepdti

cas. Valores expresados en % del total de Porfirimes.

TABLA LXX
SERIE 1

Ne 8 COOH 7 COOH 6 COOH 5 COOH. 4 CoOH 2 COOH

2 68,50 27,00 0,00 0,00 0,00 4,50
3 66,70 23,80 0,00 0,00 1,90 7,60
5 68,00 26,20 0,00 0,00 0,00 5,80
6 55,60 36,40 3,30 0,00 0,00 4,70
7 67,60 25,50 0,00 0,00 0,70 6,20
9 53,60 28,60 2,10 0,00 0,00 15,70
10 32,80 14,70 0,00 0,00 9,80 42,70
14 55,50 41,60 0,00 1,10 0,00 1,80
15 63,50 34,60 1,90 0,00 0,00 0,00
16 66,10 33,90 0,00 0,00 0,00 0,00
17 68,90 31,10 0,00 0,00 0,00 0,00

18 41,90 18,90 0,00 1,60 37,80 0,00
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Ratas porfiricas por HCB: Fraccionamjento mediante Cromatopra
f{a en Capa Pina (TLC) de las porfirinas hepdticas. Valores -

expresados en ¢ del total de I'orfirinas.

TABLA LXXI
SERIE I

Ne 8 COOH ‘] _CCOH 6 COCH 5 CUOH 4 CLOl 2_Co0H

1 50,40 25,20 0,00 1,50 22,90 ¢,00
2 81,80 5,20 0,00 5,10 7,80 0,00
3 48,20 27,10 2,30 4,1c 18,30 0,00
4 50,00 6,60 1,60 8,20 42,60 0,00
5 31,60 22,40 Tr. Tr. 7,9¢ 38,10
6 50,60 44,30 1,90 0,00 0,C0 3,20
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Ratas porfiricas por HCB: Fraccionamiento medisnte Cromatogra-
f{a en capa fina (TILC) de lns porfirines hepiticas. Valores ex

presados en % del total de Porfirines.

SERIE III

Ne 8 CCOH 7 CCOH 6 _COOH 5 CCOH 4 OGOOH 2_0ooH

2 66,84 28,80 0,C0 0,00 4,36 0,00
3 49,71 23,58 Tr. 0,00 1,96 24,75
4 67,70 30,10 0,53 0,C0 1,50 0,00
5 73,30 26,70 0,C0 0,00 Tr. Tr.

6 78,16 10,46 0,00 0,00 6,20 5,18
7 66,46 20,38 000 0,00 Tr. 13,16
8 53,60 34,37 Tr. 0,00 9,94 2,09

10 74,31 22,26 Tr. 0,00 3,43 Tr.
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Ratas porfiricas por ECUB: Fraccionamiento mediente Cromatogra-
fia en capa fina (TLC) de las porfirinss hepdticas. Valores ex

presados en 5 del total de porfirinszs.

TABLA LXXIII
SERIE IV

Ne 8 G ol 7 CCCH 6 _COOH 5 _cCcoll 4 CCCH 2 _coel

62,81 37,19 0,00 0,C0 0,00 0,00

1

2 60,82 39,18 0,00 C,00 0,C0 0,C0
5 65,31 34,01 0,68 0,00 0,00 0,00
6 58,36 37,33 0,61 Tr. 3,90 0,00
7 53,78 32,24 3,54 1,8 8,55 0,00
8 60,84 35,10 2,16 0,23 1,67 0,00
9 50,36 28,47 0,C0 0,00 21,17 0,C0

10 94,42 5,58 0,00 0,00 0,00 0,00
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Rztas porfiricas por HCB: Estudio cuantitativo mediante Croma-
tografia en cape fina (TLC) de lss porfirinas hepéticas. Valo-

res expresados/ﬂg/g de tejido fresco.

TABLA LXXIV
SERIE V

Ne 8 cooH 7 COOH 6 COCH 5. CO0H 4 COOH 2 _COOH

45,00 11,22 0,00 0,00 0,00 0,00

1
2 66,00 26,40 0,00 0,00 0,00 0,00
3 42,60 27,25 0,30 Tr. 2,85 0,00
6 32,70 19,60 . 2,15 1,15 5,20 0,00
7 93,00 53,65 3,30 0,35 2,55 0,00
8 0,35 0,19 0,00 0,00 0,14 0,00
9 0,59 0,35 0,00 0,00 0,00 0,00

10 50,22 23,10 0,00 0,00 0,00 0,00
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De entre los 70 compuestos quimicos que han mostrado -
propiedades porfirinogenéticas destacan los hidrocarburos -
halogenados cuyas caracter{sticas ff{sico-quimicas comunes -
son su insolubilidad en agua, su natursleza lipofflica, su
estructura molecular plana o casi plana, y su diferente gra
do de halogenacién. Son bien conocidos (114) por su amplio
uso en la industria y la agricultura y por su presencia co-
mo contaminantes ambientales, pero ha sido el hexacloroben-
ceno el mAs ampliamente estudizdo g raiz de la "epidemia --
porfirica” que desencadend en Turquia. La exposicidn créni-
ca a estos compuestos sromiticos polihalogenados da lugar a
porfiria asociada a hepatopatia en el hombre, mono, rata, -
conejo, pollo, ratén, y algunas especies de codorniz, pero
por su manejabilidad ha sido esogida comunmente la rata co-
mo animal modelo para el desarrollo de esta porfiria experi

mental.

La adicién de HCB a la dieta en proporciones variables
entre el 0,25 y el 0,3% (78) (1L ) constituye una de las -
més clidsicas pautas empleadas para la induccién porfirica.
As{ lo hicimos en nuestra serie I observando, a2l igual que
les sucediera a Ockner y Schmid ( 78 ) ¥y a Day y cols. (15)
que un tercio de los animales (7 hembrss y 3 machos) falle~
cian dentro del primer mes de intoxicacidn. Goerz y cols. -
( 44) emplezn una concentracidn de HCB del 0,05% y Day y —--
cols, ( 15) del 0,077 con lo que la mortalidad puede quedar
reducida a menos del 57%. San Martin de Viale y cols. ( 92)

consiguieron también una baja mortalidad aministrando, por
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gonda gdstrica, el HCB (1CCO mg/Kg/dia) susvendido en afua
con 1a ayude de Tween 20. Efectivamente muy buenos resulto
dos obtuvimos en nuestra Serie II 21 administrar durante -
5 semanas muy bajas dosis del téxico suspendido en suero-

goma, peroc el empleo de las grandes dosis recomendndas por
San Martin de Viale y cols. (92 ) se tradujo en nuestra —-
Serie III en una marcsda y precoz mortalidesd. Cunatro de los
10 animales fallecieron antes de cumplirse las 3 sewmanas -
de intoxicacién que hubo de interrumpirse ante el alsrman-
te deterioro genersl de las ratas, que mostraron irritabi-

lidad, ataxia, temblores e inclugo convulsiones.

En las siguientes series hemos vehiculado, como Doss
y cols. (22), el HCB en aceite de oliva, ya gque se hz des
crito (62 ) que de esta forma su abscrcidn intestinal pue-
de llegar a ser del 80% mientras que en suspensién aduosa

sélo alcanza el 5-6%.

Dos de los 5 animales hembras de la Serie V fnllecie-
ron, comprobidndose as{ de nuevo la moyor mortalidad en es-
te sexo ( 64 ), consecuencia de su superior susceptibvilidad
a la accién porfirinogendtica del HCB (g6 ) (92 ). Las roa—
tas hembras desarrollan porfirie mic rapidamente que los -~
machos ( 92) ( 10d, con tasas hepdticas mis elevadaz avin -
de Citocremo P-45C (112), ¥ su respuests ol térico se ve -
disminufda por la ovariectomia e incrementsda por la admi-
nistracién de latas dosis de estrégenos ( :3). s preciso
tener bien en cuenta que aun dentro de un mismo sexo ¥y una
micma camada existen marcada varicciones iudividuales en -
la susceptibilidad de cads vata 2l 1ICB ( rs) (15) ( 33) -

(1i1).
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Una de las 5 ratas de la Serie VI, fallecid al inicio
de la intoxicacidn pero ésta glosa sin problemas continua

da en los otros 4 animales hasta las 13 semanas.

Taljaard y cols. (121) comprobaron que las ratas pre
viamente convertidas en sideréticas mediante la adminis--
tracidn de 5 dosis de 10 mg de hierro-dextrano desarrolla
ban la porfiria mis rédpida e intensamente que las no side
réticas. Y si bien la sobrecarga férrica acelera e inten-
gifica la induccién porfirica, la deplecién de hierro dis
minuye la accién porfirinogenética tanto del HCB ( 5 ) co
mo de 1la tetraclorodibenzedioxina (119). Los efectos del
hierro sobre el metabolismo porfirinico estén ain sujetos
a discusién ( 36). Dicho metal podria deprimir directamen
te la actividad de 1la Uroporfirindgeno-~decarboxilasa, lo
cual ha sido observado in vitro (69 ), o quizds podria po
tenciar la accién depresora del HCB gobre tal enzima (72 )
Aungue la administracién previa o simulténea de hierro no
resulta imprescindible para el desarrollo de la porfiria,
nosotros nos hemos decidido en favor de su empleo ya gque
la exclusiva administracidn de HCB no origina hepatoside-
bvosis (30 ) (35 ), dato histopatoldégico éste muy frecuen-

temente observado en la PCT humena.

La hepatomegalia es un hecho comin en la porfiria --
por HCB ( 127) ( 78) (118). Segdn Campbell ( 11), el higa-
do se va sgrandande y su peso incrementando paulatinamen-
te hasta alcanzar un méximo tras 5 o 9 semanas de intosi-
cacidn para irse reduciendo posteriormente hasta hacerse
incluso mds pequefio de lo normal alrededor de la 128 sema
na. Por ello no ha de extrafiarnos que el valor porcentual
del peso de la viscera hepdtica en relacién al peso corpo

ral alcance valores precisamente poco elevados en nues~ -
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tras muy porfiricas Series V, VI y V1I (Tabla XXVII) en -
las que los animales fueron sacrificsdos tras 11 o mds se

manas de intoxicacién.

Como ya comentdbamos en un trabajo previo { 35) basa
do en el estudio de las elteraciones hepfticas estructura
les y ultraestructurales de las ratas de nuestra Serie I,
tal hepatomegalia tiene su correlato histopatoldgico en -
la marcoda hipertrofis, y a menudo hiperplasia hepatocita
ria. En la composicién fotogréfica de la Figura 1 compara
mos la imagen histoldgica del higado de una rata control
(2 la izquierda) con la de una rata porfirica. ustos grun
des hepatocitos, de localizacién preferente prdéxima a ve-~
nas centrolobulillares y de citoplasma eosindgilo y anhisg
to, muestran grandes huecos que no se tifien con el PAS ni
con el Sudan. Por microscopia electrénica estos espacios
vacios corregponden a zonas de edema intracelular cito- -
plasmdtico (Figirn 2) o bien a grandes vacuolas (Figura 3)
ocupadas en parte por material espiroideo en forma de - -
cuerpos lamellares. E1 Reticulo Endoplédsmico Rugoso (Firu
ra 4) =z megudo circunseribe a las mitocondrians mientras -
que el Liso (Figura 5) aparece siempre hipertrofiado cn--

cinturando a veces a vacuolas probablemente lipoidesas.
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Incluimos de nuevo en la pdgina adjunta la Tabla XXVII
en la que duedan reflejadog los valores medion y sus desvia
ciones standard de las fracciones porfirinicas urinarias y
fecales en las ratas supervivientes de las diversas series.
La marcada, esunque extremasdamente variuble, uroporfirinuriz
constituye un dato inequivoco del logro de la situacién por
fi{rica, de ls que la coproporfirinuria y la coproporfirino-

rrea gon tembién hechos caracteristicos.

Igualmenie volvemos a reproducir ls Tabla LXXIV en Ja
que se exponen los valores medios del andlisis crnmatogréfi
co de las carboxil-porfirinzsg realizado sobre diversas ra--
tas de las Series I, II, IIJ, IV y V, as{ como en el grupo
control. Resulta evidente el caracteristico acimilo hepdti-
co de las porfirinass méds policarboxflicas que son excreta--
das tanto por via urinaria como fecal. En bilis destaca 1a
prescncia predominante de dehidroisocoproporfirindgeno ( py)
que serd posteriormente transformado por la flora intesti--
nal en isocoproporfirina o porfirina P, claramente detecta-

1
ble en heces.

Tras los estudios realizados en las cince primeras se-—
ries nos decidimos por el empleco de dosis pequefias (50 my/
Kg/d{a) de HCB que vehiculamosz en aceite de oliva adminis—-—
tridndolo medisnte sonda gdstrica. Los snimales fueron hechos
previamente siderétlicos mediante la administruacidn de hie—-
rro-dextrano intraperitonealmente. Los resultados. obtenidos.
tras el ésfu&ib éeriado del metabolismo porfirinico en las
ratas de las serie VI y V1I los exuonemos a continuccién de

forma individualizada y preferente.
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Como puede aprecicrse en las Figuras 6, 7, 8 ¥y 9 1la ex
clusiva adminisiracién de hierro-dextreno no modificé subs-
tancialmente la excrecidn cuanti ni cualitativa de las por-
firinas. Aunque 1a porfirinuria sélo se observa muy modera-
damente incrementada tras 4 semanas de intoxicacién (Pigura
6) sin embargo el andlisis cromatogrifico del reparto por--
centual de las carboxilporfirinas urinarias (Figura 8) muegt
tra ya un notable incremento de las porfirinas més policar-
voxilicas con descenso especular de la coproporfirina (4 --
COOH) . En este momento la excrecién fecal de las fracciones
porfirinicas se ve ya elevada (Figura 7) a expensas de las
més policarbox{iicas {Figura 9)' y de la porfirina Pl' Los ~
indices urinaric y fecal-PCT se aprecian pues claramente al
terados en esta 48 semana de intoxicacién (Figura 10). En -
la 62 semana la situacidén porfirica ha quedadoc ya plenamen-~
te establecida tras el brusco ascenso de la porfirinuria --
{Figura 6);, que si bien en semanas sucesivas puede aun in--
crementarse mis no se ve acompafiada de substanciales modifi
caciones en el patrén excretorio urinario y fecal de las di

versas carboxilporfirinas (Figuras 8, 9 y 10). -

La cuantificacidn de la porfirinorrea resulte sumamen-
te variable (Figura 7), en parte debido a la poca fiabili-—
dad de una adecuszda recogi&a de heces durante los periodos
de 24 horas y en parte también por el mayoritario origen —-
exbégeno de las porfirinas dicarboxilicas (138). As{ en la -
Figura 11, al comparar el perfil distributivo de las diver-
sas carboxilporfirinas analizadas casi gimulténeamente en -
orina-rifién y hoces-~bilis en una de estas rastas de la Serie

VI, observamos como las porfirines dicarboxilicas apenas —-
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son detectables en bilis mientras que su presencia en heces
es mayoritaria, lo que indudablemente trazduce su aporte ex§

£eno.

En la Figura 12 representamos conjuntamente la exere—-
cidén cuantitativa media de las diversas carboxilporfirinas
urinariss y fecales anzlizadas en la Serie VI tros 13 sema-
nas de intoxicacién. Las porfirinas dicarboxilicas, lipofi-
licas, se eliminan exclusivamentie por via biZio-fecal (127)
debiendo pues en principio ser interpretada su posible pre-
sencia en orina como debida a contaminacidén fecal duronte -
la recogida de muestras en las jaulas metsbdlicas. Las por-
firinas mds policarbox{licas (8 y 7 COCH) se excretzn prefe
rentemente por orino como 1ldgica concecuencia de su hidrofi
licidad, mientras que la tetracarboxilica coproporfirina --
que en circunstancias normales se elimina con ligern prefe-
rencia por vi{a fecal lo hace en mayor cuantia mor orina en

estas ratas porfiricas.

Zn una préxima publicecién ( 37 ) exponemos loc datos -
sobre 1n deteccidn de Isocoproporfirinas en la orina de 14
ratas con Porfiria #xperimental inducida vor liCB. Lo dese--
til-~Igocoproporfirina fue detectada en la orina de todos --

las ratas porfiricas, siendo su valor porcentual medio de -

1,80. La Oxo-Isocoproporfirina, unicaomente se comprobs, y
en forma de m{nimos trazas en la orinn de 3 animnles. Los -
valores de Desetil y de Penta-carboxilporfirina mostraron -
una correlacidn linesl estad{sticamente significativu -

(r = ¢,786; p € 0,05)
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REPARTO PORCENTUAL DE LAS DIVERSAS
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EXCRECION DF LAS DIVERSAS CARBOXIL-PORFIRINAS
EN LA 13° SEMANA DE INTOXICACION
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Nediante cromatografia cusntitativa (127 hemos anali-
zado en las ratas de la Serie VI la tasa de carboxilporfiri
nas de diversos drganos (Figura 13). Como es 1dgico, el hi-
gado, lusar primario de 1la hiperjorfirinosintesis, es cl 6£
gano que muestra un mayor acumulo de porfirinas, seguido —-
por el riifién que representa la principal ruta excretoria de
las porfirinas mis hidrof{ilicas. Istas tonbidn impresnan el
bazo y el pulmén, Srgano este 1ltimo en el que curiosamente
1la heptacarboxilporfirina supera a la uroporfirina (8 CCOH)
Diversos autores han comprobado tanbién este corercteristico
acimlo de porfirinas en higado (102 (171) ( 30), bazo - -

(95) (66) (22) y riiién (102 (95) (22) (5).

En nuestra Serie, al igual que en 1la de San Martin y -
cols (95) y en la de Doss y cols. ( 2), avrecizmcs un mar
ado predominio de la porfirina octocarboxilica (uroporiiri

na) en el tejido renal.

La medicidn de la uroporfirindgeno-deccarboxilasa hepd-
tica realizada en log 4 animales supervivientes de ecta Se-~
rie VI por el Profesor RBlder (Cardiff) reveld los esperados

valores de hipoactividad enzimdtica.

Aunque 1n exerccidn total de porfirinus no sc observéd
cuantitativeomente muy elevado a las 4 semanas de intoxica—-—
cién, el estudio cromatogrifico de la excrecidén porfirinica
realizzdo en este momento, en la mencioncda Serie VI, evi--
dencid§ ya notables anomnlins. Por ello plenificwmios el ertu
dio de unn nueva scrie (Serie VII) con el objeto de onali--
zar lo excrecidn porfirinica cuanti y cuanlitotivomente de -
forina m’s seriada, es decir, con controles semenales desde

el inicio de la intoxicacidn.
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En las figuras 14 y 15 representamos la excrecidn cuanti
tativa urinoria y feczl respectivamente, de 1ng clizicorn froc
ciones Uro, Copro y Proto a lo largo de la intoxircacidn y en
la Pigura 16 la distribucidn porcentunl de diverses carboxil-
porfirinas, cuyo patrén queda resumido en los indices de la -
Figura 17. Nuevamente comprobamos que la sduinistracidn de —-
hierro-dextrano, no modificéd ni la cuantfo ni el patrdn de ex
crecidn porfirinica. La Uroporfirinuria se fue incrementindo
modesta pero panlatinamente cduronte l:s 4 primeras semannss de
intoxicacién (Figura 14) y en el andlisis erometogrdfico (Fi-
gura 16) se observa que a las 4 semonas 12 8 COCGH gupern el -
valor de 20,5, mientras gque el valor porcentnnl de 4 CUOH eg -~

ya inferior =2l 601,

La Coproporfirinorreas (Figura 15) se increments ostenci-
blemente a les 4 semanas aunque la concentracién de l:s porfi
rinag fecales mueatra ampliang ogcilaciones y morendns varia--
ciones individuales que se traducen en los elevados valores -

de la decviacién standard.

Curiogsamente observeomos una precoz prescencin de Inocopro

porfiring o Porfirina P, en heces (Fifura 16) lo que da lugar

1

2 una pronta elevacién del {ndice fecal-TCT y del cocienle —-

Pl/CP (Fiqura 17).
Pzrn Doy ¥y cols. 15) estn Isocoprevorfirina proccde de

(
su sintesis en el tracto. intestinnl y Blekkenhorst y cols: -
)

( 5 han comprobado que la actividad de 3a Urogen-decirboxi-
laso a nivel del colon disminuye dramaticrmente a lon 10 dfegs
de intoxicacidn.
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RAIAS INTOXICADAS POR HEXACLOROBENCENO

DISTRIBUCION PORCENTUAL MEDIA DE
" OCTO HEPTA Y TETRA- CARBOXIL PORFIRINAS

4-COOH
ORINA
T 8- COOH
S ‘ —’/’—Q()O\\o’
Teo---o T~ o77-Co0H
©
. 7-COOH_ .~
’)'O'_'"——-o-
i 8-COOR
HECES
B
e —— =
12345867 9 0
SEMANAS

Tgura 15
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La sorprendente e interesante tesia de la escuela Suda
fricana sobte el mayoritario origen extrahepdtico de las ~-
Porfirinas excretadas en la PCT y 1la Porfiria por HCB ho ha
sido desde luego plenamente aceptada por la mayorfa de los

porfirindlogos.

En base al cdlculo de la porfirinuria total como 1la su
ma de las fracciones Copro y Uro, tras el estudio del repar
to porcentual de las diversas corboxil-porfirinas por croma
tografia hemos cuantificado como se expresa en la Figura 18

la excrecién de cada una de éstas.

De forma similar a como hicimos regpecto & una de las
ratas de la Serie anterior en la Figura 19 contrastamos el
patrédn de excrecidn urinzris y fecal con el observado a ni-
vel renal y biliar. Nuevamente observamos la minima presen-
cia de porfirinas dicarboxilicas en bilis que no obstente -
aparecen mayoritariamente en heces sin duda por su origen -
exégeno. La presencia mayoritsria de Isocoproporfirinass en
bilis que son sin embargo minoritarias en heces representsa
bien su destruccidn o transformacién intestinal o bien la -

presunta existencia de circulacidn entero-~hepdtica.

En la Figura 2C exponemor el patrén y cusntia del acld-
mulo visceral de porfirincs en las ratas de esta Serie VII.
En este ocasién la porfirina Octocarboxilica es también cla

ramente predominante a nivel pulmonar.

En la Figurz 21 podemor apreciar la tardia pero muy -—-

marcaedamente incrementzda excrecidn urinariz de los precur-

cores ALA y PBG.
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RATAS INTGXICADAS POR HEXACLOROBENCENO |
{ORINA RECIENTE )

EXCRECION DE PRECURSORES

244,27
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=

s{ pues =l estudiar serindanentic 1o excrecidén de nor-
firinas observamos, confirmando los hollazzos de otres nuto
res (121) ( 20) ( 44), que a los 4 semenas de intoxicacidn

la eliminacidén de porfirinss sélo se encuentra muy discretp
mente elevada pors incrementarse heocia la 62 senonn de for-
ma brusca. Blekkenhorst y cols. ( 5 ) avprecian durinte enc

primer mes una fese precoz transitoriw ce moderada coproper
firinuria y porfirinorrea durante la que zse asiste o uno --
disminucidn pasajera de lm activided del enzima uroporfiri-
nézeno-decarboxilasa hepftico. Este retraso en el comicnzo

de la porfiris puede ser debido, 2l menos en parte, 21 lap-
so de tiempo que ha de tronscurrir hosta que se clesnce un

nivel critico de HCB en el higado, pero no estd adn claro -
si la porfiria se desarrolla tan pronto como dicho nivel se
ha alconzado o bien se inicis entonces almin otro combio, -
como por ejemplo la alteracidén de lna orgonelos intrsceluln
res, o través del cunl se origina la porfiria ( 33). Simdn

y cols. (303 hen llamedo la atencién sclre lo imporirncia

que una presunta alterccidn de las memlrines celulores nrue-
de tener en la vpatogénesis de 1la I'CT y de 1o porfirie por -
HCB. mste tdéxico, substcneia fuertemente linofflicn, rodria
quedar incorporado a los fosfolipidos de las membrencs lipo
proteicas originando un cambio ern la orientzcidn de sua mo-
léculus alterundo la permeabilided (63 ). Lo que si prrcce

evidente es que es el propio HC3 y no sus metebolites cl —-
que da lugar a les sltersciones del wetnbolirmo norfirinico
(yog )+ aunque tanto el pentaclorobericeno couo el pentucloro
fenol inducen ¢l citocromo P-450 hendiico { 44 ). Sin enbrr-

re, oUn no se puede excluir el que el deasencodenmmiento de
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la porfiria dependa directamente de algin producto reactivo
intermedio de corta vida media probablemente detoxificado ~
por glutation, tripéptido éste cuya concentracidn hepitica

podria verse depleccionnda semin se va desarrollando la por
firia. Este descenso del glutation daria lugar a un incre—-
mento en la concentracidn de iones metdlicos libres (normal
mente complejados con glutetion) que podr{an acoplarse a —--
los grupos -SH cataliticos de la uroporfirinégeno-decarboxi

lasa inhibiendo su actividad ( jp7).

La enzimopatia bédsica de la porfiria inducida por HCB
reside en una hipoactividad hepdtica de la uroporfirinégenc
decarboxilasa {(EC 4.1.1.37) 33). Tal deficiencia es tam—-
bién objetivable en rifién g5 )’ e incluso colon ( 5'), por
lo que se ha sugerido ( 15)'que gran parte de las porfiri--
nas acumuladas y excretadas pueden provenir dé su sintesis
exazgerada en estos drganos. La actividad decarboxilativa es
en cembio normal en bazo y en glébulos rojos ( g4). Como 1§
gica consecuencia de este transtorno se incrementa la acti-
vidad de la Aminolevulin-sintetasa (g4 ), enzima (EC 23.1.
37) limitante de la porfirinosintesis, aungue en cuantfa mo
derada como sucede en la PCT. Otros de los enzimas previos
al deficitaric. tales como aminolevulin-dehidrasa (EC 4.2.1
24) y uroporfirindégenc-sintetasa (EC 4.3.1.8), pueden verse

también incrementados en un esfuerzo compensatorio.,

El pcntaporfirinégeno TII acumulado en el higado actua
ria, segin Elder {28 )k como inhibidor competitivo del co--
proporfirindgenc IXII para la coproporfirinégeno-cxidasa - -
{EC 21.3.3.3) ¥y. =unque lz actividad hepitica de este enzima

es normal en la porfiria por HCB (31 ), resultoria deficita
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ria la metebolizncidn del coproporfirindpgeno que se acuwuln
ria y wxcreteria en exceso mientras que el pentoporfirindgenc
serin transformade en dehidroisocoproporfirind;enc y a por-
tir de éste en isocoproporfirinze (23 ). Estrgs porfirinas -
de la serie &socopro son, come cn la PCY, excretadns nor bi
lis y eliminndos por heces (33 ) (32 ) pudiendo trmhién ser
detectades en minimas cantidades en 1le orinm (37 ). fhsf - -
pues, los porfirinas ocumulndas en el hipado conctituyen —--
una selectiva retencidén de 1lns mfs hidrefilices y no sen —~-
por tanto representestivas del palrén de cupernroduccidn por
firica (3¢ ). Como puecde observarse ror microncoris de fluo
rescencia el acdmulo hepndtico de porfirin:s se inicin en —-

los hepatocitos mds préximos a la vena centrolobuliller (112

e
~

en donde precisamente los cesmbios degenerotivos son nis acu

sados.

En la rata porfirica, al ipucl que en ln PCT, se apre-
ciz fluorescencia en los nefrocitos del tdbulo nroximnl y -
del asa de Henle (56 ), lugares en los qgue nrobablemente 4-
tiene luger unn reabsorcidn porfirinice. Semin Doss (22 ) -
el acdmulo rensl de porfirinas no irsduce su sintesis loes)
como opina Day f 15) (1¢), ®ino que renrcsent: unicomente
la inmpregnacidn de las porfirinas formaodes en el higedo v -

tronsportedns por via hemdtice al rifidn nore su excrocidn.

Come en la rCT se observe tumbidn en la porfiri: indu-
cida -por HCB un mzrcado incremento en 1o trac hepdtice del
citocrome P-45C (1¢03) ( 7¢) ( 3 ), sungue loo entudics es—-
pectreles y de cindtica enzimSticr (136) sugieren que se ~—-

trote de unz hemoprotefna distinte o 2l menon mixta (127),
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es decir, con propiedades tanto del citocromo P-450 (la for
ma inducide por el fenobarbital) como del P-448 (forma indu

cida por el benvopireno).

Aunque negada por alpunos eutores ( 7 ), ha sido des--
erita en las ratas la existencia de lesiones cutdneas { 82)
sobre todo tras 1n exposicidn crénica a la luz ultravioleta
de zonas de piel afeitada en’donde inclugo son reproduci- -

bles por suave friccién las t{picas smpollas ( 81).

El caracteristico patrén de actimulo hepdtico de excre-
cidn urinaria de las porfirinas octo y heptacarbox{licas --
(121) € 30) {22 ) ( go) sompleta la semejenza de esta porfi
ria por HCB con la PCT humena. No obstante existen entre am
bas formas ciertas diferencias. En las ratas porfiricas la
eliminacidn urinsria de los precursores sminolevuli{nico y -
porfobilindgeno puede verse marcadamente incrementada (78 )

(¥44) (56 ) (70 ) (17 ) como ya observamos en las ratas de -

la Serie VII, y por otro 1ado; las porfirinas acumuladas --
¥y excretadas por estos animales pertenecen en su gran meyo-
ria a la variegdad isomérica III (22 ) (90 ) (57 ). nos sor-
prende el escaso incremento del valor porcentgal de hepata-
carboxilporfirina en la orinn de nuestras ratas porfiricas,
de tal formaz que aunque llega a superar al valor de la co—-
proporfirina tetracarboxilica su vador medio se sitia alre-
dedor o por debajo del 2(%, hecho éste también observable -

en las series de otros autores (igﬂ (30) (22) ¢90).

En 30 pzcizntes con PCT el valor porcentual medio de -

dicBh heptacarhoxilporfirina elcanzd el 325 (Figura 22). Es
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posilile fue, comc reconcce “lder ( 23 ), lo t:n predeminonte

eliminzeidén urinnria de uroporfirinsa (octocerboxilics) men -
en parte debida o 1a formrcidn no enzimdtica de lo mism: por
condensacidn in vitro a pertir de porfobilind;rno. La excreai
cidn fecnl de esta octocarboxilics urcporfirins sélo rlern--
z6 en nuestros 30 pacientes una cifras prdxime 21 2%, mien- -
tras que en las ratas porfiricas su presencia era mayorita--

ria (Figura 22). En esta comparscidn de los poirones dictri-
butivos de lag diversas carboxilporfirinng urinurics y feco-
les entre la PCT y su modelo experimental (Figure 22) resul-
ta notable la moyor eliminacidn porcenturl fecol cn los wni-
meles de lac porfirinns octo, hepta y hexacnrboxi{liecrs en de
trimento de las tetracarboxilices, sungue la relncidn F]/ Co
pro se¢ incrementa en similar proporcidn que en los humonog -
(29 ). Yodric achacarse esta marcads pregencin en heces de -
laes porfirinas mds policarboxilicas a contrminreién vrinecrio
pero resulta evidente su excrccidn predoninante cuendo la ~-
porfirinuria es ain cuantitativamente minima como sucede - -

tros 4 semanas de intoxicacidn (Serie VI).

En lo Pigurn 22 comnarsmos ¢l poirdn exeretorio porcen-—
tusal de la PCT con el observado en las ratin de 1n Serie VI,
mientros que en la Pipura 23 estobleceiros diche comprrneidn
frente a lams rates de 1o Serie VII y en formz de resultados -
cuantitativos. Nos sorpende lua relativomente escesn porfirino

rrea de las rotas porfiricas.

En 4 conejos intoxicados con HCB De Meotteis y cols. - -

(17 ) obscrveron unu porfiris mds semejrnte o 1n TCL humena
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no sdlo en razén de su curdro bioquimico sino también por la
ausencia de las marcadas alteraciones neurolégicas tan usua-
les en las ratus. Los andlisis del patrdén acumulativo y ex—-
cretorio de las diversas carboxilporfirinas podrén aclarar -
en un futuro si efectivemente la porfiria inducida a conejos

conatituye un me jor modelo experimental.
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Finalmente » modo de ejemplo o ilustrocidén grifice exno
nemos algunts fotografias de la fluoresceneio de lis porfiri
nas acumuladas en higodo y bilies (Figure 24) y en diente —-
(figura 25) de una rata porfirieéa.

n la Figura 26 se muestre el cromeiozsrems de 4 corinus
de lags ratas de la serie VI a les 11 semunss de intoxicncidn
Resulto evidente la presencia de las porfirinas mfs nolicir-
boxilicas, porfirinas observables tombién en Lles heces de es
tos mismas ratus como muestras la Figurs 27 en 1z que lambidn
se aprecia una mancha con RF interimedio eutre lis porfirinne
penta y tetracarboxilicas y que corresponde o Isocopronorfi-
rinz o porfirins Pl.

Tembidn en la Figura 23 aprecicnoc 1o mencho correspon-
diente a Dehidroisocoproporfirini: en la bilis de tre: ratas
de ls Serie I mientras gue a la dereciiz de la fotorrafia sc
observa la unica presencia de Porfirinus Cecto y Heptncarbvoxi

Jicac en el tejido hepdtico de uno de estos aoninles.
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Figura. 24

Figura 25
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Figura 27
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9. CCNCLUSIONLS

1) Se anali=zdn la excrecidn curnti y curlitotive de por-
firinas en un grupo control formeado por 19 ratas. “n orina la
fraccién Coproporfirino es netamente meyoritoria y por troma-

! tofraff{a en capa fina (TLC) se comprueba ls predominonte pre-

sencia de esta porfirina tetracarvoxilica.

En las hecés la fracecidn Protoporfirins o la porfirina -
auténticamente Dicarboxflica es lz mayoritaris aunque cn bi--

lis la fracecidédn Coproporfirina (tetracarboxf{licn) supera a -

la Protoporfirina. Estos datos confirman el en porte origen -

ex8reno de la Protoporfirina.

2) La administracién a ratns de Hexnclorobienceno (HCB) -~
bien mezclado en la dieta o bien vehiculnde en susuensidén acuo
sa e introducido medisnte sonda cAstrica se mostrd canam de -
originar la ten deseada Porfiria experimental. Sin embnrge ol
método iddneo de intoxicacién se basa en la aédministracién de
bajas dosis del fungicida vehiculsdo en nceite de o0liva e in-

troducido por sonda gastrica cinco ding por semunm.

3) La administracidn previa de hierro-dextirnno no modifi
¢6 el metabolismo porfirinico. Su empleo se basa en el inten-
to de reproducir la sobreeaorga férrica ten comunmente observa
da en 1la PCT humana.

4) Zn los animales intoxicados comprobames la existencia

de una hepatomegnlis aue tiene su correlanto histopatolérico -

en la hipertrofiz e hinerplasin de los henntocitos.
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5) Al término de la intoxicacién los animales evidencia

ren la caracteristica situacidén porfirica:

En rifién, bazo, pulmén y fundamentalmente higado obser-

vamog un masivo acimulo de las porfirinas més policarbox{li-

cas.

En bilis y en heces se detecté la patognoménica presen-

cia de Isocoproporfirina.

6) La situacién porfirica qued§ pkenamente establecida
al cabo de seis semanas de intoxicacién. No obstante algunas
anormalidades en 1a excrecidn porfirfnica pudieron observar-
se tras dos o tres semanas de la administracién del Hexaclo-

robenceno.

7) Tras comparar el metabolismo porfirinico observado -
en estos animales con el de 30 pacientes afectos de PCT re~-

salton en las ratas las siguientes peculiaridades:

.
— Menor eliminacidén porcentual de Heptacarboxil porfiri

na urinaria y de porfirinas tetracarbox{licas fecales.

— Mayor excrecién porcentual fecal de las porfirinas --

més policarboxilicas.

- Tardfo pero mesivo incremento en la eliminacién urina

ria de precursores.
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In riiién, bezo, milnfn y fundamentalmente higado observa
mog un masivo aciimulo de las perfirinas més policarbox{licas.
En bilis y en heces se detectd la patornonénica vresencie de

Isoconroporfirina.

La situscién porfirica quedé plenemento estrblecidn al -
cabo de seils semanans de intoxicacién. No obatente algunrs onor
malidndes en la excrecidén perfiriniecn pudieron observorae tras

dos o tren emanrs de 1z ndministrecién delllexmclorobenceno.,

Tras comparor el metoboliswo porfirfnico observado en —-—
entos mnimeles con el de 3¢ nacientes ofectos de PCT resaltan

en les ratans les siguientes neculisridandes:

Ifenor eliminescién norcentrul dé Iletncnrboxil porfirinag -

urinarie y de norfirines tetracarbox{flicas feceles.

llayor excrecidén norcentuel fecnl de las porfirinas més -
policarboxflicae.

Terdio pero mesivo incremento en la elimincciédn urinaria

des log precursores. ~
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