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0BJETIVOS

Aunque las porfirias son consideradas enfermedades re-
lativamente poco comunes, nuestra incorporacién al grupo de
trabajo que sobre metabolismo porfirinico dirige el Dr. Enri-
quez de Salamanca en la Citedra de Patologia Médica del Prof.
Gilsanz, nos permitié el adquirir cierta experiencia sobre la
porfiria cutdnea tarda (PCT), variedad ésta mds frecuente en
nuestro pais. La porfiria inducida a ratas mediante intoxica-
cidn con hexaclorobenceno, constituye un varioso y aceptado

modelo experimental de 1a PCT humana.

Recientemente el Prof. Llanes ideé un método original

para demostracién histolfégica de 1a fluoresceina sddica.

Basados en estos hechos y consideraciones, nos propu-
simos estudiar las alteraciones estructurales y ultraestructu-
rales, asi como la fluorescencia porfirinica tisular mediante
el método de Llanes en la porfirfa experimental inducida en
ratas con hexaclorobenceno en sus diferentes estadios evolu-

tivos.









Las porfirias pueden ser definidas como un grupo de
enfermedades de expresidn clinica polimorfa que habitualmente
se producen por errores congénitos, en el proceso de biosinte-
sis del HEM y que bioquimicamente se caracterizan por una pro-
duccidn, acumulacidén y excrecidn excesiva de porfirias y sus
precursores.

E1 HEM debido a su importancia vital y a la multitud
de procesos en los que puede intervenir, estd presente en la
mayoria de las células del organismo, pero existen dos localiza-
ciones primordiales donde se realiza su sintesis, ellas son:
el tejido hematopoyético y el higado, siendo precisamente en
estas localizaciones donde las alteraciones del metabolismo del
HEM adquieren mayor relieve, debido a que estos lugares son los
de mayor actividad biosintética del HEM. E1 error metabdlico
puede acontecer a diferentes niveles y segin donde ocurra se
producira una enfermedad con caracteristicas clinicas y biosin-
ténicas especificas.

En 1954, Schmid, Schwartz y Watson (1) establecieron
dos grandes grupos de porfirias, teniendo en cuenta la locali-
zacidn preferente donde de producia el aclimulo de porfirinas y

distinguieron las porfirias eritropoyéticas de las hepdticas.



1- CLASIFICACION DE PORFIRIAS

ERITROPOYETICAS

UROPORFIRIA CONGENITA DE GUNTHER
PROTOPORFIRIA

HEPATICAS

PORFIRIA INTERMITENTE AGUDA (PIA)
PORFIRIAS CLINICAMENTE

MIXTAS: PORFIRIA VARIEGATA (PV)
COPROPORFIRIA HEREDITARIA
PORFIRIA CUTANEA TARDA

Esta clasificacién, aunque no es perfecta y ha sido
sometida a criticas (2), sigue manteniendose por su simplici-

dad y por razones diddcticas.

2- BIOSINTESIS DEL HEM

La biosintesis normal del HEM, ha sido recientemen-
te revisada por Gidari y Levedere (3).

Cronol6gicamente podemos distinguir las siguientes
etapas:

2.1.- SINTESIS DEL ACIDO DELTA AMINO-LEVULINICO (ALA)

La sintesis del &cido delta amino-levulinico (ALA)
es el primer paso en la biosintesis del HEM. Se forma a partir
de la unidn equimolecular de la glicina con el &cido succinico,
en presencia del piridoxal fosfato, el cual es indispensable
para la realizacidn de esta unién, ya que si no se produce pi-

ridoxal-fosfato de glicina, no tiene lugar 1a unifn con el &cido



succinico. Este dGl1timo componente del ciclo de Krebs, es un dci
do que procede de dicha glucolisis aerobia y por tanto se en-
cuentra abundantemente en el.interior de las mitocondrias. Den-
tro de las mismas se encuentra también la enzima catalizadora
de la unidn de la glicina y el &cido succinico: se trata de 1la
delta amino-leoniitico-sintetasa (ALA-asa). Las variaciones
en la actividad de esta enzima van a tener gran repercusidn en
la biosintesis del HEM.

Como la ALA-sintetasa y el dcido succinico se encuentran en
gran cantidad en el interior de la mitocondria, es 1dgico dedu-
cir que esta primera fase de 1a biosfntesis del HEM es mitocon-

drial,
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ESQUEMA DE LA BIOSINTESIS DEL HEM (Fig. 1)

SUCCINIL-CoA

ALA

PBG

UROgen-cosintetasa

UROPORFIRINOGENO III
UROPORFIRINA III
HEPTAPORFIRINOGENO III

HEXAPORFIRINOGENO III
PENTAFORFIRINOGENO III
COPROPORFIRINOGENO III

COPﬁ%POﬁFIRINA 111

COPROgen-oxidasa
PROTOPORFIRINOGENO IX
PROTO gen-oxidasa
Fe PROTOPORFIRINA IX

HEM-sintetas

HEM

URO gen-decarboxilasa

GLICINA
ALA- asa

ALA- dehidrasa

URO gen-sintetasa

UROPORFIRIN%FENO I
UROPORFIRINA 1
HEPTAPORFIRINOGENO I

HEXAPORFIRINOGENO I
PENTAPORFIRINOGENO I

COPROPORFIRINOGENO I
COPROPORFIRINA 1



2.2.- BIOSINTESIS DEL PORFOBILINOGENO (PBG)

E1 porfobilindgeno, que tiene estructura monopirréli-
ca, se forma tras la unién de dos moléculas de ALA en presen-
cia de la enzima amino-levulin dehidrasa (ALA-dehidrasa) y ya

extramitocondrialmente. (Fig. 2)

CoOH
&n, eHy-Cl, - Coon
M
o WV
2 H

2.3.- BIOSINTESIS DE LOS UROPORFIRINOGENOS

En los d1timos 30 afios se ha 1legado a un casi comple-
to conocimiento de la via de biosintesis por la que se forman
las porfirinas en el organismo (4). Durante los primeros estu-
dios sobre el metabolismo de las porfirinas se supuso que el
paso de porfobilinégeno (PBG) a uroporfirina era posiblie por una
simple condensa;iéﬁ lineal de cuatro pirro]es; Desde Shemin (5)
se sabe que est; forma de condensaci6n no es posible y que e}
paso se realiza a través de un intermedio incoloro, el uropor-
firinégeno, que es la forma reducida de la uroporfirina.

La unién de cuatro moléculas de PBG , da lugar a un
compuesto tetrapirr6lico que es el denominado uroporfirinfgeno.
Esta unidn estd catalizada por dos enzimas que actuan simultda-
neamente, la uroporfirinogeno-sintetasa (URO gen-sintetasa) y 1la

uroporfirindgeno-cosintetasa (URO gen-cosintetasa). Primero



actuariala UROgen-sintetasa que origina la sucesiva unién de
moléculas de PBG. En este proceso se formarfan varios interme
diarios entre ellos un dipirrol-metano. Es sobre este interme
diario dipirr6lico, sobre quien actuard la segunda enzima, la
UROgen-cosintetasa (Frydman (6) en un completo trabajo no lo-
gr6 demostrar la existencia de ningin di o tripirrilmetano
(sintetizados en el laboratorio) que actuase como sustrato de
las énzimas).

Si solo actua la enzima UROgen-sintetasa, Ta unidn de
las cuatro moléculas de PBG da lugar a un uroporfirinfgeno per-
teneciente a la variedad isomérica 1I. Los porfirinégenos de
esta variedad isomérica I, no tienen ninguna misién fisioldgi-
ca en la naturaleza ni se conoce ninguna sustancia que derive
de ellos, eliminandose por via urinaria o fecal.

Cuando simultdneamente a 1a accidn de la enzima UROgen-
sintetasa, actua la enzima UROgen-cosintetasa, el compuesto te-
trapirrélico obtenido es un uroporfirinfgeno perteneciente a la
variedad isomérica III. Son estos uroprofirindgenos III los que
son imprescindibles para la formacidon del HEM, el cual jamds
se podrd formar a través de 1a variedad isomérica I[.

La concentracidén de UROgen-cosintetasa es diez veces
superior a la de UROgen-sintetasa, asegurando asf la formacién
de uroporfirindgenos III que son los fisiol6gicamente importan-
tes.

Este eslabdn de 1la sfntesis del HEM es intracitoplas-

mitico.
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2.4.- METABOLISMO DE LOS UROPORFIRINOGENOS

Tanto el uroporfirindgeno de la variedad isomérica I
como el perteneciente a la variedad isomérica 1II, poseen 8
radicales dcidos. Un radical acético y un radical propidnico

en cada uno de sus cuatro anillos pirrdlicos (Fig. 3)

A

UROPORFIRINOGENO I

UROPORFIRINOGENO III



E1 paso metab6lico siguiente supone l1a conversidn de
los wuroporfirindgenos en coproporfiringenos, para ello ha de
seguirse un proceso de decarboxilacién mediante el cual se des-
prende de cada uroborfirinégeno cuatro radicales acéticos. Esta
decarboxilacién no es simultdnea sino que se produce de forma
escalonada y progresiva, dando lugar entre el uroporfirindgeno
y el coproporfirindégeno a la formacidén de tres porfirindgenos
intermediarios , cada uno de ellos con siete, seis ¥y cinco car-
boxilos, por lo que se les denomina hepta, hexa y pentacarboxil-
porfirindgenos, respectivamente. En este proceso de decarboxila-
cién toma parte un fermento, 1a uroporfirinfgeno-decarboxilasa
(UROgen-decarboxilasa). Esta enzima tiene un rdpido "turnover",
debido a 1o cual los intermediarios arriba citados se encuentran
en escasa cantidad en condiciones normales. Cada uno de dichos
intermediarios pué&e ser utilizado como sustrato de la UROgen-
decarboxilasa.

Jackson y cols. (7) han propuesto que la decarboxila-
cién no se produce al azar, sino que tiene un lugar de origen y
sigue un orden secuencial. Por aislamiento y andlisis esfructuf
ral de las porfirinas intermedias de siete, seis y cinco carbo-
xilos, este autor ha demostrado que Ta reaccidén se inicia en
la cadena lateral acética del anillo D del uroporfirinfgeno III
y avanza siguiendo el orden de las agujas del reloj, por los
anillos A,B y C.

Estos porfirindgenos (uro, hepta, hexa, penta y copro-
porfirindgeno) pueden ser oxidados a porfirinas. Esta oxidaciédn,

que en condiciones normales no tiene cuantitativamente relevan-
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cia, tiene importancia, pues las porfirinas que asf se forman
quedan excluidas de la cadena metabdlica del HEM.

Estas porfirinas pueden seguir dos caminos, uno acu-
mularse en el tejido donde se formaron, y otra, eliminarse a
través de alguna via natural. Esta reacci6bn que puede realizar-
se de forma espontdnea se ve favorecida por la presencia del
hierro.

Elder (8) ha demostrado una via alternativa de decar-
boxilacion a partir de la porfirina de cinco carboxilos, que
conduce a 1a formacién de la serie de isocoproporfirinas que
incluye a la dehidroisocoproporfirina, hidroisocoprorfirina y
la isocoproporfirina. El enzima que cataliza la decarboxilacién-
deshidrogenacion de 1a porfirina de cinco carboxilos para asf
formar la dehidroisocoproporfirina, es la coprogenoxidasa. Esta
enzima es la misma, que en condiciones normales, cataliza el

paso del coproporfirin6geno a protoporfirindgeno IX.

PENTAPORFIRINOGENO III

! DEHIDRO-
1SOCOPRO.
copRo;%RFIRINOGENo 111
L COPROGEN OXIDASA
PROTOPORFIRINOGENO 1X
(Fig. 4)

En individuos normales se detectan minimas cantidades

de isocoproporfirinas en las heces, encontrandose caracteristi-
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camente y en cantidades importantes en las heces de los enfer-
mos con porfiria cutdnea tarda (PCT) y en ratas intoxicadas
por hexaclorobenceno. En estas circunstancias, el fermento
COPRO gen oxidasa, actuaria preferentemente sobre el pensapor-
firin6geno III en detrimento de su accién sobre el coproporfi-
rin6geno III, dando lugar a una coproporfirinuria, objeto de
miltiples hipétesis.

2.5.- CONVERSION DEL COPROPORFIRINOGENO EN PROTOPOR-

FIRINA.

E1 coproporfirinégeno (Fig. 5) en condiciones normales
sufre la decarboxilacién y oxidacién sucesiva en dos de sus cua-
tro radicales propiénicos. Esta reacci6n estd catalizada por la
COPRO gen oxiadasa, formandose una molécula denominada protopor-
firindgeno IX. La COPRO gen oxidasa es de localizacidén intrami-

tocondrial.

(Fig. 5)
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Por oxidacitn del protoporfirinégeno IX se forma 1la
protoporfirina IX ( PROTO); esta reaccibén es catalizada por la
también enzima mitocondrial PROTO gen oxidasa.

Una vez formada la protoporfirina IX, al incorporarse
a2 ella un dtomo de hierro, incorporacién facilitada por la en-
zima mitocondrial, ferroquelatasa o Hem-sintetasa, queda for-

mado el HEM. (Fig. 6)

A/

™M //// v
Nl
/
He F*t cH
N// N
M{ "
\\\\\\\ 4
4 P
(Fig. 6)

i3

2.6.- CONTROL DE LA BIOSINTESIS DEL HEM

Gracias a los trabajos de Gajdos (9), se sabe que 1la
cantidad de porfirinas libres no representan mis que la milési-
ma parte de la cantidad de protoporfirina utilizada en la sin-
tesis del HEM.

Lascelles (10) demostré que para la formacidén diarfa

de 450 micromol. de HEM, se sintetizan menos de 484 micromol.
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de porfirinas por dia. Esta sfntesis que es de extrema compieji
dad se efectia con gran rapidez como lo demostraron los traba-
jos de Gajdos (11).

La vfa metabdlica que da lTugar a la formacién del HEM,
se inicia en el interior de la mitocondria con la sfintesis del
ALA, se continua en el citoplasma donde se encuentran los dife-
rentes enzimas que catalizan los pasos intermedios (URO gen-
sintetasa, cosintetasa y decarboxilasa) y termina de nuevo en la
mitocondria con la sfntesis de la protoporfirina IX y el HEM.
Esta proximidad de localizacién de los primeros estadios y de
los Gltimos, de la sfntesis del HEM, tiene gran significacién
funcional. E1 ritmo de formacidn de los precursores del HEM
(ALA y PBG) estd en funcién inversa a la cuantfa del HEM sinte-
tizado. Los estudios de Granick y Sassa (12), demostraron que el
HEM realiza un control de tipo "feed-back" negativo sobre la sin
tesis del ALA. De esta forma el HEM regula la velocidad de su
propia sfntesis en funcidn de las necesidades del organismo.

Se han propuesto tres medios diferentes de realizar
este control que se centrarfa sobre el efecto directo que el HEM
ejerce sobre la ALA-sintetasa:

1) Inhibicidn de la ALA-sintetasa por el HEM.

2) Kurashima y cols. (13) han sugerido un modelo de
control que consistiria en una inhibicién del transporte de ALA-
sintetasa desde el citoplasma, donde se sintetiza, al interior
de 1a mitocondria.

3) Induccién de ALA-sintetasa hepdtica., E1 fermento

hepdtico ALA-sintetasa puede ser inducido por muchos f&rmacos
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liposolubles esteroides y otros productos qufmicos. E1 efecto
primario de la mayorfa de estos compuestos, parece ser la in-
duccidn de la apoproteina del citocromo P-450, que es la oxida-
sa terminal del metabolismo de los f&rmacos. E1 aumento coordi-
nado de la actividad de 1a ALA-sintetasa, en esas circunstan-
cias,seria un efecto secundario al intento de formar un exceso
de HEM que actuarfa de sustrato en 1a nueva sintesis del cito-
cromo P-450.

Existen, ademds, un grupo de sustancias qufmicas entre
las que se incluyen la griseofulvina, la dicarbetoxidihidrocolei-
dina (DDC) y l1a alilisopropilacetamida (AIA), que ocasionan una
induccidn masiva de la actividad de la ALA-sintetasa, y que en
Tas ratas utilizadas para estudios experimentales producen un
transtorno del metabolismo de las porfirinas.

2.7.- CONSECUENCIAS DE LOS BLOQUEOS EN LA BIOSINTESIS

DEL HEM

E1 proceso de la biosfntesis del HEM puede bloguearse
parcialmente a diferentes niveles, dando lugar a distintas situa
ciones clinicas. _

Sabido es que en todo error congénito del metabolismo
se producen las siguiente consecuencias:

1) Disminucién del producto final.

2) Aumento de los productos intermediarios de la cade-
na metabdlica que preceden al bloqueo. Existe un acdmulo de los
metabolitos que se forman antes.del bloqueo. Estos metabolitos
al principio se acumulan en los tejidos donde se formaron, mis

tarde pasan a la sangre y posteriormente se eliminardn por la
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orina o por la bilis.

En el caso de que el bloqueo se situe en los primeros
eslabones de 1a cadena metabélica del HEM, los intermediarios,
que aumentan, adn no poseen la estructura tetrapirrdlica. Entre
ellos figura el ALA y el PBG. Si la interrupcién se sitda en fa
ses mds avanzadas, los metabolitos que se acumulan son los por-
firin6genos. Al ser acumulados en los tejidos, esto da lugar a
una facilitaci6n de su oxidacién a porfirinas perdiendo su ca-
rdcter precursor del HEM y siendo eliminados por orina o heces.

3) Aumento de los enzimas previos a la deficitaria.
La interrupcidn de la cadena metabflica disminuye la sfintesis
del HEM. La consecuencia inmediata de ello es el estimulo auto-
mitico de los fermentos previos al bloqueo. Al resultar defici-
taria la sintesis del HEM y dado que este producto final regu-
la mediante un mecanismo de "feed-back" negativo la actividad
de la enzima ALA-sintetasa, se producirfa un aumento de la acti-
vidad de esta enzima. Esta respuesta contribuye a aumentar 1la
cantidad de Tos productos intermediarios, que por mecanismo de
induccién, por sustrato, estimulan las enzimas de las etapas
previas al bloqueo, y asf finalmente la sfntesis del HEM no re-
sulta defectuosa. Es un estfmulo que pretende compensar la fal-
ta de HEM a base de ‘acelerar su biosfntesis.

La biosfntesis también puede ser estimulada por un
aumento en la demanda de HEM. Muchas drogas son metabolizadas
en el higado, merced a la actuacidén del citocromo P-450, lo
que determina una mayor demanda de HEM. E1 consumo de HEM de-

termina la disminucidn del freno que este ejerce sobre la ALA-
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sintetasa y se estimula toda la via metab6lica. En el caso de
que exista un bldqueo en ella se producia el ya comentado au-
mento de los productos intermediarios.

4) Apertura de vias secundarias o derivativas, de lo
cual en este caso serfa representaci6n la presencia de isocopro-
porfirinas demostradas por Elder (8).

3.- PORFIRIA EXPERIMENTAL

Es un hecho demostrado que ciertos productos qufmicos,
incluyendo entre ellos algunos fdrmacos y esteroides, son ca-
paces de producir alteraciones bioquimicas en varias especies
animales, que se asemejan a diferentes tipos de porfiria hepéd-
tica en el hombre. Entre los agentes qufmicos utilizados en la
produccidn de porfiria experimental, destacan por su importan-
cia la alilisopropilacetamida (AIA), el dicarbetoxidihidrocoli-
dina (DDC), la griseofulvina y por encimas de todos ellos, el
hexaclorobenceno (HCB).

Las observaciones clinicas sobre porfiria humana sumi-
nistran las pautas para el desarrollo de porfiria experimental,
la cual en Gtil correspondencia proporciona datos de importante
aplicacidn cifnica.

Clasificacidn de porfirias experimentales (34)

I- Animal: - Genética
- Inducida qufmicamente.

II- Sistemas de células aisladas: Inducidas quimicamente.

3.1.- INTRODUCCION HISTORICA DE LAS PORFIRIAS EXPERI

MENTALES.

Stokvis (14) en 1889 di6 los primeros pasos en el de-
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sarrollo del concepto de porfiria inducida por agentes quimi-
cos, cuando publicé el caso de una mujer, la cual, tras la in-
gesta de sulfonal presentd orinas rojas y que murid con alte-
raciones psiquico-neurolidgicas. Fue probablemente la primera
descripcién de porfiria intermitente aguda.

El mismo Stokvis (15) al administrar sulfonal a cone-
jos y perros produjo la primera porfiria experimental descrita.

Similar experimento fue l1levado a cabo por Fischer y
Duesberg (16), cuando administraron idéqtico compuesto a cone-
jos, encontrando porfirinas eter-insolubles en 1a orina de los
animales.

Rimington y Hemmings (17, 18) demostraron que ciertas
sulfonamidas, incluyendo la sulfanilamida, incrementaban la ex-
crecién urinaria de coproporfirinas en ratas.

Schwartz y cols. (19) trataron conejos con fenilhidra-
zina, plomo y luz ultravioleta, produciendo una porfiria expe-
rimental que se asemejaba a la porfiria eritropoyética congéni-
ta humana. Estos animales excretaron gran cantidad de uroporfi-
rina I, por orina. Asimismo, 1as‘uro y coproporfirinas de la mé-
dula 6sea estaban también incrementadas, sin embargo 1a concen-
tracidn de porfirinas en el higado estaba dentro de 1a normali-
dad. Los conejos excretaban cantidades elevadas de PBG. Este
dato no ha sido constatado en l1a clfnica humana de porfiria eri-
tropoyética congénita humana. Pero quienes realmente sentaron
las bases de la porfiria experimental fueron Schmid y Schwartz
(20, 21) cuando demostraron que la administracién de sedormid

(alil-isopropil-acetilurea) a conejos, producfa un tipo de
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porfiria hepdtica que se caracterizaba por la excrecién de can-
tidades elevadas de PBG y uroporfirina IIl por la orina. €1
higade de estos animales contenia grandes cantidades de PBG,
uro, copro y protoporfirina. Como la mayoria de los estudios de
porfiria experimental, estos trabajos se realizaron sobre la
base de observaciones clinicas, ya que Duesberg (22) habfa de-
mostrado la existencia de porfiria en un paciente que habia in-
gerido grandes cantidades de sedormid.

Existe un compuesto muy préximo a la alil-isoprofil-
acetamida, aunque mds soluble, que es la alil-isopropilacetami-
da (AIA) que también es capaz de producir porfiria hepﬂfica en
animales (23).

En 1959 Salomon y Figge (24), describieron una porfi-
ria experimental en ratones y cobayos, al administrarles dicar-
betoxidihidrocolidina (DDC).

Kantemir (25) y Schimd (26) en 1960, Ockner y Schmid
(27), De Matteis y cols. (28) y Gajdos y Gajdos-Torok en 1961,
demostraron que el hexac10(obenceno (HCB) era el causante direc-
to de los casos de porfiria cutdnea tarda que se produjeron en
Turquia, entre 1955 a.1960, por la ingesta de semillas de tri-
go tratadas con el fungicida HCB.

En 1963, Weston-Hurst y Paget (30) y De Matteis y Ri-
mington (31), publicaron unos estudios sobre el efecto de la
griseofulvina en el metabolismo porfirinico de la rata. Cuando
se administraba griseofulvina a 2'5% en la dieta, se producia
primero un aumento de copro y protoporfirina fecales, con un

acimulo considerable de protoporfirina en el higado, seguida a
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los pocos dias por una elevada excrecién urinaria de ALA, PBG
(1os 1lamados "precursores de las porfirinas") y coproporfiri-
na. Se observé también, aumento de la protoporfirina eritroci-
taria y fluorescencia de las células rojas circulantes y de las
células de 1a médula 6sea. La porfirina persisti6 tanto tiempo
como la droga fue administrada.

Otro compuesto, descubierto como agente porfirinogéni-
co por observaciones clinicas, fue el 2-Alil-oxi-3-metilbenza-
mina. Se les administr6 a un paciente con artritis, por sus pro-
piedades analgésicas y antipiréticas. Durante el tratamiento se
observé un marcado aumento en la excrecién de coproporfirina
urinaria (32). Posteriormente se le administré a tres personas
normales a dosis de 0'6 gr./dia, y a otras tres, a dosis de 2'6
gr./dia; en ambos grupos hubo un incremento de ALA, PBG, URO y
COPROporfirinas urinarias, asi como de URO, COPRO y protoporfi-
rinas eritrocitarias. Todos estos hallazgos se lograron repetir
en conejos (32) y ratas (33), a los que previamente de les ad-

ministré el compuesto (34).

4.- PORFIRIA EXPERIMENTAL INDUCIDA PdR HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLTHALOGENADOS

Los hidrocarburos aromdticos mds importantes que dan

lTugar a una porfiria hepdtica especifica son:

cl

cl cl
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HEXACLOROBENCENO 2,4,5,2',4",5"'-HEXACLOROBIFENILO
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OCTACLOROESTIRENO 2,3,7,8- TETRACLORODIBENZO-P-DIOXINA

De entre los 70 compuestos quimicos que han mostrado
propiedades porfirinogenéticas, destacan los hidrocarburos aro-
miticos halogenados. Son compuestos muy bien conocidos y estu-
diados (35), por su amplio uso en la industria y en la agricul-
tura y por su presencia como contaminantes ambientales. Pero de
todos ellos, el mds estudiado como inductor de porfiria, es
el hexaclorobenceno que se usa como fungicida en el tratamien-
to de semillas y en la manufactura de algunos clorofenoles y
clorobencenos, potentes herbicidas. Su descubrimiento como agen-
te porfirinogénico se debié a la aparicién en Turquia, al final
de la década de los 50, de un tipo de porfiria muy semejante a
la porfiria cutdnea tarda humana (26, 36, 37). E1 hecho fue de-
bido a 1a ingestién accidental de una partida de trigo destina-
da a la siembra que habia sido tratada con HCB.

Posteriormente se comprob6 que el HCB originaba también
porfiria en ratas (27), conejos (28), aves (38) y monos (39).
Desde entonces la porfiria desarrollada por intoxicaci6én con HCB
constituye un valioso modelo experimental de la porfiria cuté-

nea tarda (34, 40, 41, 42).



- 21 -

Con respecto a los otros hidrocarburos aromdticos po-
lihalogenados, se ha sefialado que el 2,3,7,8 tetracloro-diben-
ceno-p-dioxina (TCDD) es el m&s potente inductor de la ALA-sin-
tetasa, en embriones de pollo (43) y causante de porfiria en
ratones (44). Fue descubierto como resultado de unas investiga-
ciones sobre la causa de la gran incidencia de porfi;ia en una
factoria productora de herbicidas 2,4-D y 2,4,5-T (45,46).

En 1970, Vos y Koeman (47), encontraron que una mezcla
comercial de bifenilo policlorado producfa una acumulacidn de
porfirinas en pollos, codornices, y ratas.

Posteriormente, Vos y Notenboom-Ram en 1972 (48) sefia-
laron que el 2,4,5,2',4',5' hexaclorobifenilo puro era porfiro-
génico, asi como el hexabromobifenilo (49). La porfiria por bi-
nefilos policloridados no ha sido descrita en el hombre, aunque
un envenenamiento a gran escala, 15.000 personas, se produjo de-
bido al uso de aceite de cocina conteniendo una mezcla de bife-
nilopoliclorado. E1 hecho ocurrié en Japén en 1968, no realizédn-
dose investigaciones sobre porfiria (50).

Recientemente Strik y Koeman en 1976 (51), han demos-
tfado que el octacloroestireno era causante de la aparicién de
porfiria en ratas.

4.1.- PROPIEDADES QUIMICAS, TOXICOLOGICAS Y METABOLIS-

MO DE LOS HIDROCARBUROS AROMATICOS POLIALOGENADOS

PORFIROGENICOS.

Los hidrocarburos aromdticos polihalogenados tienen to-
dos importantes acciones tdéxicas, ademds de su capacidad para

causar porfiria.
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E1l hexaclorobenceno, el 2,3,7,8 tetraclorodibenzo-p-
dioxina y los bifenilos polihalogenados, son de color blanco,
sGlidos cristalinos, insolubles en agua pero solubles en dife-
rente grado en disolventes orgdnicos, grasas y aceites vegeta-
les.

E1 estudio del metabolismo del hexaclorobenceno se ha
realizado dentro de los estudios experimentales encaminados a
1a produccién de porfiria por HCB en rataé. Se ha podido demos-
trar que la forma mds eficaz de absorcidén del HCB es mediante
la administracidon oral del HCB disuelto en aceite de oliva, en
dosis entre 20-180 ml./Kg. peso, aproximadamente, siendo con es-
tas dosis la absorcidn intestinal del 80% (52,53). Para experi-
mentos rdpidos, el HCB disuelto en aceite de oliva, ha sido ad-
ministrado por via intraperitoneal (54).

Una vez el HCB es absorbido por el intestino, se dis-
tribuye por la mayor parte de los tejidos corporales de la rata,
pero como otros compuestos liposolubles, es almacenado princi-
palmente en el tejido adiposo, donde su concentracidn puede ser
por lo menos diez veces superior que en el higado (53). E1 HCB
es '‘lentamente eliminado del organismo, principalmente por las
heces (52,53,55).

En ratas, mediante administracién de HCB marcado con
carbono 14, se ha determinado que la vida media del HCB oscila
aproximadamente alrededor de diez dias (57).

La mayor parte del HCB administrado a las ratas es con-
vertido en metabolitos. Koss (52) mediante estudios con HCB mar-

cado con carbono 14, ha demostrado que el 8% de las dosis totales
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es excretado por la orina y el 22% por heces. Aproximadamente
la mitad del total de la radiactividad excretada, era en forma
de metabolitos y principalmente localizados en orina, en cambio
el HCB, como tal, era el mayor componente de las heces. E1 me-
tabolito hallado en mayor cantidad fue el pentaclorofenol, se-
guido de la tetracloroquinona y del pentaclorotiofenol. Estos
metabolitos han sido encontrados también en la orina de ratas
que habfan sido intoxicadas durante largo tiempo con HCB (56,57).
Aunque ninguno de los diferentes metabolitos conocidos
del HCB ha mostrado capacidad porfirinogenética (75,87), se ha
comprobado que al menos el pentaclorofenol,principal metabolito
del HCB, acelera e incrementa el desarrollo de 1a porfiria indu-
cida por HCB (88).
5.- PORFIRIA POR HCB EN EL HOMBRE

E1 descubrimiento de que el HCB, era una de las causas
del sindrome de porfiria cutdnea tarda, fue debido a la apari-
cién de un brote de porfiria producido por la intoxicacién por
HCB, ocurrido en Turqufa entre 1955 y 1960. En ese periodo de
tiempo, mds de 3.000 personas presentaron un cuadro de porfiria,
siendo posiblemente 5.000 personas las que desarrollaron, con
mayor o menos intensidad dicho cuadro.

Cam en 1958 (58, 59), fue el primero en sospechar que
el brote era debido al consumo de semillas de trigo tratadas con
fungicida HCB, para atajar una plaga de un hongo denomiﬁado Ti-
1letia Tritici. E1 trigo fue distribuido primeramente en las pro-
vincias de Urga, Mardin, Diyarbakir, Elazig, Siirt, Bitlis y Mus,

exactamente en las provincias donde posteriormente fueron detec-
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tados los primeros casos de porfiria (58,59,60). Todos los pa-
cientes con porfirina habfan consumido trigo tratado con HCB.

La etiologia de l1a porfiria fue confirmada cuando se
demostrd que el HCB era porfirogénico en ratas y conejos (25,26,
27,28,29), y por la no aparicién de nuevos casos después de dos
afios de ser retirado el trigo que anteriormente habia sido dis-
tribuido.

La mayorfa de los pacientes eran nifios varones entre
los cuatro y los catorce afios de edad (36,61). Cuando la porfi-
ria se presentaba en adultos no existfa diferencia de sexos (37).
La mortalidad alcanzé cifras aproximadas al 10% de los casos (62).

5.1.- CLINICA

La porfiria por HCB en el hombre, se caracteriza clfini-
camente por: lesiones cutdneas, consistentes en fragilidad de 1la
piel, ampollas, hipertricosis e hiperpigmentacién (nifios monos);
infecciones secundarias con frecuentes cambios esclerodérmicos;
artritis de las articulaciones interfaldngicas con hinchazén y
deformacion con acortamiento de los dedos. Los ataques abdomi-
nales agudos y los sintomas neurd-psiquiétricos, que son carac-
terfsticos de la porfiria hepitica aguda (63) no se presentaron
en ninguno de estos pacientes (26,61,62,64).

Algunos de estos pacientes, especialmente los nifios, es-
taban mal nutridos vy caquécticos, y aproximadamente un tercio de
ellos presentaba hepatomegalia. No existen demasiados datos his-
toldgicos sobre estos enfermos: dos de ellos presentaban cirro-
sis; otros dos tenfan degeneracidn hidrépica y granular del pa-
renquima hepdtico con pigmento amarillo en las células parenqui-

matosas (37).
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No se realizaron medidas de la concentracifn hep&tica
de porfirinas, pero mediante estudio con luz ultravioleta de las
muestras hepiticas obtenidas por biopsia, se pudo observar la
tfpica fluorescencia roja-de las porfirinas.

Las Gnicas alteraciones hematol6gicas descritas en pa-
cientes con porfiria por HCB, eran las propias de una infeccidn
crénica (62). No existfa acumulacién de porfirinas en médula 6sea,
ni tampoco se producfa fluorescencia roja celular en médula §sea
al ser estudiada &sta con luz ultravioleta (37). Las manifesta-
ciones dérmicas agudas, usualmente desaparecian a los 20-30.dias
después de l1a ingestién discontfnua de HCB y su desaparicién se
acompafiaba de una disminucién de las porfirinas urinarias (36).
Algunos pacientes parecfan clinicamente curados, pero en otros
la sintomatologfa permanecfa, exacerbandose las lesiones en ve-
rano, estando presente estas lesiones en afios posteriores.

Los nifios menores de cuatro afos raramente desarrolla-

ban porfiria, pero en este grupo y particularmente en nifios lac-
tantes, se presentaba un cuadro conocido como "pembe yara" §
" pink sore", con una mortalidad del 95% aproximadamente. Las
madres de estos nifios o padecfan porfiria o habfan cénsumido tri-
go tratado con HCB. Este cuadro no solo fué descrito en nifios,
sino que también algunos adultos lo padecieron. No se pudo de-
terminar si la sintomatologfa era causada directamente por el
HCB, o por los componentes mercuriales presentes en el abono. de
las semillas (64).

En 1977, veinte afios después de los primeros casos de

intoxicacién por HCB, Cripps y cols. (69) estudiaron a 32 per-
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sonas porfiricas turcas, con una edad media de 29 afios. Fue de-
terminada la concentracifn de porfirinas en 29 porffricos, y en
10 personas de nacionalidad turca que sirvieron de control;
fueron comparadas con los resultados obtenidos de 40 personas
de lTos EE.UU.

Diferentes alteraciones clfnicas fueron encontradas en
los sujetos porfiricos incluyendo: hiperpigmentacidn, hirsutis-
mo, cicatrices severas, pequefia estatura, cara pdlida, manos cor-
tas, artritis indolora, debilidad y tiroides aumentado de tama-
fio. E1 nivel de porfirinas era todavia sustancialmente elevado
en cinco personas. En una paciente porfirica, fue detectado HCB
en la leche materna. E1 nivel de HCB no fue considerado suficien
te para responder de la persistencia de la porfiria, pero podfa
ser la clave de la causa de "pembe yara" o "pink sore", por lo
cual algunos nifios que habian sido amamantados por madres afec-
tas, habfan muerto presentando una asociacidén de sfntomas como
debilidad, convulsiones y eritema anular.

5.2.- ALTERACIONES BIOQUIMICAS

Todos los enfermos intoxicados por la ingesta de trigo
tratado con HCB presentaban una marcada porfirinuria, a menudo
suficiente para que la orina fuera de color rojo, pero los tests
cualitativos para la estimacidén de porfobilindgeno eran persis-
tentemente negativos y las pocas estimaciones cuantitativas re-
cogidas estaban dentro de 1a normalidad (67).

E1 aumento de l1a excrecidn urinaria de porfirinas era
frecuentemente debido a 1a presencia de uroporfirina y heptapor-

firina mayoritariamente, pero la coproporfirina y las porfirinas
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con cinco y seis grupos carboxilos, también estaban presentes
(36,37,62,68). Habfa un moderado aumento de la concentracidn de
porfirinas en las heces de algunos pacientes (36,37,67), con au-
mento de las fracciones uroporfirinica y coproporfirinica.

Chu y Chu (68), usando métodos cromatogrdficos de de-
terminacidn de isomeros demostraron en 4 pacientes que el 45-60%
de la uroporfirina excretada por la orina, pertenecfa a la varie
dad isomérica I, que el 70-75% de 1a coporporfirina era de 1la
variedad isomérica III, asi como el 90% de las penta, hexa y hep-
tacarboxilporfirinas.

6.- PORFIRIA POR HEXACLOROBENCENO EN RATAS

Posteriormente a 1a ya mencionada aparicién en Turquia
de una porfiria similar a la porfiria cutinea tarda, aunque
aquella con marcado predominio juvenil y masculino, causada por
la ingesta de trigo tratado por HCB, Ockner y Schmid (27), lo-
graron reproducir de forma experimental, esa forma de porfiria
denominada turca, en ratas alimentandolas con una dieta que con-
tenfa Hcﬂ en proporcidén del 0'3%. Desde entonces la porfiria ex-
perimental inducida por HCB, ha sido aceptada como un modelo ex-
celente de 1a porfiria cutdnea tarda. Estudios sobre induccién
de esta modalidad de porfiria en ratas, y de las alteraciones del
metabolismo porfirinico de esta porfiria experimental, han sido
realizados y revisados por nuestro grupo de trabajo (71,72,73).

Aunque la porfiria inducida por hexaclorobenceno en el
conejo se asemeja m&s a la porfiria cutinea tarda humana (28) ,
la mayorfa de los autores eligen la rata por su mayor resisten-

cia y facilidad de manejo.
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6.1.- FORMAS DE INTOXICACION MEDIANTE HCB

Numerosas formas de intoxicacidén por HCB, para lograr
1a induccidn de porfiria a rataé, han sido ensayadas. La adicién
de HCB a la dieta en proporciones oscilantes entre el 0'2% y el
0'3%, es la pauta considerada como mis cldsica, desde su utili-
zacidén por Ockner y Schmid (27). Posteriormente ha sido utiliza-
da por otros autores (71),entre ellos Day y cols. (74). Tiene el
inconveniente que un elevado nimero de animales muere al mes de
l1a intoxicacidn. Para intentar disminuir las tasas de mortalidad
Goerz y cols. (75), emplearon una concentracién de HCB del 0'05%
y Day y cols. (74) del 0'07%; con estas éoncentraciones 1a mor-
talidad puede disminuir hasta el 5%.Con la misma intencidn de
conseguir una induccién porfirica, pero tratando de disminuir la
mortalidad San Martin de Viale y cols. (73), administrd mediante
sonda gdstrica el HCB, a dosis de 1.000 mg/dia/Kg. de peso, sus-
pendido en agua con 12 ayuda de Twen 20. Con esta dosis, el fndi-
ce de mortalidad es alto y precoz (71,73), obteniendose buenos
resultados si 1a administraci6n de HCB se realiza a dosis mds
bajas y no superando un periodo mayor de tiempo de cinco semanas
(71,73).

De todas las pautas wutilizadas, la empleada por Doss
y cols. (50) es la mds dtil; en ella se vehicula el HCB en acei-
te de oliva; de esta forma la absorcidn intestinal del HCB puede
tlegar a ser del 80% (52) mientras que en suspensifn acuosa es
solo del 5-6%. Las dosis de HCB que permiten un mejor estudio de
todas las fases de la porfiria por HCB, oscilan entre 50-100 mg/

dia/Kg. de peso.
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Sweney y cols. (54) demostraron que una sola dosis de
HCB, aunque sea muy alta, no induce porfiria.

6.2.- FACTORES QUE MODIFICAN LA ACCION PORFIRINOGENETICA

DEL HEXACLOROBENCENO

Ademds de las dosis y de las formas de vehiculizacidn
utilizadas en la administracién del HCB, existen una serie de
factores que determinan cierto grado de variabilidad en el com-
portamiento porfirinogenético del HCB.

Ha sido comprobado por diferentes autores (76,78,79,42,
81,51), que las ratas hembras desarrollan porfiria mis rdpidamen-
te que las ratas machos. Esto es debido a su mayor susceptibili-
dad a la accién porfirinogenética del HCB, lo que les lleva a
tener un indice de mortalidad también mds elevado. Si a una rata
macho se le administran estrdgenos, su respuesta a la intoxica-
ci6n por HCB, se iguala a la respuesta de las ratas hembras. Si
por el contrario a una rata hembra se le practica una ovariecto-
mfa, la susceptibilidad de 1a misma al HCB disminuye.

Smith y cols. (77) demostraron‘que dentro de las ratas
hembras, las de raza Agus son mds susceptibles que las de raza
Porton-Wistar, a 1a intoxicacién por HCB. No solo existe dife-
rencia en la respuesta al HCB dependiendo de 1a raza o del sexo,
sino que dentro de una misma camada y un mismo sexo, 1a suscep-
tibilidad a 1a intoxicacidn por HCB, y por consecuencia la res-
puesta a Ta misma, es individual para cada rata.

En el af&p de conseguir un modelo experimental de por-
firia 1o mis sewejante a la porfiria cutdnea tarda, se adminis-

tr6 hierro a las ratas, bien previa o simultdneamente a la admi-
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nistracidon de HCB, con el fin de que desarrollaran hepatosidero-
sis, hecho muy frecuente en la PCT humana, y que con la simple
administracién de HCB no se consegufa (82).

Taljaard y cols. (83) y Bach y cols. (84) comprobaron
que las ratas que, previamente a la intoxicacién por HCB, habfan
sido convertidas en siderdticas mediante la administracién de
hierro, desarrollaban porfiria mds rdpida y .con mayor intensidad
que las no siderdticas. No siendo imprescindible la administra-
cidn de hierro para el desarrollo de la porfiria.

Por otra parte, es un hecho demostrado (85) que en ani-
males ferropénicos no es posible producir porfiria administran-
do el compuesto porfirinogenético 2,3,7,8 tetraclorodibenzo-p-
dioxina. Asimismo, la sobrecarga y depleccidn de hierro poten-
cian y disminuyen respectivamente, la accidn porfirinogenética
del HCB (86).

6.3.- FASES DE LA INTOXICACION POR HCB

Qurante la intoxicacidn por HCB y mediante estudios se-
riados de las porfirinas excretadas por orina y heces, se ha lo-
grado comprobar (17,75,89.71)“que a.las cuatro semanas de into-
xicacién, 1a eliminacidn de porfirinas estd muy levemente incre-
mentada, manteniendose practicamente normal o presentandose una
leve coproporfirinuria y porfirinorrea (86) que contrasta con la
intensa uroporfirinuria que aparece a partir de la sexta semana
de intoxicacidn (89,83,75).

Este periodo de latencia es interpretado por Elder y
cols. (89) como el iﬁtervalo de tiempo que ha de transcurrir

hasta que se llegue a nivel critico de HCB. Hay que tener en cuen-
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ta que el acimulo de HCB se realiza de forma progresiva (78), no
apreciandose relacidn entre la cantidad de HCB hepdtico y el
grado de porfiria o las alteraciones en la concentracidén de hemo-
proteinas (42). Algunos autores como Debets y Strick (88) opinan
que el tiempo transcurrido hasta que se establece un grado de
porfiria intenso, puede ser debido no a la necesidad de alcanzar
un nivel critico de HCB, sino de alcanzar una concentracién cri-
tica de algin metabolito del mismo. Tampoco estd claro si la por
firia se desarrolla tan pronto como el nivel crftico se alcanza,
o bien es necesario una vez l1legado a este nivel algiin otro cam-
bio, como podrfa ser la alteracidn de las organelas intracelula-
res, a través de la cual se producirfa la porfiria (8).

Por otra parte, la hepatomegalia presente comunmente en
ta porfiria por HCB, aparece progresivamente (90) aumentando
hasta alcanzar su mfximo tamafio tras un perfodo de intoxicacién
de 5 a 9 semanas, para después ir, paulatinamente, disminuyendo
de tamafio hasta hacerse incluso de tamaifio menor al normal; apro-
ximadamente esto ocurre alrededor de 1a 12% semana de intoxica-
cidn.

6.4.- DETERMINACION DE PORFIRINAS EN RATAS INTOXICA-

DAS POR HCB.

Los primeros estudios sobre 1a composicién de la mez-
cla de porfirinas excretadas por la orina, fueron realizadas me-
diante técnicas de particién solvente por Ockner y Schmid (27),
De Matteis y cols. (28), Simon y cols. (92), Taljaard y cols.
(83) y Stonard (42). E1 mismo Taljaard y cols. (83), San Martin
de Viale y cols. (76) y Elder (91) realizaron el estudio mediante

técnicas cromatogréficas.
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Como ya hemos comentado anteriormente la intoxicacién
por HCB produce en las ratas una eliminacidn de porfirinas muy
discreta durante las cuatro primeras semanas, dispardndose 1la
excrecién porfirinica durante 1a 6% semana, con una intensa uro
porfirinuria.

E1 estudio del reparto porcentual (71,72,73) de las
diferentes carboxilporfirinas demuestra que son las porfirinas
con mayor nimero de grupos carboxilos las que se elevan predomi
nantemente a partir de la 42 semana, tanto en heces como en ori-
na, pero detectandose en heces la presencia de isocoproporfiri-
na 9 P; a partir de la 22 6 3a semana de intoxicacidn (8).

La coproporfirina auténtica (4-COOH) sufre en las
fases mds avanzadas de la intoxicacidn un descenso que la lleva
incluso por debajo de su nivel normal, mientras que el resto de
las porfirinas principalmente las policarboxilicas sufren un au-
mento progresivo.

El dcido delta-aminolevulfnico (ALA) y el porfobiliné-
geno (PBG) son excretados en grandes cantidades en las fases en
que la intoxicacidn es mds intensa.

La protoporfirina 1lipofflica se elimina exclusivamen-
te por via bilio-fecal. Mientras que las porfirinas hidrosolu-
bles, corresponden a las porfirinas con mayor nimero de grupos
carboxilos (8 y 7 COOH), se eliminan 16gicamente con preferencia
por la orina. Sin embargo, la coproporfirina (4 COOH) que habi-
tualmente es eliminada con ligera preferencia por las heces, en
las ratas porfiricas por HCB, se elimina en cantidades mayores

por orina (93).
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Mediante las técnicas cromatogrdficas (94) se han es-
tudiado en ratas intensamente porfiricas las cantidades de por-
firinas acumuladas en los diferentes 6rganos. E1 hfgado, como
6rgano principal de la elevada sintesis de porfirinas, es la
localizacién donde hay mayor acimulo de porfirinas. A continua-
cion, le sigue el rifién, ya que por la orina son excretadas las
porfirinas hidrosolubles, las cuales también se localizan a ni-
vel del bazo y del pulmén.

Estos acimulos han sido comprobados y demostrados por
diversos autores (92,83,89,41,79,74,21). Las porfirinas se acu-
mulan también en el tejido &seo no haciendolo en médula 6sea,
ni en las células rojas. No existe duda entre los diferentes
autores sobre que 1as porfirinas excretadas son principaimente
de la serie isomérica III.

6.5.- ALTERACIONES ENZIMATICAS Y PATOGENIA DE LA POR-

FIRIA INDUCIDA POR HCB.

Las enzimas participantes en la biosfntesis del HEM,
que se ven en mayor o menor grado, alteradas por la intoxicacién
hexaclorobencénica son por orden cronolégico las siguientes:

6.5.1.- Delta aminolevulin-sintetasa (ALA-asa). Esta
enzima limitante de la porfirino sintesis, muestra un incremen-
to de su actividad a nivel hepdtico en las ratas porfiricas por
HCB (54,104,92,83,42,38) aunque el aumento es menor que en otros
tipos de porfiria experimental.

Una gran gran dosis dnica de HCB (54,119) produce in-
mediatamente un aumento de 1a actividad hep8tica de la ALA-asa;

sin embargo, 1a administracién prolongada de unas dosis mds
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pequr:iias de HCB, no sa lugar a un aumento de ALA-asa hasta que
no se produce el comienzo del cuadro porfirico (92,104,44).

6.5.2.- Amino levulin-dehidrasa y uroporfirindgeno-sin-
tetasa. Pueden estar también aumentadas, como la anterior, en
un esfuerzo compensatorio del déficit de 1a uroporfirinfgeno-
decarboxilasa. |

6.5.3.- Uroporfirinfgeno decarboxilasa. La enzimopatfa
bdsica de 1a porfiria inducida por HCB es una disminucidon de la
actividad hepdtica de 1a uroporfirinégeno-decarboxilasa (89).
Este descenso de la actividad también es demostrable en rifién
{120) e incluso en colon (86). Esto ha dado lugar a una origi-
nal, pero no demostrada hipdétesis de la escuela sudafricana '
que sugieren el origen en estos drganos de la mayoria de las
porfirinas excretadas, mediante una sintesis exagerada en es-
tas localizaciones.

En el bazo y en los glébulos rojos la actividad de 1a
uroporfirindgeno-decarboxilasa es normal.

En 1961, De Matteis y cols. (28) sugieren la posibili-
dad de que la causa de la porfiria por HCB podrfa estar en una
interferencia en el mecanismo de decarboxilacién del uroporfi-
rinégeno.

Taljaard y cols. (83) fueron los primeros en realizar
mediciones de la uroporfirinégeno-decarqui1asa en ratas into-
xicadas por HCB. Encontraron que 1a enzima se podia demostrar
facilmente en los higados de los animales normales, pero que
no podia ser detectada en los higados de las ratas porfirini-
cas que previamente habfian sido hechas siderdticas. Sin embar.

go la actividad de la uroporfirinogen-decarboxilasa en el
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higado de las ratas porfiricas no sider6ticas era igual que en
Tos animales control.

Posteriormente San Martin de Viale y cols. (121,122)
lograron demostrar 1a disminucién de la actividad de 1a uropor-
firindgeno-decarboxilasa, cifrdndola alrededor del 76% de su va
tor normal, usando uroporfirinfégeno como sustrato. La demostra-
cién fue realizada sobre hfgados de ratas intoxicadas con HCB;
pero a las que previamente no se les habfa administrado hierro.
Asimismo, demostraron la normalidad de la actividad de la uro-
porfirindgeno-decarboxilasa en el bazo y en las células rojas
de la sangre.

Elder y cols. (89,123) demostraron que la actividad de
la UR0G-D disminufa paulatinamente a medida que la porfiria se
desarrollaba.

6.5.4.- Coproporfirinfgeno-oxidasa. La actividad hepd-
tica de esta enzima es normal. Sin embargo la coproporfina III
es excretada en cantidades mayores de lo habitual; este hecho,
aparentemente, se contradice con 1o anteriormente expuesto so-
bre 1a disminucién de la actividad de la uroporfirinégen-decar-
boxilasa que darfa lugar a una-dism1nuc16n en la excrecién de
coproporfirina II1. Elder (124) ha explicado esta aparente con-
tradiccién, diciendo que el pentaporfirinfgeno III que se encuen
tra en grandes cantidades acumuladas en el hfgado actuarfa de
forma competitiva con el coproporfirinégeno III para la copro-
porfirindgeno-oxidasa, de forma que aunque esta sea normal en
este tipo de porfiria, al no actuar sobre su natural sustrato,

el coproporfirinégeno III, este se veria incrementado en cifras
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superiores a lo normal, hecho que se traducirfa en un aumento
del acimulo y la excrecidn de coproporfirina III. Por otra par
te, el pentaporfirindgeno bajo la accién de la coproporfiriné-
geno-oxidasa, se transformarfa en jsocoproporfirinégeno (124),
siendo excretada por bilis y eliminada por las heces (81,87),
pudiendo encontrarse también en l1a orina en cantidades pequefias.

Existe todavia disparidad de opinfones sobre cual es
el mecanismo mediante el cual se produce la hipofuncionalidad
de la uroporfirindgeno-decarboxilasa. Simon y cols. (92), pien-
san que una posible alteracion de las membranas celulares podrfa
tener gran importancia en la patogénesis de la porfiria cutdnea
tarda y de su modelo experimental, la porfiria por HCB. E1 HCB
que es una sustancia fuertemente lipofitica podrfa unirse a los
fosfolipidos de las membranas lipoprotéicas dando lugar a un cam-
bio en 1a orientacién de sus moléculas que produciria alteracio-
nes en la permeabilidad de 1a membrana.

En contra de esta opinién, 1a escuela holandesa defien-
de la hipdtesis de que la alteracidén de la biosintesis del HEM
es debida al ataque directo sobre la uroporfirinfgeno-decarboxi-

-lasa, producido o 1levado a cabo por algin producto intermedio

o metabdlico del HCB. Este producto reactivo intermedio, que
tendrfa una vida media corta, podria ser quizd conjugado por
glutation, el cual disminuirifa, originando un aumento de la con-
centracidn de iones metdlicos libres que habitualmente forman
complejos con é1. Los iones metdlicos libres ante la escasez

de glutatidn podrian unirse a los grupos -SH catalfticos de la

uroporfirindgeno-decarboxilasa inhibiendola (125). Corroborando
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esta hip6tesis se sabe que una de las vias metabdlicas de los
compuestos aromdticos polihalogenados es glutatidn dependiente,
dando lugar a la formacién de sulfometabolitos: pentaclorotio-
fenol, pentaclorotioanisol, tetraclorotiofenol, tetraclorotio-
anisol y tatracloroditioanisol (126). Pero no se ha llegado a
demostrar una disminucidn significativa de glutation durante

‘el curso de la intoxicacién por HCB, si bien la administracidn
paralela de agentes depleccionantes de glutatidn da lugar a un
aumento. en la actividad porfirinogenética del HCB (127,128).

A pesar de todo lo anteriormente expuesto, actualmente
no se ha demostrado que ninguno de los metabolitos conoccidos
del HCB tenga capacidad porfirinogenética (129,78), aunque tan-
to el pentaclorobenceno como el pentaclorofenol inducen al ci-
tocromo P-45 hepdtico (75).

Lo que se ha demostrado por Debets y cols. (88) es el
aumento de la acci6n porfirinogenética del HCB, debida a su prin
cipal metabolito, el pentaclorofenol (73).

7.- SEMEJANZAS Y DIFERENCIAS ENTRE LA PORFIRIA INDUCIDA POR HCB

Y LA PORFIRIA CUTANEA TARDA HUMANA.

Actualmente l1a porfiria inducida por HCB estd totalmen-
te aceptada como un modelo experimental vdlido de la porfiria
cutdnea tarda. Inclusive Pearson y Malkinson (95), 1legaron a
reproducir en las ratas, las lesiones dérmicas que aparecen en
la PCT. Eilo lo consiguieron mediante la exposicién, durante
largos periodos de tiempo a 1a luz ultravioleta de &reas de la
piel de los animales previamente rasuradas. Al cabo del tiempo,

en las zonas expuestas se producian lesiones consistentes en



- 38 -

ampollas, erosiones y fragilidad cuténea, idénticas a las pre-
sentes en la PCT humana.‘

La porfiria por HCB y 1a PCT poseen una serie de pe-
culiaridades que sirven para distinguirlas netamente de los res
tantes tipos de porfiria (96).

1.- Existe un acdmulo hepitico intenso (83,87) que se
acompafa de una excrecidn urinaria muy elevada (98,76) de hep-
tacarboxil porfirinas y de octocarboxil porfirinas (uroporfiri-
nas).

2.- Alteraciones a nivel hepdtico que -se traducen en
lesiones histopatoldgicas demostrables mediante microscopfa dp-
tica y electrdnica. Estas lesiones son poco caracteristicas ya
que pueden aparecen en otros tipos de hepatopatias (82). La cli
nica producida por las alteraciones hepdticas es muy discreta.

3.- En ambos tipos de porfiria se detecta la presencia
en heces de las isocoproporfirinas estudiadas por Elder (99,100).

4. - Asimismo, existen en ambas, cantidades elevadas, a
nivel hepdtico del citocromo P-450 (102,103); disminucién de
la actividad de 1a enzima uroporfirinfgeno-decarboxilasa (89,
101) y discreta elevacién de las tasas de 1a aminolevulinico-
sintetasa hepdtica (103,104).

No obstante, todas las importantes semejanzas anterior-
mente citadas, existen diferencias entre ambos tipos de porfi-
ria. En las ratas intoxicadas con HCB existe un marcado incre-
mento en 1a eliminacidn urinaria de los precursores , tante del
dcido deltaaminolevulinico como del profobilinégeno (27,75).

Ademds, las porfirinas acumuladas y excretadas por las ratas son
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pertenecientes a 1a variedad isomérica III, en casi su totali-
dad (40,76). En un trabajo realizado por Enriquez de Salamanca
y cols. (73) demostraron que la heptacarboxilporfirina excreta-
da por la orina de ratas porfiricas, presentaba un escaso in-
cremento, de forma que aunque superaba el valor de la tetracar-
boxilporfirina (4-CO0OH) se situaba en cifras inferiores al 20%;
este dato ha sido confirmado por estudios realizados por otros
autores (40,83,89).

E1 valor medio obtenido de heptacarboxilporfirina en
enfermos con PCT es del 32% aproximadamente.

Por otra parte, en las ratas porfiricas, la excrecién
fecal de octocarboxil-porfirinas (8-COOH) es mayoritaria mien-
tras que en enfermos con PCT solo alcanza cifras aproximadas al
2%.

En esta comparacidn de los patrones distributivos de las
diferentes carboxil pqrfirinas urinarias y fecales, de la PCT y
la porfiria por HCB, resulta destacable 1a mayor eliminacién fe-
cal porcentual en los animales de las porfirinas mds policarbo-
xflicas en detrimento de las tetracarboxflicas, aunque la rela-
cién Py/copro aumenta en igual proporcidn en la porfiria por HCB
que en la PCT.

Como ya comentdbamos anteriormente, a pesar de que la
porfiria por HCB es considerada como un modelo ideal de la PCT,
De Matteis y cols. (28) han demostrado que en conejos intoxica-
dos por HCB se desarrolla una porfiria con mayores semejanzas
a 1a PCT que la que se desarrolla en ratas, y ello no solo por
éu bioquimica sino porque no aparecen los signos neuroldgicos

tan frecuentes en las ratas.
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8.-MATERIAL DE EXPERIMENTACION

Se ha estudiado 1a excrecidén porfirfnica de 36 ratas
hembras de raza Wistar, cuyo peso oscilaba entre 190 y 350 gr.
Dichas ratas fueron divididas en tres grupos. E1 grupo I com-
prendia 12 ratas control. El grupo II compuesto por 18 ratas,
sufrid una intoxicacién por HCB que fue estudiada en grupos de
tres ratas, de forma secuencial. Al grupo II] con 6 ratas se le
modificéd 1a pauta de intoxicacién para estudiar posibles cambios
estructurales en la respuesta a dicha intoxicacién. )

Fue utilizado material usual de laboratorio con reacti-
vos y aparataje citado en la seccién de métodos.

9.-METODO DE INDUCCION DE PORFIRIA EXPERIMENTAL

Se dividieron las ratas en dos grupos (II y III) siguien
do en cada uno pautas de intoxicacidén diferentes.

A las 18 ratas componentes del grupo I se les hizo si-
derdticas, previamente a la intoxicacién por HCB, mediante la
administracién de hierro-dextrano (Inferon) por via intraperito-
neal, durante dos semanas a dosis de 10 mg/dia (descansando sd-
bados y domingos). Tras 10 dias de intervalo, se comenz6 la in-
toxicacién de las ratas mediante administracién de hexacloroben-
ceno (Merck), a dosis de 50 mg/kg. de peso/dia y vehiculado en
aceite de oliva (disolviendose 50 mg. de HCB en 1'5 cc. de acei-
te de oliva). La suspensidn se administrd a las ratas por medio
de una sonda gistrica.

El1 estudio de porfirinas se comenz6 a realizar a las
dos semanas de iniciada la intoxicacidn, en esa fecha se sacri-

ficaron tres ratas, previa recogida en jaula metdiica de muestras
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urinarias y de heces, para estudio anatomopatolégico. El estu-
dio se prosiguié mediante sacrificio semanal de grupos formados
por tres ratas, hacta completar el total de 18 ratas, lo cual
sucedi6 a la 7% semana de intoxicacién.

EV1 grupo III, compuesto por 6 ratas, también fue hecho
previamente siderdtico. Asimismo, se dejé transcurrir diez dias
después de la administracidén del hierro, antes de comenzar la
intoxicacidn por HCB. La pauta de intoxicacidn en este grupo
fue la siguiente: dosis de 50 mg/kg. de peso/dfa en suspensién
con aceite de oliva, administrado por sonda gdstrica durante
seis semanas. Posteriormente y durante cuatro semanas, se admi-
nistr6 la misma dosis, pero esta vez, en dias alternos. El sa-
crificio de las ratas se realiz6 a las cuatro semanas de con-
cluir la intoxicacidén, realizdndose previamente en jaula metdli-
ca recogida de muestras de heces y orina para estudio de excre-
cién porfirinica.

Una vez sacrificadas las ratas fueron estudiadas gran
parte de sus visceras mediante microscopia 6ptica y electrdnica.

10.-METODOS DE DETERMINACION DE PORFIRINAS

Estos métodos estan basados principalmente en las pro-
piedades fisico-quimicas que poseen las porfirinas: fluorescen-
cia, espectros de absorcién, solubilidad, esterificacion e hi-
drolisis de los esteres.

Fluorescencia .- Las porfirinas en solucidn de dcidos
minerales o solventes orgdnicos, emiten una fluorescencia roja
intensa y caracteristica al ser estudiadas bajo lTuz ultraviole-

ta. Esta propiedad se utiliza en la demostracion de cantidades
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pequefias de porfirinas, permitiendo su valoracidn aunque exige
para ello que el grado de purificacién sea elevado ya que cual-
quier impureza o turbidez interfiere esta propiedad.

E1 espectro de fluorescencia de las porfirinas libres
es idéntico al de sus ésteres para un mismo solvente, pero di-
fiere segiin 1a naturaleza del solvente: solvente orgédnico y so-
luciones alcalinas, soluciones dcidas fuertes, soluciones &ci-
das fuertes y complejos metdlicos.

Espectroscopfa:- Propiedad comin a todas las porfiri-

nas es la existencia de un espectro caracteristico de absorcién
de 1a luz visible, y de 1a luz ultravioleta. Es debido a la dis-
posicién de dobles enlaces del anillo tetrapirrélico (resonancia)
Esta propiedad tiede gran importancia en la identificacidn y de-
terminacidn de las distintas porfirinas ya que cada una de ellas
presenta un tipo caracterfstico de espectro de absorcidn. La
conversidén de las porfirinas libres en sus esteres no produce
cambios apreciables en el espectro de absorcién luminica. Todas
las porfirinas tienen una intensa banda‘de absorcién a una lon-
gitud de oﬁda aproximada de 400 milimicras: banda de Soret (106,
107,108).

Solubilidad:- Las porfirinas presentan grupoa 4cidos
(-COOH) en sus cadenas laterales y &tomos de nitrégeno (N) b&-
sicos en los vértices de 1os anillos pirrélicos, 1o que les con-
fiere propiedades anfotéricas y solubilidad en soluciones acuo-
sas tanto &cidas como alcalinas.

Los esteres de las porfirinas y sus metal-quelatos,

son mucho mds solubles en disolventes orgdnicos, cloroformo,
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tetracloruro de carbono, benceno, etc., que las porfirinas li-
bres. Estas en estado s6lido no se disuelven facilmente en é&ter
o acetato de etilo, en cambio en solucién &cida son solubles en
estos solventes. De aquf la utilidad de la mezcla acetato de eti
lo-dcido acetico o de éter-dcido acético para la extraccidn de
las porfirinas, o acetona - dcido clorhidrico, o de d&cido oxdlico-
metanol.

La hidrosolubilidad de las porfirinas depende directa-
mente del nimero.de grupos carboxilo (-COOH) libres presentes
en las cadenas laterales de sus moléculas. Asi la octocarboxil-
porfirinas (uroporfirina) es muy hidrosoluble, siendo practica-
mente insoluble en éter. Los porfirinfgenos (incoloros) son con
vertidos en sus correspondientes porfirinas (fluorescentes) por
oxidacidn. Esta se puede conseguir mediante oxfgeno, luz o agua
oxigenada. E1 grado excesivo de oxidacién puede producir la des-
truccion de las porfirinas.

Esterificacidn:- La formacidn de metil-esteres de las
porfirinas es sencilla. Actualmente se utilizan soluciones de
metanol-dcido sulfirico, diazometano o trifluoruro de boro. Pue-
den utilizarse soluciones de metanol-&cido sulfirico en rela-
cién de volumen 95:5, 99:1 6 90:10, que difieren en la distinta
velocidad de formacidn de esteres. Esta es completa al cabo de
24 horas a temperatura ambijente en la oscuridad, incluso para
la URO, tras 8 horas a 20°C, o después de 10 minutos a 45°C.
Cien mililitros de esta solucién es suficiente para esterificar
varios miligramos de porfirinas. La presencia de agua altera

el proceso originando esterificaciones imparciales, debiendo
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evitarse por tanto, una concentracidén acuosa superior al 5-10%.
Los esteres de las porfirinas en solucidn metanol-dcido sulfi-
rico pasan al cloroformo tras su agitacidn con una cantidad su-
ficiente de agua, necesaria para la separacién de las fases.

La fase cloroférmica debe ser neutralizada con solucio-
nes de NaOH ai 2% o de NH40H al 5%, para eviiar una acidez exce-
siva que pudiera hidrolizar parcialmente los esteres. E1 cloro-
formo debe también ser lavado con agua, puesto que la alcalini-
dad también puede saponificar los esteres (108,109).

10.1-PORFIRINAS URINARIAS

E1 test de Screening para las porfirinas urinarias se
basa en la caracteristica propiedad de estas de fluorecer bajo
la lTuz ultravioleta.

Se mezclan 1 ml. de orina cén una mezcla formada por
éter-dcido acético glacial-alcohol amilico en proporcién 1:1:1.
Tras agitar y dejar reposar se separardn dos fases pudiendose
detectar fluorescencia roja en 1a fase superior, con una tonali-
dad mds o menos intensa segin la cantidad de porfirinas presen-
tes. De esta forma se extraen tanto la URO como la coproporfiri-
na por lo que este test no diferencia porfirinas de porfirinuf
rias secundarias.

10.2- PORFIRINAS FECALES

Una pequefia muestra de heces (0'5-1 gr.) se coloca en
el fondo de un tubo de ensayo que contiene unos 3 mi. de la ci-
tada mezcla de éter - dcido acético glacial- alcohol amilico y
tras homogeneizar y centrifugas se observa a la Tuz ultraviole-

ta la presencia de fluorescencia roja-rosa.
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10.3-DETERMINACION CUANTITATIVA DE COPRO Y UROPORFIRINAS

URINARIAS

Se ha utilizado el método de Gajdos y Gajdos-Torok (11).

Cinco mililitros (5 ml.) se mezclan con 0'5 ml. de &ci-
do acético glacial y 70 ml. de éter, se agitan en un embudo de
decantacion. La COPRO pasa al éter que es lavado dos veces con
2 ml. de acetato sddico al 3%. La primitiva fase acuosa y estas
aguas de lavado de acetato se reuren para la determinacidn de
UR0O (fraccidn B). Del éter se extrae ta COPRO con &cido clorhf-
drico al 5% en sucesivas extracciones y se ajusta el pH de es-
tas fracciones clorhidricas a pH 4, con acetato sdédico cristali-
zado, volviendo a pasar la COPRO al éter (10 ml.), comprobando-
se este paso mediante el exdmen de la fluorescencia bajo luz ul-
travioleta. Lavar el é&ter con una solucién de iodo (1/10.000)
para convertir el coproporfirinfégeno en coproporfirina y poste-
riormente lTavar con acetato s6dico al 3%. Extraer la COPRO con
dcido clorhidrico al 5% y leer en el espectrofotdémetro en 380,
430 y 402 m.

CALCULOS

2 Dg02 - (0380+ 0430) x 0'817 x vslumen final en ml.x
2 = migrogramos de COPRO por 10 ml. de orina.

La fraccién denominada B, se ajusta a pH 4 con acetato
sédico cristalizado y se vierte en un embudo de decantacidn en
el que se afiade el doble de su volumen de una mezcla de acetato
de etilo-dcido acético glacial en porporcidn 3:1 que capta la
URO existente. Después de un rdpido lavado con agua destilada,

se extrae Ta URO con pequedias fracciones de HCL al 5% hasta la
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desaparicién completa de la fluorescencia. Leer en 380,430 y
405 m, frente a un blanco de &cido clorhidrico al 5%.
CALCULOS

2 D405- (0380+D430) x 0'831 x volumen final en ml.x 2
= microgramos de URO por 10 ml. de orina.

También puede obtenerse la URO a partir de esta deno-
minada fraccién B mediante la métodica de Rimington (110): Di-
cha fraccidn es llevada a pH 1'5S con dcido clorhidrico, se ex-
trae dos veces seguidas con 1a mitad de su volumen con ciclo-
hexanona, permitiendo Lna clara separacién de las fases. A los

combinados extractos de ciclohexanona se afiade un volumen doble

de éter agitando. La URO es extraida agitando con pequefas

fracciones de HCI al 5% , hasta desaparicidn de la fluorescencia.

Filtrar o centrifugar y leer en el espectrdmetro (111):

10.4- PORFIRINAS FECALES

Se ha utlizado el método de Holti y cols. (112). Dicho
método estd basado en la extraccidn mediante éter acidificado de
las porfirinas éter-solubles (COPRO y PROTO). Es sencillo, répi-

do pero inexacto, pues aparte de no estimar la URO (&ter insolu-

ble) las fracciones obtenidas y denominadas CORPO y PROTO son en'

realidad mezcla de diferentes carboxilporfirinas.

Se toman 0'2 gr. de heces y homogeneiian con fracciones
de éter acidificado con &cido acético glacial en proporcidn 10:
1, centrifugdndose y decantando el éter en un embudo de decan-
tacién. Lavar el éter con acetato s6dico al 3%, solucidn de iodo
y agua y extraervla COPRO con pequeiias y sucesivas cantidades de

HCL 0'1 N hasta desaparicidn de la fluorescencia. La PROTO se
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extrae con HCL al 5%. Las clorofilas permanecen en la fase esté-
rea debido a su m&s alto nimero clorhfdrico.
CALCULOS

2-D400- (0380+D430) x volumen final en ml. x 0'817x5 =
microgramos de COPRO / gramo de heces frescas.

2 Dypg- (0380+ 0430) x columen final en ml. x 1.222x5f
microgramos de PROTO/gramo de heces frescas.

Debido al diferente grado de hidratacién de las heces
es usual la expresion de los resultados en microgramos de porfirinas
por gramos de heces desecadas, para 1o cual una muestra de las
heces se 1leva a 1a estufa a 100°C. hasta peso constante.

10.5-INDIVIDUALIZACION DE LAS CARBOXIL-PORFIRINAS EXCRETADAS

MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE SUS METIL-ESTE-

RES.

Esterificacidn.- Las porfirinas urinarias son absorbi-

das en talco (0'5-1 gr.por cada 10 ml.) tras ajustar el pH de

la orina a 3-4 mediante &cido acético glacial. Después de fil-
trar y secar el talco en estufa a 37°C. y en oscuridad, este tal-
co desecado se trata con metanol sulfirico (95:5 vol/vol) du-
rante al menos 24 horas para convertir las porfirinas libres en
sus metil-esteres.

Las muestras de tejido hep&tico, los hematfes y las he-
ces pueden ser directamente tratadas con metanol-sulfilrico para
la esterificacién (113).

Extraccidn.- Después de centrifugar, el metanol sulfii-
rico es llevado a un embudo de decantacién en el que se afiade

cloroformo (10-30 m1.), agua destilada (100~150 ml.) y cantidad
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suficiente de una soluci6én al 5% de amonfaco para 1levar el pH
por encima de 4, evitando asi la hidrolisis parcial por una aci
dez escesiva. Tras agitacidn, el cloroformo captard o extraerd
los metil-esteres de las porfirinas y después de un lavado con
agua destilada se filtra a través de sulfato sddico anhidro. Me
diante exdmen de estos extractos cloroférmicos a 1a luz ultra-
violéta se podr§ apreciar de forma aproximada la cantidad de por
firinas presentes para decidir sobre la necesidad o no de con-
centrar dichos extractos.

Los residuos secos de los extractos cloroférmicos pue-
den ser guardados y almacenados en oscuridad sin perder activi-
dad durante al menos un afio (114).

Cromatograffa.- Los extractos cloroférmicos son apli-
cados mediante microjeringas Hamilton a placas de silica gel
(20%x20 cm.) sin indicador de fluorescencia, de espesor 0'25 mm.
sobre soporte de cristal o aluminio (Merck) que pueden ser pre-
viamente activadas mediante calentamiento a 80-100°C durante
30-60 minutos. La aplicacidn puede realizarse en forma de ban-
das longitudinales de 1-2 mm. de ancho por 2-4 cm. de largo o en
forma puntiforme si se pretenden cromatografias cuantitativas
Las placas se someten a un corto recorrido en cloroformo-metanol
(130:20 vol/vol) hasta que las bandas hayan ascendido 1 6 2 cm.
y formen un nuevo frente m&s estrecho y purificado. Se seca me-
diante aire caliente. En ocasiones puede ser (til un recorrido
previo de 1a placa en un solvente formado por éter de petréleo-
dietil &ter (4:1 vol/vol) con el cual los esteres del coleste-

rol, triglicéridos y los metil-esteres de los dcidos grasos
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emigran en el frente del recorrido separdndose perfectamente de
las porfirinas.

Hemos empleado el sistema solvente sugerido por Sears
y cols. (116) que consiste en: tetracloruro de carbono-dicloro-
metano-acetato de etilo-propionato de etilo (2:2:1:1). Dicho
sistema es una modificacién del de Elder (117).

La deteccidon de porfirinas bajo la luz ultravioleta
puede ser intensificada impregnando los cromatogramas con un
spray a baée de iso-octano, éter de petréleo o benceno, también
volviendo a correr las placas en un nuevo solvente formado por
cloroformo-Keroseno (?:3 vol/vol) como ha sido comunicado re-
cientemente por Day, Enriquez de Salamanca y Eales (118).

Hemos utilizado un Scanner, fluorimetro marca Camag,
modelo T, provisto de un fotomultiplicador sensible al rojo
HTV R-136, filtro primario y filtro secundario. E1 Scanner estd
conectado a un registrador grifico W + W 1.100 cuya velocidad
de registro solemos hacer oscilar entre 2 y 4 cm/min. La ampli-
tud de las dreas registradas puede regularse mediante mando ex-
pansor de escala (1,2,5,10,50 mv).

Las dreas registradas fueron planimetradas para calcu-
lar el reparto porcentual correspondiente a cada carboxil-por-
firina.

Los indices PCT descritos por Enriquez de Salamanca
y cols. (66,70) resumen los rasgos mds caracterfsticos del pa-
tr6n cromatogrdfico observados en la PCT. Bisicamente consis-
tentes en los cocientes % heptacarboxilporfirina (7-COOH) / %

tetracarboxilporfirina (4-CO00H) para la orina y % heptacarboxil-
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porfirina (7-COOH) + % isocoproporfirina (Py) /% tetracarboxil-
porfirina para las heces, quedan fijados entre 0 y 100 mediante

las formulas:

% (7-COQH) x 100
% (4-COOH) + (7-COOH)

I1.PCT orina =

1.PCT heces = (% (7-COOH) + % Py) x 100
% (4-COOH) + % (7-COOH) + % P

Empleando porfirinas puras patrones (Porphyrin Pro-
ducts, B. Burham, Utah, USA) la cromatograffa de las porfiri-

nas hepdticas aportd datos cuantitativos.

11.-METODOS ANATOMOPATOLOGICOS

Tras anestesia profunda se procede al sacrificio de los
animales experimentales, tomandose muestras de diferentes vis-
ceras para estudio a microscopfa 6ptica y electrénica.

11.1- MICROSCOPIA OPTICA

11.1.1-Método de Perls.- Para investigacifn de depdsitos férri-

cos.

La pauta seguida es:

1- Se desaparafina e hidrata. En xilol 20 minutos para
desparafinar, se hace un pase ligero por alcohol absoluto y se-
guidamente por alcohol de 96°. Se lava.

2- En un borrel se echan 40 cc. de dcido clorhidrico
al 2% y 40 cc. de agua destilada. Teniendose en esta mezcla du-

rante 20 minutos.
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3- Se lava con agua destilada.

4- Se coloca la muestra en un porta con rojo neutro o
picrofuchina durante un minuto,

5- Se lava con agua destilada.

6- Se deshidrata con alcohol de 96° , seguidamente con
alcohol absoluto y por dltimo con xilol.

7- Se monta segin técnicas habituales.

11.1.2- Método de hematoxilina-eosina.- Segun la ténica de Hei-

denhain (80) para tefir un tejido general.

Soluciones:

A- Solucién Heidenhein n° 1 (hierro)

B- So]uc{én Heidenhain n° 2 (hematoxilina)

C- Eosina acuosa.

Técnica:

1- Mantener los cortes en solucién A durante media a
24 horas. El tiempo varia con el material y el fijador.

2- Lavar con agua.

3- Pasar a solucién B y mantener en esta solucidn el
mismo tiempo que en la solucién A.

4- Lavar con agua.

5- Distinguir en A. Control de l1a tincidn bajo micros-
copio.

6- Lavar con agua corriente durante 5 minutos.

7- Mantener el preparado en solucidn C durante 1-3 mi-
nutos.

8- Lavar al grifo con agua. Deshidratar, limpiar y

montar en DPX.
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11.1.3-Reaccién del P.A.S. - Para estructuras polisaciridas

en tejidos animales y vegetales segin técnica de Hotchkiss (105).
Soluciones:
A- Acido'periédicb- 0'4 gr.
- Agua destilada- 45 ml.
- Acetato sédico M/5 - 5 ml.
B- Agua adestilad; - 10 ml.

- Acido periddico - 0'4 gr.

- Acetato sédico M/5 - § ml.

- Etanol absoluto- 35 ml,

C- lodato potdsico- 1 gr.

- Tiosulfato s6dico pentahidratado - 1 gr.

- Agua destilada- 20 ml.

- Disolver: mezclar filtrando.

- Etanol absoluto - 30 ml.

- Acido clorhfdrico 2N - 0'5 ml.

D- Reactivo de Schiff.
E- Agua destilada- 45'5 ml.
- Acido clorhfdrico concentrado -0'5 ml.
- Metabisulfito de potasio - 0'2 ml.
Técnica:

1- Las secciones son pasadas por alcohol. Una vez
hecho esto, se introduce en solucién A o B durante 5 minutos
(si el fijador utilizado es el alcohol, entonces se emplea la
solucién B en lugar de l1a A).

2- Se vierte 1a solucidn. Inundar en alcohol de 70°

3- Inmersién durante 5 minutos en solucién C.
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4- Inundar con alcohol 70%. Verter entonces con in-
mersion en solucién D durante 15 a 45 minutos.

5- Lavar dos o tres veces en solucién E, deshidratar
y montar segdn técnicas habituales.

11.1.4-Método de F. Llanes.- Para demostracién histolégica de

la fluoresceina sédica (132).
Se aporta por via oral, parenteral o instalacién en
mucosas fluoresceina s6dica acuosa al 30% en pequefias cantida-

des que a titulos orientativos pueden ser 10 mm3

por kg. de pe-
so corporal en inyeccién endovenosa o una gota instalada en con-
juntiva. Los bloques de tamafio adecuado de los tejidos que van
a ser estudiados se coloran en la platina de un criostato junto
con Embedding Matrix M-1 (Lipshaw) y se someten a congelacién en
nitrégeno 1iquido durante 30 segundos. Se realizan cortes de 5-
7 micras, que recibidos sobre un posta-objetos se tratan de la
siguiente forma:

1- Acetona absoluta mediante inmersidén rdpida.

2- Deshidratacién insistente con tres pases por aceto-
nas absolutas. .

3- Elikinacién de la acetona y aclaramiento con xile-
no. Montaje en Eukitt.

Las preparaciones son permanentes.

En nuestro experimento no fue preciso la administracién
de fluoresceina s6dica para obtener fluorescencia,debido a 1la
propiedad caracteristica de las porfirinas de ser fluorescentes

cuando se les observa con luz ultravioleta. Por toto lo demds el

método fue seguido literalmente.
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11.2-Método de estudio para microscopfa electrdnica

E1 material tallado en bloques prismdticos de 1 mm.
de lado destinado al estudio ultraestructural, fue fijado en
glutaraldehido con buffer Millonig (pH 7'4) en nevera a 4°C.

Se contrastaron y postfijaron en &cido &smico y se lavaron
en buffer Palade 15 minutos. Se procedié a continuacién a la
deshidratacién seglin Ta siguiente marcha:

1- Acetona 35%, 3 pasos de 10 minutos.

2- Acetona 50%, 3 pasos de 10 mingtos.

3- Acetona 70%, 3 pasos de 10 minutos.

A continuacién de mantuvieron los microbloques en ne-
vera con acetona al 70% y acetato de uranilo al 2%. Se pasaron
a una solucidén de acetona de 90% por tres bafios de 20 m. Aceto-
na del 100% , 2 pasos de 20 m. y finalmente acetona deshidrata-
da, 3 pasos de 20 m. Habiendose asf conseguido una adecuada
deshidratacién se procedié a la inclusién en araldita segin la
siguiente pauta:

1- Araldita I m&s 6xido de propileno, durante dos horas

en estufa a 50°C.

2- Araldita I ,24 horas en estufa a 50°C.

3- Araldita II, 2 horas en estufa a 50°C.

4- Araldita II, para bloques, preparada en el momento
del uso, con la que se forman los bloques que se
mantienen en estufa de 70°C durante dos dias.

E1 buffer de Palade se utiliza a pH 7'2 y se prepara

seglin la siguiente férmula:
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Solucidn A...Acetato sédico..... 1'904%

Solucidn B...Veronal sédico..... 2'58%

Solucidn C...Acido clorhidrico..0'2 N

La solucidn 0'1 N de &cido clorhidrico se prepara con
2'2 cc. de CIH comercial disueltos en 250 cc. de agua desti-
lada.

Para preparar el buffer se mezclan en el momento de
su uso, solucién A: 10 cc.; Solucidn B: 10 cc.; Solucidn C:
10 cc. Hp0: 20 cc. Se debe comprobar el pH final.

Los bloques se tallan en forma tronco-piramidal y se
cortan con un ultramicrotomo LKB-I!I. Los cortes ultrafinos
(650 R aproximadamente) fueron contrastados con citraro de plo
mo y estudiados con un microscopio electrdnico de transmisidn

Zeiss EM-9S operando con un potencial de aceleracifn de 60 kv.
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12. EXCRECION NORMAL DE PORFIRINAS EN RATAS

En nuestro grupo de trabajo estudiamos el metabolismo

porfirinico en 19 ratas normales, hembras y de raza Wistar, los

resuitados obtenidos
la tesis doctoral de
da al azar dentro de
cas semejantes.

En la Tabla

heces, expresadas en

son pues los mismos que los que figuran en
Mas. La eleccién de las ratas fue realiza-

un amplio grupo de ratas de caracterfsti-

I , se indican las porfirinas presentes en

microgramo/24 horas. La porfirina dominan-

te es la protoporfirina. En la Tabla II, se presentan las por-

firinas urinarias, siendo la coproporfirina, la porfirina pre-

sente en mayor cantidad.

En la Tabla

firinicas analizadas

11l quedan reflejadas las fracciones por-

en tejido hepdtico por técnicas de parti-

cién y extraccidén solvente. E1 andlisis de las diversas carbo-

xil porfirinas hepdticas, mediante técricas cromatogrdficas,

unicamente nos permitié apreciar la existencia de minimas tra-

zas de porfirinas tetracarboxflicas (4-COOH) y dicarboxilicas

(2-CO0H).
En la Tabla

VyVl se reflejan el reparto porcentual

de las carboxil porfirinas urinarias y fecales.

En la Tabla
tre el peso corporal

cas.

VII se realiza un estudio comparativo en-

de las ratas y el de sus visceras hepdti-
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TABLA - 1
PORFIRINAS EN HECES EN RATAS NORMALES

Expresadas en microgramos / 24 horas.

N° COPRO PROTO
1 35 89
2 39 76
3 33 93
4 43 105
5 57 88
6 50 101
7 27 38
8 60 98
9 45 67
10 35 67
11 39 64
12 37 69
13 35 73
14 41 76
15 40 66
16 45 93
17 39 100
18 40 106
19 30 85
X 40'53 81'79
.S. 8'11 17'00
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TABLA - II
PORFIRINAS URINARIAS EN RATAS NORMALES

Expresadas en microgramos / 24 horas.

N° COPRO URO
1 v 6'9 0'11
2 6'8 0'15
3 7'3 0'17
4 6'0 0'25
5 7'2 0'30
6 7'3 0'28
7 7'3 0'23
8 7'7 0'30
9 5'6 0'36
10 5'5 0'30
11 5'2 0'32
12 5'6 0'37
13 7'0 0'34
14 7'3 0'16
15 ‘ 5's ‘ 0'14
16 ’ 6'8 0'18
17 6'8 0'16
18 7'7 0'22
19 6'0 0'15

X = 6'61 0'24

D.S.= 0'80 0'08
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PORFIRINAS HEPATICAS EN RATAS NORMALES.

Expresadas en microgrado / 100 gr.

L
1
2

URo

2'0
2'0
1'7
2'2

1'51
0'88
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TABLA - IV

Valores medios del metabolismo porfirinico en el gru-

po I de ratas normales ( serie I).

X D.S

HIGADO (mcgr./100 gr)

YRO 1'51 0'88

COPRO 16'55 2'85

PROTO 22'12 3'94
ORINA (mcgr./24 h.)

URO 0'24 0'08

COPRO 6'61 0°'80
HECES (mcgr./24 h.)

COPRO 40'53 8'11

PROTO 81'79 17'00



- 63 -

TABLA - V
Reparto porcentual de las carboxil-porifrinas urina-

rias en la Serie I (ratas normales).

COOH

N 8 7 6 5 4 1PCT

1 27'75  6'45 oo - 6580 8'93

2 16'65  3'07 Tr. 2129 77199 3'78

3 13'53  3'96 Tr. Tr. 82'51 4'58

4 18'15  5'56 2122 Tr 74107 6'98

5 - 18'79 10'53 3'84 Tr. 6694 1348

6 21'69  6'02 Tr a-- 7229 7'69

7 16'76  5'74 1'03 2194 73'53 7124

8 21'89  8'50 2'05 1142 6614 11'39

9 24'02  4'34 Tr 2'19 69'45 5'88

10 16'35  8'01 0'65 1102 73'97 9177
11 2027 2'80 0'70 2'10 74'13 3'64
12 16'40  7'07 1'74 2172 72'07 8'93
13 18'11  5'61 1'31 0'98 73'99 7405
14 15'94  4'69 0'78 4'30 74'29 5'94
15 18'66  7'18 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 6734 8'51
19 20'76  4'03 0'85 1'27 73'09 5'23
g = 1872 579 1'03 1'67 72'79 7143
D.5.= 4'12  1'92 0'96 1'35 4171 2157
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TABLA-VI
Reparto porcentual de las carboxil-porfirinas fecales en

ratas normales (Serie 1I).

COOH
N° 8 7 6 5 4 2 IPCT
1 0'54 0'37 0'23 3'10 20'07 75'34 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 0'00 3'07 24'74 71'48 2'21
6 0'00 0'00 0'34 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 Tr. 1'12 0'60 1'94 22'42 73'92 4'76
10 127 0'19 0'56 4'02 15'69 78'27 1'20
11 0'37 0'21 0'13 1'48 25'62 72'19 0's1
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 Tr. 1'16 6'03 91'18 2'43
15 0'71 0'00 0'30 0'68 7'13 01'57 0'00
16 0'24 0'00 0'00 0'66 7'12 91'98 0'00
17 0's8 0'21 0'32 1'02 7'91 89'95 2'58
18 0'27 0'13 Tr. 0'72 6'62 02'26 1'93
19 0'42 0'11 0'13 1'46 6'68 91'02 1'38
X =10'69 0'32 0'21 2'56 15'00 81'22 1'84
0.5.=0'90 0'37 0'20 1'67 7'34 8'93 1'51
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TABLA - VII
Relacién entre peso hepitico (PH) y peso corporal (PC)

en ratas normales (Serie I).

N° Peso corporal Peso hfgado % PH/PC
1 325 17 5'20
2 320 15 4'60
3 305 12 ‘ 3'90
4 430 14 . 3'20
5 450 15 3'30
6 250 13 5'20
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 , 3'30

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
T = 386 15 3'87

D.S5. = 77'37 1'83 0'62
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TABLA - VIII

Reparto porcencual de las carboxil-porfirinas en

orina y heces hallado en ratas normales ( Serie I).

COOH
ORINA 8 7 6 5 4 2 IpCcT
X = 18'72 5'79 1'03 1'67 72'79 7'43
D.S. = 4'12 1'92 0'96 1'35 4'71 2'57
HECES
X = 0'69 0'32 0'21 2'56 15'00 81'22 1'84
D.S. = 0'90 0'37 0'20 1'67 7'34 8'93 1'51
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13.DETERMINACION DE PORFIRINAS EN RATAS INTOXICADAS POR HEXACLO-

ROBENCENO

El estudio se realizd sobre 24 ratas hembras, de raza
Wistar de peso comprendido entre los 190 gr. y los 350 gr., las
cuales se dividieron en dos grupos Il y IIIde 18 y 6 animales
respectivamente.

La Tabla IX muestra el estudio de las porfirinas hepd-
ticas realizado tras cromatografia en capa fina de sus metil-
esteres, sobre las 18 ratas de la serie II. En las ratas 1.2.3.
4,10,11,12,13 y 14, solo constatamos la presencia de minimas se-
mejanzas de 1o que sucede con los hfgados de ratas normales. En
la rata 8, se detectaron también trazos de octocarboxil-porfiri-
na (8-COOH). En el resto de los higados de las ratas de esta se-
rie la cromatografia no cuantitativa demostrd la existencia del

~ caracteristico patr6n acumulativo de las porfirinas mds policar-
boxilicas (8 y 7 COOH).

La eliminacidn urinaria de las fracciones COPRO y URO
en las ratas de esta serie II, queda reflejada en la Tabla X,
como puede apreciarse las ratas nameros 5 y 6 evidenciaban una
patologica uroporfirinuria“, hecho este que era mds ostensible
en las Gltimas ratas de dicha serie.

E1 patrdén cromatogrdfico de las porfirinas urinarias
queda expuesto en la Tabla XI, mientras que en la XII, se indica
el patrdn fecal.

La eliminaci6n cuantitativa de las fracciones COPRO y

PROTO fecales no fueron estudiadas en las ratas de esta serie II,
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debido a Ta escasa fiabilidad de una exacta recogida de las heces.

La Tabla XIII indica los cocientes PH/PC (peso hep&tico/
peso corporal) en los animales de la serie II.

En 1a serie IIIl se pretendié alcanzar una intoxicacidn
mds intensa, la situacién porfirica queddé plenamente establecida
en el momento del sacrificio como se comprueba en la Tabla XIV,
en la que se refleja 1a cuantfa y el reparto porcentual de las
diferentes carboxil-porfirinas hepdticas. Las porfirinas mids po-
licarboxflicas son tan predominantes que impiden la deteccifn de
las menos policarboxflicas.

La masiva uroporfirinuria y 1a mds moderada coproporfi-
rinuria, Tablas XV y XVI, constituyen rasgos caracterfsticos de
la porfiria experimental. Por cromatograffa, Tablas XVII y XVIII,
pudimos apreciar el tfpico patrdn excretorio con aumento de la
eliminaci6én de las porfirinas mas policarboxflicas y con la pa-
tognomonica presencia de heces de 1isocoproporfirina o portifina
Pl’ como reflejo de estas alteraciones los indices PCT urinario
y fecal se incrementan notablemente.

En la Tabla XIX quedan ekBresados los cocientes peso he-

pitico/peso corporal de la’'serie III.
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TABLA - IX
RATAS PORFIRICAS POR HCB . SERIE II. PORFIRINAS HEPATICAS.
Valores expresados en microgramos/gramo de tejido fres-

co y en ¥ del total de porfirinas.

COOH

SEMANA N° . 8 7 6 5 4 2

1 mcgr/g -- -- -- - -- Tr.

2 2 mcgr/g -- -- -- -- -- -

3 mcgr/g -- -- -- -- -- --

4 mcgr/g -- -- -- -- Tr. Tr.

3 5 megr/g 61'97 38'03 --  -- -- -

6 mcgr/g 73'09 26'90 -- -- -- -
7 mcgr/g 42'93 21'05 4'77 Tr. 18'09 13'16

4 8 mcgr/g -- -- -- -- -- --
9 mcgr/g 38'13 25'08 Tr. -- 16'72 20'07

10 mcgr/g -- -~ -- - - Tr.

5 11 mcgr/g -- -- -- - -—- --

12 mcgr/g  -- -- -- -- Tr. Tr.

13 mcgr/g -- -- -- -- -- --

6 14 megr/g  -- -- -- -- -- Tr.
15 mcggfg 62'97 32'26 2'82 -- 0'61 1'34

16 mcgr/qg 68'25 31'75 Tr. -- Tr. --

7 17 mcgr/g 71'08 28'92 Tr. -- -- -

18 mcgr/g 84'85 15'15 -- -- -- --

0'42
LS. = 33'68 14'73 1'27

(=
n

~N
~
O
(=]
—
[a]
—
~
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TABLA - X
RATAS INTOXICADAS POR HCB. SERIE II.
ANALISIS DE PORFIRINAS URINARIAS.

Expresados en microgramos / 24 horas.

SEMANA N° COPRO __URO_
1 2'16 0'60

3 2 9'20 1'70
3 3'85 0'93

4 6'10 1'60

3 5 12'80 3'19
6 26'50 7'88

7 4'10 0'61

4 8 1'82 0'24
9 2'65 0'31

10 10'09 1'21

5 11 11'00 1'73
12 5'65 0°'93

13 3'03 0'34

6 14 8'02 1'04
15 79'67 38'76

16 9'84 14'83

7 17 12'58 5'05
18 50'34 146'59

X = 14'41 12'64

D.S. = 19'44 34'68
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TABLA - XI
RATAS PORFIRICAS POR HCB. SERIE II.

Distribucidn porcentual de las porfirias excretadas por

orina.
COOH
SEMANA N° 8 7 6 5 4 IPCT
1 5'58 Tr. 0'67 4'46 89'29 Tr.
2 2 4'14 0'88 -- Tr. 87'98 0'99
3 9'02 1'50 0'92 4'22 84'34 1'75
4 12'69 °5'18 0's2 9'07 72'54 6'66
3 5 53'54 13'27 1'14 2'02 30'03 30'65
6 26'26 10'43 6'98 15'26 41'07 20'25
7 11'40 3'59 Tr. 6'88 78'13 4'39
4 8 18'48 3'80 Tr. 1'77 75'95 4'76
9 18'36 9'24 3'41 3'02 65'97 12'29
10 28'40 17'07 Tr. 2'26 52'27 24'62
5 11 24'51 12'90 0'86 1'SI 60'22 17.64

12 26'37 14.91 9.33 4'85 44'54 25'08
13 18'53 10.49 0'35 0'70 69'93 13'04
6 14 36'73 11'24 1'35 2'70 47'98 18'98
15 54'51 14'52 5'15 5'58 20'24 41'77
16 39'08 10'06 0'96 2'01 47'89 17'36
7 17 30'70 8'90 3'26 3'25 53'88 14'18
18 49'07 18'00 2'26 4'67 26'00 40'91

25'96 9°'22 2'03 4'12 58'24 16'40

7 |
"

. = 15'65 5'57 2'56 3'S57 21'24 12'70
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TABLA - XII
RATAS INTOXICADAS POR HCB. SERIE II.

Distribucién porcentual de las porfirinas excretadas por

heces.
COO0H
SEMANA  N° _8 7 6 5 Py 4 .2 _IPCT_
1 0'50 0'83 Tr. 5'l5 0'50 19'80 73'22 6'29
2 2 1'41 0'70 0'18 3'34 1'29 17'60 75'48 10'15
3 2'03 0'17 Tr. 4'88 -- 24'21 68'75 0'70
4 4'06 0'89 0'40 4'02 0'99 13'38 76'26 12'32
3 5 2'65 0'80 0'54 4'65 -- 14'86 76'S0 5'11
6 1'95 12'66 15'61 13'73 2'11 15'90 38'04 48'15
7 - 0'15 0'77 3'S5 -- 17'78 77'75 0'84 -
4 8 0'67 1'08 0'61 4'00 1'03 18'48 74'13 10'15
9 0'66 1'08 0'83 2'86 0'62 15'55 78'40 9'86
10 2'12  2'23 1'71 3'64 3'08 14'88 72'34 26'30
5 11 2'64 1'63 0'83 4'15 Tr. 18'05 72'70 8'28
12 3'03 2'13 1'18 5'16 Tr. 18'52 69'98 10'31
13 5'60 1'02 0'48 4'15 Tr. 16'42 72'43 5'85
6 14 6'30 '2'49 1'00 4'75 Tr. 18'79 66'67 11'70
15 13'49 22'49 18'46 6°'35 3'94 2'45 32'82 90'14
16 5'94 8'02 4'87 9'84 (0'53 12'30 58'50 41'01
7 17 12'80 17'04 11'04 8'30 1'24 11'10 37'88 62'98
18 28'27 31'2118'04 4'79 1'73 1'91 14'05 94'S1
X= 5'22 5'92 4'25 5'40 0'95 15'11 63'11 25'26
D.S. = 6'92 9'03 6'59 2'70 1'l15 5'S7 19'00 29'80
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TABLA - XIII
RELACION ENTRE PESO HEPATICO (PH) Y PESO CORPORAL (PC)
EN LAS RATAS DE LA SERIE II.

N° PESO CORPORAL PESO HIGADO % PH/PC
1 290 11 3'70
2 250 10 4'00
3 310 13 4'20
4 190 7 3.60
5 250 12 4'80
6 290 13 4'48
7 220 10 4'50
8 340 11 3'20
9 300 11 3'60
10 310 9 2'990
11 230 9 3'00
12 350 12 3'40
13 300 13 4'33
14 320 14 437
15 350 : 20 . 6'28
16 300 18 6'00
17 330 25 7'57
18 310 24 7'74

X = 291 13 4'a4
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TABLA - XIV
RATAS PORFIRICAS POR HCB. SERIE III.
TASA DE PORFIRINAS HEPATICAS.
Valores expresados en microgramos/gramo de tejido fres-

co y % del total de porfirinas.

COOH
N° 8 7 6 5 Py 4 2
19 mcgr/g 170'42 119'06 1'63 -- -- Tr. --
% 58'54 40'90 0'56

20 mcgr/g 171'88 106'22 1'23 -- -- -- --
% 61'53 38'03 0'44

21 mecgr/g 194'14 133'94 1'31 -- -- -- --
% 68'50 31'19 0'31

22 mcgr/g 425'56 136'18 Tr. -- -- -- --
% 75'76 24'24

23 mcgr/g 262'99 109;58 8'717 -- -- -- --
% 68'96 28'74 2'30

24 mcgr/g 646'84 306'40 Tr. -- -- -- --
% 67'86 32'14

66'86 32'54 0'60

>
u

D.S.

n

6'08 6'08 0'16
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TABLA - XV
RATAS INTOXICADAS POR HCB.SERIE III.
ANALISIS DE PORFIRINAS URINARIAS.

Valores expresados en microgramo/24 horas.

N©
19
20
21
22
23
24

N°
19
20
21
22
23
24

D CORPO _URO
1's 19'95 95'32
5 31'60 122'90
4 32'60 142'40
2'6 10'47 80'75
4's 19'30 104'13
6'5 28'01 82'03
X = 23'65 104'59
D.S. = 8'58 2420

TABLA - XVI
RATAS INTOXICADAS POR HCB. SERIE III.

ANALISIS DE PORFIRINAS FECALES.

Valores expresados en microgramo/24 horas.

P COPRO _URO
1'8 123'31 152'42
2's 38'30 65'52
2 19'60 48'74
2's 33'10 178'72
1'2 22'94 79'18
1'7 25'00 10657
X o= 43'71 105'19
D.S. = 39'60 51'14



N°
19
20
21
22
23
X

D.S.
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TABLA - XVII

RATAS PORFIRICAS POR HCB.

SERIE III.

Distribucidén porcentual de porfirinas urinarias.

COOH
8 7 6 . 5 4 IPCT
19'05 20'38 9'74 6'25 12'68 61'65
46'75 23'08 14'09 5'24 10'84 68'04
58'07 18'05 5'01 4'43 14'44 55'56
61'59 ‘17'29 7'94 2'94 10'24 62'80
55'22 16'94 6'61 4'86 16'37 50'86
50'40 18'33 8'41 4'17 18'69 49'51
= 53'83 19'01 8'63 4'65 13'88 58'07
.= 5'48 2'32 3'12 1'11 3'27  71'29
TABLA -XVIII
RATAS PORFIRICAS POR HCB. SERIE III.
Distribucidn porcentual de porfirinas fecales.
8 7 6 5 P¥ 4 2 IPCT
15'18 17'34 16'01 738 9'85 3'00 31'24 90'06
15'09 16'96 16'04 7'40 8'74 2'57 33'20 96191
19'50 22'60 17'29 6'12 6'21 2'22 26'66 92'85
8'07 16'34 14'40 5'94 5'94 1'98 47'33 91'84
10'75 16'75 13'07 6'50 6'28 2'04 44'61 91'86
=13'49 17'94 15'06 6'40 6'84 2'23 38'05 91'83
= 3'9% 2'32 1'64 0'91 2'10 0'51 8'98 1'25
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TABLA - XIX
REPARTO PORCENTUAL DE LAS PORFIRINAS MAS POLICARBOXI-
LICAS ( X, D.S.)

HIGADO 8 COOH 7 _COOH 6 COOH
CONTROLES Tr. -- --
(n°19)
SERIE II X = 27'96 12'17 0'42
(n°18) D.S.= 33'68 14'73 1'27
SERIE III X = 66'86 32'54 0'60
(N°6) D.S.= 6'08 6'08 0'86
TABLA XX

EXCRECION CUANTITATIVA DE FRACCIONES.
Microgramos/?dlhoras (X, D.S.)

ORINA COPRO URO PROTO
CONTROLES X = 6'61 0'24

(n°19) D.S.= 0'80 0'08

SERIE II ¥ = 14'41 12'64

(n°18) D.S.= 19'44 34'68

SERIE III X = 23'65 104'59

(n°6) D.S.= 8'58 24'20

HECES

CONTROLES X = 40'53 -- 81'79
(n°19) D.S.= 8'll -- 17'00
SERIE II

(n°18)

SERIE III X = 43'71 -- 105'19

(n°6) D. 39'60 -- 51'14

[%¢]
"



- 78 -

TABLA-XX1
REPARTO PORCENTUAL DE LAS CARBOXIL-PORFIRINAS URINARIAS
(X, 0.5.)
' COOH
8 7 6 -5 4 IPCT

CONTROLES X=18'72 5'79 1'03 1'67 72'79 7'43
(n°19) DS.= 4'12 1'92 0'96 1'35 4'71 2'57

SERIE II X=25'96 9'22 2'03 4'12 58'24 16'40
(n°18) DS.=15'65 5'57 2'67 3'57 21'24 12'70

SERIE IIl X=53'83 19'01 8'63 4'65 13'88 58'07
(n°6) DS.= 5'48 2'32 3'12 1'11 3'27 7'29

TABLA - XXII
REPARTO PORCENTUAL DE LAS CARBOXIL-PORFIRINAS FECALES

(X. y 0.5.)
COOH
8 7 6 5 P1 4 2 1PCT
CONTROLES ¥=0'69 0'32 0'21 2'56 -- 15'00 81'22 1'84
(n°19) D.5.=0'90 0'37 0'20 1'67 -- 7'34 8'93 1'S1

SERIE Il X=5'22 5'92 4'25 5'40 0'95 15'1l1 63'11 25'26
(n°18) D.S.=6'92 9'03 6'59 2'70 1'15 5'57 19'00 29'80

SERIE II1 X=13'49 17'94 15'06 6'40 6'84 2'23 38'05 91'83
(n°6) D.S.=3'99 2'32 1'64 0'91 2'10 0'S51 8'98 1'25



N°
19
20
21
22
23
24

>|
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TABLA -XXIII
RELACION ENTRE PESO HEPATICO (PH) Y PESO CORPORAL (PC).

SERIE III.

PESO_CORPORAL
340
310
330
350
350
340

= 336

PESQO HIGADO

16
13
16
20
17
20

17

% PH/PC

4'70
4'55
4'82
5'71
4'85
5'88

5'02
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14 - RESULTADOS ANATOMOPATOLOGICOS

141-RESULTADOS MACROSCOPICOS

Tras anestesia profunda se procede al sacrificio y autop-
sia de los animales. A nivel de la cavidad cefdlica se observa
configuracién, consistencia y coloracidén de los centros nerviosos
no detectindose macroscopicamente ningun dato significativo.

A nivel de la cavidad tor&cica se encuentra en algunos ani
males pulmones ligeramente edematosos que son atribuidos a efec-
to anestésico.

E1 corazén y los grandes vasos no presentan hallazgos de
interés.

A nivel de la cavidad abdominal se destaca en primer tér-
mino la presencia de un aumento del volumen y peso del hfgado.
Los 16bulos hepdticos tienen una consistencia media no modifica-
da en relacidn a los animales testigos. Los 16bulos hepdticos de
los animales experimentales presentan una coloracifén violdcea
caracteristica.

E1 estdémago con contenido alimenticio variable, no presen
ta hallazgos, asi como né los presentan el intestino delgado y
grueso.

Se toman muestras de heces, en varios niveles del intes-
tino, realizédndose con ellas frotis para su posterior estudio
con microscopifa de fluorescencia.

Los rifiones tienen un volumen y un peso dentro de la nor-

malidad, pero destacandose una coloracién violdcea del parenquima
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renal semejante a la presentada por el hfgado. En todos los ani-
males se marca con claridad el 1fmite cortico-medular.

En las vfas urinarias no se encontraron hallazgos de in-
terés. Asimismo, los drganos genitales tenfan un aspecto normal.

Se toma en el momento de l1a autopsias muestras de Ta ori-
na de los animales con las cuales se realizan extensiones para
posteriormente ser estudiadas con microscopia de fluorescencia.
También se toman con idénticos fines, muestras hemiticas y de
tejido dseo, el cual es obtenido a nivel de los cuerpos verte-
brales. E1 hueso temporal también fue estudiado procediendose a
a la diseccidn de 1a columela en algunos casos, que pasé a ser
estudiada con microscopfa de fluorescencia directamente.

Antes de concluir 1a técnica autépsica se toman muestras
correspondientes a riidn e hfgado, para estudio con microscopfa
6ptica y electrénica.

Finalmente se procedi6 al pesado de las visceras de los

animales.

14.2- ReSULTADOS CON MICROSCOPIA OPTICA, M.FLUORESCENCIA

E1 estudio microscépico del parénquima hepdtico revela en
todos los animales experimentales, un hfgado de modificacién pa-
toldgica creciente, en relacidén al nimero de semanas que habfan
sido intoxicados con hexaclorobenceno.

Las lesiones mds significativas fueron encontradas a nivel

centrolobulillar donde se observa en las fases iniciales un au-
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mento del contenido hidroelectrolftico de 1os citoplasmas celu-
lares, asf como una moderada metamorfosis grasa (Fig. 7 ). Al
progresar las modificaciones hepatocitarias a nivel centrolobu-
Tillar los hepatocitos inician un proceso de homogeneizacién ci-
topldsmica, siendo mds pronunciada la metamorfosis grasa que se
extiende practicamente a todo el lobulillo (Figs. 8 y 9). Son
también visualizables en las &reas periportales algunos hepato-
citos intensamente alterados con citoplasma marcadamente hiali-
nizado, ello veremos posteriormente, se correlaciona con los
mismos animéles que presentan depdsito porfirinico en las zonas
perilobulillares (Fig. 10). Se observa también la presencia de
acumulaciones pigmentarias en los hepatocitos colindantes con
venas centrolobulillares (Fig. 11). Estas acumulaciones de pig-
mento pardo con la hematoxilina-eosina, toman una intensa colo-
racidn azul con el método de Perls para demostracién de pigmen-
tos férricos y se observa adem&s de en las células hepdticas pro-
ximas a las venas centrolobulillares, en otras mds distantes, y
sobre todo, a nivel de las células de Kupffer (Fig. 12). Este
pigmento férrico, se deposita de forma masiva en estas células
representantes locales del sistema retfculo-histiocitario, que
quedan asi totalmente ocupadas por 1a acumulacién del pigmento
y destacando marcadamente sobre el resto del parénquima hepdti-
co. Por otra parte, en los hepatocitos puede ser visualizable
alguna pequefia cantidad de dep6sitos pigmentarios que lo hace
en forma de grano muy fino y en &reas limitadas (Figs. 13, 14 y

15).
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E1 estudio con microscopfa de fluorescencia resulté ne-
gativo en todos los frotis estudiados del material hemitico.

A nivel cuténeo se estudiaron muestras de piel de abdo-
men y de pabellén auricular, encontrindose en ambas depésitos
de pigmentos porfirfnicos, especialmente a nivel de corion.

Nunca se demostrd fluorescencia secundaria en los centros
yvvias nerviosas, ni tampoco en la retina, aunque no obstante
dentro del globo ocular se detectaron pigmentos fluorescentes a
nivel de las tinfcas coroides y esclero-cornea.

Dentro del aparato respiratorio, existe depésito de pig
mento porfirfnico a nivel de 1a mucosa y corion de la laringe,
trdquea y bronquios principales. En el parénquima pulmonar hay
un moderado depdsito pigmentario fluorescente en el intersticio.

E1 parenquima hepdtico presenta fluorescencia secundaria
atribuible a pigmentos porfirinicos, que se depos1tan'en fos he-
patocitos, acumuldndose progresivamente y en forma directamente
proporcional al tiempo de intoxicacién.

El depésito de inicia generalmente a nivel centrolobuli-
1lar, no obstante en algunos casos también se han observado de-
p6sitos que se inician en las dreas perilobulillares.

En los momentos iniciales los grupos hepatocitarios de
Tas dreas centro o perilobulillares, acumulan una cierta canti-
dad de sustancia fluorescente que al ser estudiada bajo luz ul-
travioleta emite una tfpica fluorescencia secundaria amarillo
anaranjada (Figl 16).

Al prosperar la experiencia los depbésitos se hacen mas
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intensos y se extienden a todo el lobulillo, sin embargo, las
zonas donde se inicid el dep6sito siempre contienen una mayor
cantidad del mismo, manteniendose un contraste diferencial en-
tre las diferentes dreas (Figs. 17 y 18).

En los grados miximos de porfiria, 1la fluorescencia que
emiten 1os‘hepatocitos de forma secundaria, debida a los depé6si-
tos pigmentarios, toma una clara coloracidén rojiza; aun en
estos casos sigue manteniendose un moderado contraste cromdti-
co que identifica las &reas lobulillares donde se inicié el de-
pdsito pigmentario, los cuales presentan una fluorescencia mé&s
intensa (Figs. 19, 20 y 21).

Los grados extremos que presentan grandes depdsitos de
pigmentos porfirinicos a nivel del parénquima hepdtico, corres-
ponden a los animales que han sufrido mayor tiempo la intoxica-
c¢idn por hexaclorobenceno. En estos animales se observa a micros
copfa de fluorescencia, una masiva y difusa fluorescencia secun-
daria de todo el parénquima hepdtico, afectandose los hepato-
citos de todos los niveles y produciendose una imagen relativa-
mente homogénea que corresponde a la masiva acumulacidn del pig
mento porfirfnico (Fig. 22).

Se ha comprobado también el dep6sito de pigmento fluores-
cente a nivel esoffgico en el corion y en el conectivo intersti-
cial de la tidnica muscular. Andloga distribucién fue observada
en la pared gdstrica y en intestino delgado y grueso, existiendo
en todos estos niveles cantidades variables de pigmento porfi-

rinico.
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Los frotis realizados con las heces, demostraron fluores-
cencia secundaria en todos los animales de los grupos experimen-
tales (Fig. 23) y en ningin caso en los frotis de las heces de
los animales testigos. Estos frotis no presentaban niguna fluo-
rescencia, ni primaria ni secundaria.

En el parenquima‘esplénico se detecta fluorescencia secun
daria de escasa intensidad, siendo mds prominente a nivel de los
corpisculos de Malpighi (Fig. 24).

En el parenquima renal la microscopfa convencional demues
tra escasas lesiones en los animales experimentales, existiendo
una conservacién estructural adecuada, observdndose una cierta
retraccidn de las asas capilares del ovillo glomerular, con au-
mento del espacio de Bowman que aparece Gpticamente vacio. Los
tibulos contorneados presentan un aumento de sus luces por apla-
namiento de sus nefrocitos, y sin aumento del didmetro total de
las estructuras . ducturales (Fig. 25)'

Las tinciones para demostracién de pigmentos férricos a
nivel renal, descubren escasos dep6sitos Perls positivos en ne-
frocitos y en los epitelios de los tidbulos colectores de Belli-
ni (Fig. 26).

E1 estudio con microscopfa de fluorescencia demuestra,
en las fases iniciales de la experiencia, un depésito de mate-
tial fluorescente a nivel de los epitelios nefrocitarios, que
en estos grados iniciales fluorecen con una tonalidad amarillen-
ta (Fig. 27). Debe destacarse el hecho de la ausencia de fluo-

rescencia secundaria en los glomérulos.
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En estas fases iniciales de la experiencia, se visuali-
zan los primeros depfsitos pigmentarios en los epitelios de los
tidbulos contorneados, y en tanto que en los glomérulos no hay
mds fluorescencia que 1la que pueda atribuirse a un origen pri-
mario (Fig. 28).

A nivel del 1imite cortico-medular, existe una modifica-
cidn en la concentfacién pigmentaria, produciendose una fluores-
cencia secundaria mis:intensa en los tramos finales de los ti-
bulos colectores, y md&s moderada es la que emiten los epitelios
de los conductos de Bellini y por ello, se pueden observar en
estos niveles contrastes cromdticos dependiéntes de las distin-
tas concentraciones pigmentarias (Fig. 29).

Al prosperar la experiencia, los depSsitos del pigmento
con fluorescencia secundaria a nivel renal, se hacen mis mani-
fiestos, y los nefrocitos presentan una mas intensa fluorescen-
cia que progresivamente toma tonalidades anaranjadas (Fig. 30)

y posteriormente, amarillo-rojizas, pero en todo caso permane-
cen libres de fluorescencia secundaria las estructuras glomeru-
lares (Fig. 31).

Los animales mds intensamente porffricos muestra, a nivel
del parenquima renal, una masiva fluorescencia secundaria de las
estructuras tubulares tanto en la corteza como en la médula, en
estos casos los depfsitos masivos emiten una luminosidad en la
longitud de onda de las tonalidades rojizas, pero adn en estos
casos de midxima afectacidn, las estructuras glomerulares perma-

necen sin depdsitos y solamente con la fluorescencia primaria
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que les son caracterfstica (Figs. 32 y 33).

En las muestras de tejido 6seo, se detectan depfsitos de
pigmento porfirfnico en la sustancia intercelular y en los os-
teocitos, en todos los casos experimentalmente estudiados.

En el hueso temporal y en sus distintas partes estudiadas,
escama, pefiasco y en algunos casos en que fue disecada la co-
lumela, fue demostrado el depésito de pigmento porfirfnico con
idénticas caracterfsticas al tejido 6seo de otras localizaciones.

Los dientes también presentan fluorescencia en observa-

cién directa.

14.3-RESULTADOS ULTRAESTRUCTURALES

El estudio con M.E. del parenquima pulmonar de los anima-
les experimentales, demuestra una conservacién citoarquitectdni-
ca y ultraestructural de los neumocitos tipo I y Il, siendo la
barrera aire-sangre de espesor y morfologfa habitual. Cabe des-
tacar como hallazgo positivo, la presencia de algunas formacio-
nes lame]]a%es intraalveolares, tal y como pueden ser observados
en la Fig. 34, en la cual también son visualizables tres macré-
fagos alveolares, cuyo citoplasma estd cargado con pigmento an-
trac6tico, presentando asimismo alguna formaciones cristalinas.

En el parenquima hepdtico y correspondiendo a las zonas
lobulillares mds afectadas por metamorfosis grasa, ha sido con-
firmada ultraestructuralmente, la presencia de abundantes 1lipo-

somas en el citoplasma hepatocitario (Fig. 35).
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También se observaron en el citoplasma de los hepatoci-
tos una gran cantidad de formaciones esferoideas en las que
se produce la acumulacidn de material laminar dispuesto en
capas concéntricas que en algunas ocasiones recuerdan a las
11amadas "fibras de mielina" (Fig. 36). Asi mismo l1a matriz
hepatocitaria contiene abundantes granulaciones de glucédgeno.

Las mitocondrias de los hepatocitos en ocasiones presen-
tan una mayor densidad a los electrones. El retfculo endo-
plésmico liso aparece hipertrofiado.

Las células de Kupffer presentan en su citoplasma canti-
dades masivas de siderosomas. Los conductillos biliares son
normales y las microvellosidades hepatocitarias que se pro-
yectan en ellos no presentan modificaciones.

En el parénquima renal no se observan lesiones ultraes-
tructurales a nivel glomerular. Los epitelios de los tdbulos
contorneados proximales y distales presentan a nivel cito-
plasmitico abundantes formaciones esferoideas de material ho-
mogéneo denso a Tos electrones, que sé identifican como si-
derosomas (Fig. 37). Los niicleos de los nefrocitos presentan
su carioteca con poros y cromat{na pulverulenta en algunos
cariosomas adosados a la carioteca como es habitual en estas
células. A nivel de los polos basales de los nefrocitos y en
relacidn con las miltiples invaginaciones de membrana de estas
dreas, son identificadas abundantes mitocondrias cuya matriz
estd homogeneizada y muestra una mayor densidad de 1o habitual

a los electrones (Figs., 38,39 y 40).
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En las cé&lulas epiteliales de los conductos de Bellini,

se han demostrado también algunos acimulos de siderosomas.



Fig. 7.- Parénquima hepdtico en el que se observa una me-
nor cromaticidad de los hepatocitos centrolobu-
1illares y algunas formationes vacuolares (H.E.

x 50).



8.- Parénquima hepdtico con metamorfosis grasa y al-

Fig.

guna perdida hepatocitaria en la proximidad de

la vena centrolobulillar visible en la imagen

x 50).

(H.E.
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Fig. 9.- Parénquima hepdtico con vacuolizaciones hepatoci-
tarias y homogeneizacién de algunos hepatocitos
proximos a los espacios porta (H.E. x 50).
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.- Parénquima hepdtico con intensas lesiones he-

patocitarias observandose focos mdltiples de
hepatocitos hialinizados en torno a espacio
porta (H.E. x 78).



Fig.12.-

Vena centrolobulillar en torno a la cual se obser-
van algunos hepatocitos cargados con pigmento
férrico. También son observadas algunas cé@lulas de
Kupffer en &reas mds distantes intensamente Perls
positivas (Perts, x 120).
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observados algunos hepatocitos cuyo citoplasma
estd cargado de pigmento pardo (H.E: x 120).

Vena centrolobuliliar en torno a la cual

11.-

Fig.



Fig.

13.- Parénquima hepdtico con depositos de pigmento
ferrico predominantemente dispuestos en la pe-
riferia del lobulillo y acumulados en las cé-
lulas de Kupffer (Perls , x 50).
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14.- Presencia de pigmento férrico en forma masiva

Fig.

en algunas células de Kupffer y en forma de

grano fino en el

interior de los hepatocitos

(Perls x 135).



Fig.

15.

Depbsito de pigmento férrico en parenquima hepd-
tico masivamente a nivel de las células de Kup-
ffer y en forma pulverulenta a nivel de hepatoci-
tos. Observese la distribucién geogrdafica mds
abundante en torno a los espacios perilobulilla-
res y la prdctica ausencia de pigmento en los
hepatocitos préximos a la vena centrolobulillar
visualizada en la proximidad del &dnqulo superior
derecho {Perls, x 50).



Parénquima hepdtico con depdsitos iniciales de
pigmento porfirinico en torno a las venas cen-
trolobulillares (método F. Llanes para demostra-
cién de sustancias fluorescentes hidrosolubles;’
x 50).
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Fig. 17.- Parénquima hepdtico con depésitos de pigmento
fluorescente en los hepatocitos de las dreas
centrolobulillares y minimo depfsito en los
niveles perilobulillares (Método F.Llanes,x 50).



Fig. 18.- Parénquima hepdtico con depdsitos de pigmento
fluorescente de distribucidn geogrédfica afectan-
do a los hepatocitos de las zonas centrolobuli-
1lares y con menor intensidad en ltas dareas peri-
lobulillares. En dngulo inferior derecho un es-
pacio porta (método F. Llanes, x 58).
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Fig. 19.- Estadio avanzado de deposito porfirinico en pa-
renquima hepdtico afectando todos los hepatoci-
tos,siendo mis intensa la fluorescencia en los
niveles centrolobulillares que presentan una
cromaticidad rojiza (método F. Llanes, x 50).



Fig. 20.- Parénquima hepdtico con presencia de depositos
porfirinicos que acumulados en grandes cantidades
emiten una fluorescencia rojiza, en tanto que en
otros niveles la menor cantidad de los depdsitos
se manifiesta por una fluoresecencia amarillenta
o amarillo verdosa {(método F.Llanes, x 50).
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Fig. 21.- Parénquima hepdtico en situacidén porfirica avan-
zada presentando intensa fluorescencia (método
F. Llanes, x 50).



Acumulacidon masiva de pigmentos porfirinicos que
presentan fluorescencia de tonalidad rojiza y
que traduce dicha acumulacidén masiva en todos

10s niveles del lobulillo (método F.Llanes,x 50).



Fig.

23.

Frotis de material fecal en el que se observan
restos alimenticios en grado variable de diges-
tidn y fluorescencia de diferentes tonalidades
(verdosa, anaranjada, rojiza). (Observacidn di-
recta en fresco, x 75).



Fig.

24.- Parénquima esplénico con presencia de pigmento
fluorescente a nivel de los foliculos linfoides
que muestra una escasa fluorescencia que es emi-
tida con una coloracidén de tonalidad verdosa
(M&todo F. Llanes, x 58).



Fig. 25.- Parénquima renal en el que se observa moderada
dilatacién de las Tuces de los tidbulos contor-
neados y minima de los ovillos glomerulares
(H.E. x 45).
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26.- Parénquima renal a nivel de l1la medular, observan-
dose acumulacién de pigmentos férricos en los
epitelios de 1os conductos colectores de Bellini
(Perls, x 50).




Fig.

27.

Parénquima renal con moderada fluorescencia de
los nefrocitos en todos los tibulos contorneados.
La fluorescencia observable a nivel glomerular
es de tipo primario {método F. Llanes, x 85).




Fig.

28.

Parénquima renal a nivel cortical en el que son
visualizables cuatro formaciones glomerulares
con fluorescencia primaria normal y tdbulos con-
torneados con depositos porfirinicos (método F.
Llanes, x 120).



Fig. 29.- Parénquima renal a nivel cortico-medular en el
cual se observa una moderada fluorescencia se-
cundaria atribuible a depdsitos porfirfinicos
tanto en los tidbulos contorneados como en los
conductos colectores (método F.Llanes, x 60).



Fig. 30.- Parénquima renal con depésitos porfirinicos in-
tensos, que se traducen por una fluorescencia
de tonalidad amarillenta presente en algunos
tidbulos contorneados (método F. Llanes, x 85).



Fig. 31.- Parenquima renal con depdsites porfirinicos mds
intensos visualizables en los tGbulos contor-
neados. Observese 1a negatividad de los glomé-
rulos (método F. Llanes, x 85)



Fig. 32.- Intensos depésitos porfirfnicos en la corteza
renal que respetan las estructuras glomerula-
res (método F. Llanes, x 85).



Fig. 33.- Situaci6n de madxima presencia de depbsitos
porfirinicos en las estructuras tubulares, man-
teniendose 1a no presencia de depositos a nivel
glomerular (método F. Llanes, x 85).



Fig.

34.- Parénquima pulmonar en el que se observan tres
macré6fagos alveolares con citoplasma cargado de
formaciones pulverulentas antracéticas, y al-
gunas estructuras cristalinas. Neumocitos tipo I
y 11, de aspecto normal. Capilares conteniendo
hematies. Barrera aire-sangre de espesor y ca-
racteristicas normales. Presencia de algunas

formaciones lamellares intraalveolares (x 3.600).







Fig.

35.- Hepatocito con miltiples liposomas a nivel
citoplasmico (x 8.000).






Fig.

36.- Citoplasma hepatocitario que contiene malti-
ples formaciones Tamellares, algunas de las
cuales simulan "figuras de mielina", Mitocon-
drias de aspecto habitual. Granulaciones di-
fusas de glucégeno (x 14.500).






Fig.

37.- Epitelio de tibulo contorneado proximal en el
que se observan abundantes siderosomas (x 3.500).
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Fig.

38 .-~ Area basal de varios nefrocitos con abundantes
invaginaciones de membrana e innumerables mito-
condrias (x 4.800).
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Fig.

127

39.- Area basal nefrocitaria con midltiples invagina-
ciones cuya densidad electrdnica estd aumenta-
da (x 5.600).
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Fig.

40.- Polos basales de nefrocitos con abundantes mi-
tocondrias de matriz homogénea y aumento de
densidad ultraestructural ( x 5.600).
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Es un hecho conocido y probado que diferentes productos
quimicos (34,35), entre ellos algunos fdrmacos, son capaces
de inducir en animales, alteraciones bioquimicas que asemejan
cuadros de porfiria hepética humana. Entre estos productos
quimicos uno de los més conocidos y estudiados es el fungici-
da hexaclorobenceno (51), cuyo poder inductor de porfiria fue
descubierto a raiz de producirse en Turqufa, entre 1955 y 1960,
un brote porfirico originado por una intoxicacidn, debida a la
ingesta de una partida de trigo que habfa sido tratado con el
fungicida HCB. Dicho descubrimiento fue realizado por Cam (58,
59) y corrobado posteriormente por numerosos autores (25,26,
27,28,29). Desde aquella fecha la porfiria experimental indu-
cida por hexaclorobenceno ha sido considerada, debido a sus
miltiples semejanzas, modelo de la porfiria cutdnea tarda.

Han sido ensayadas numerosas pautas de intoxicacién (73,
74,75), a partir de la ya clédsica de Ockner y Schmid (27) que
administraban a ratas concentraciones de HCB en la dieta, en-
tre el 0'2 y el 0'3%. Nosotros hemos seguido la técnica emplea
da por Doss y cols. (40), que fueron los primeros en adminis-
trar el HCB vehiculado en aceite de oliva y aportado a las
ratas mediante sonda gdstrica. De esta forma se logra una ab-
sorcion intestinal del HCB aproximadamente del 80%. Las do-
sis que hemos utilizado en nuestras series, es de 50 mg/kg.
de peso/dia, la cual noa permite lograr una correcta intoxica-
cién, consiguiendose al mismo tiempo un estudio completo, se-
cuencial, de las distintas fases por las que transcurre la in-

toxicacion,teniendo un indice de mortalidad nulo.
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Se han intoxicado en nuestra experiencia ratas hembras
de raza Wistar; la razén de utilizar ratas hembras fue debi-
do a su ya constatada por numerosos autores (51,76,78,79,80,
81), mayor susceptibilidad al HCB. A pesar de que esta mayor
susceptibilidad implica en otras series una mayor mortalidad,
nosotros debido a la dosis empleada y al tiempo de duracién
de la intoxicacidn, no hemos tenido ninguna baja.

Previamente a la intoxicaci6én por HCB, se administré
hierro por via intraperitoneal, a todas las ratas de nuestras
series experimentales. Se hizo con el fin de lograr que los
animales desarrollaran hepatosiderosis, hecho muy frecuente
en la porfiria cutdnea tarda (PCT)que con la simple administra-
ciéon de HCB no se consigue. De tal forma es frecuente la he-

patosiderosis en la PCT, que uno de los tratamientos de la mis-
ma se basa en realizar flebotomias frecuentes para asi elimi-
nar del organismb el hierro acumulado en exceso, no consiguien
dose con ello modificar la patognoménica disminucién de la
urogen-decarboxilasa (98). La causa de este almacenamiento exa-
gerado de hierro ain no estd completamente dilucidado. En par-
te, se ha achacado, al posible abuso de bebidas alcoh6licas
ricas en pigmentos férricos, a las que tan adictos suelen ser
estos enfermos. Los enfermos alcohdlicos se ven a menudo afec-
tos de enfermedad hepdtica y pancredtica crénicas, las cuales
aumentan la absorcién intestinal de hierro, efecto que puede
ser debido a la propia accién del alcohol (137,138,139). Efec-
tivamente en los pacientes con PCT se ha demostrado un aumento

en la absorcidn intestinal del hierro, sobre todo en los que
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presentan hepatopatia cirrética (149). Aunque el alcoholismo
sea antecedente frecuente, en los enfermos con PCT (140), hay
que tener en cuenta el hecho de que el alcoholismo es de una
gran frecuencia, siendo 1a PCT una infermedad rara (96).

Taljaard y cols. (83) fueron los priﬁeros en demostrar
que la administracidén de hierro a las ratas, previamente a la
intoxicacion con HCB, daba lugar a que las ratas desarrolla-
ran mds rdpida e intensamente el cuadro porfirico. La adminis-
traci6n exclusiva de hierro a las ratas, no da lugar a altera-
ciones significativas en la excrecién de porfirinas (71). Por
tanto, adn admitiendo el papel del hierro en la alteracitn del
metabolismo porfirico en 1a PCT, por mecanismos todavia no di-
lucidados totalmente, no se puede aceptar mds papel para el
hierro que el de un simple favorecedor de la accién porfirino-
génica del HCB sin ser é1, por si mismo, causa directa de la
porfiria (96).

Nuestra serie II, es un palpable ejemplo de como anima -
les de identica raza y sexo, con peso corporal similar, y pautas
de intoxicacidn %gua]es, preﬁentan respuestas totalmente distin
tas, dindose la situacién paradéjica que junto a ratas cuyo
grado de intensidad porffrica es muy elevada, existen ratas cu-
ya excrecidn porfirinica es discreta, e incluso en algunas den-
tro de Tos 1imites de la normalidad. Asi, comprobamos, que la
rata n° 5 por ejemplo, sacrificada tras solo tres sémanas de
intoxicacidn, presenta ya el caracterfstico acimulo hepdatico
y aumento de la excrecién urinaria de porfirinas policarboxfli-

cas, principalmente la octocarboxilporfirina y en menor cantidad
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la heptacarboxilporfirina. Al lado de ella, ratas sacrifica-
das tras cuatro, cinco y seis semanas de intoxicacidon presen-
tan una excrecifn porfirinica practicamente normal.

En esta serie Il es a partir de la 62 semana de into-
xicacidén cuando, ya de forma generalizada se detecta un incre-
mento de la excrecidn de las porfirinas mds policarboxilicas,
asi como aumento de su acGmulo a nivel hepético.

Esta serie Il, debido a las pautas de intoxicacibn se-
guidas y la ya comentada dispar respuesta de los animales, es
una serie muy poco homogénea, como lo demuestra 1a gran des-
viacién standard que presentan los valores hechos de los dife-
rentes pardmetos.

Mucho md&s homogénea resulté nuestra serie III, donde 1la
respuesta a la intoxicacién de las ratas, aunque presentando
notables diferencias, resultd mds equilibrada. Se volvidé a com-
probar el masivo acimulo hepdtico de octocarboxilporfirina y
de heptacarboxilporfirina, junto con la intensa excrecibn uri-
naria de las mismas. Por via fecal la excrecién de las poli-
carboxilporfirinés estd también aumentada, en detrimento de la
tetracarboxilgorfirina, que en fases avanzadas de intoxicacibn
alcanza cifras muy por debajo de sus valores normales. La co-
proporfirina (4-COOH) que en animales normales es eliminada en
cantidades mayores por heces, en ratas porfiricas es excreta;
da, sobre todo, por via urinaria.

Todos los datos anteriormente expuestos coinciden con
los hallados por diversos autores (40,41,71,72,73,76) y demues-

tran la semejanza de la porfiria experimental por HCB con la
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porfiria cutdnea tarda.

Ademds de todos los hallazgos anteriormente citados, de-
tectamos, desde la segunda semana de intoxicacién, la presencia
en heces de isocoproporfirina o porfirina P descrita por El-
der (8), patognoménica de este tipo de porfiria. Para Day y
cols. (74) la isocoproporfirina serfa sintetizada a nivel del
tracto intestinal. Blekkenhorst y cols. (86), ha demostrado que
la actividad de la urogen-decarboxilasa, a nivel del colon, dis
minuye intensamente a partir de los diez dias de iniciar la in-
toxicacién. Para Elder (124) la presencia de isocoproporfirinas
en heces es consecuencia directa de la disminucién de la acti-
vidad de la urogen-decarboxilasa a nivel hepdtico.

Todas las ratas, en las cuales el cuadro porfirinico es-
taba plenamente desarrollado, evidenciaron una progresiva hepa-
tomegaiia, siendo el peso medio de l1a viscera en los animales
experimentales superior al del grupo control. No se evidencia-
ron diferencias significativas en cuanto al peso corporal, dan-
do lugar a que el cociente peso hepdtico/peso corporal estuvie-
ra apreciabiemente incrementado, 1o cual concuerda con 1os da-~
tos obtenidos‘por Ockner y Schmid (27), Taljaard y cols (83),
Stonaid (80), Elder y cols. (123) y Enriquez de Salamanca y
cols. (82). Campbell (90) en sus trabajos ha encontrado que si
bien el higado aumenta de tamafio progresivamente a lo largo de
la intoxicacidn, a partir de un méximo alcanzado a la altura
de 1a 5% a 92 semana, comienza a disminuir hasta hacerse inclu-
sive menor de 1o normal. Este hallazgo nosotros no 1o hemos

podido corroborar debido a que para los fines de nuestro trabajo
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no nos interesaba grados muy intensos de intoxicacién porfi-
rioa; por tanto la disminucién del tamafio hepdtico descrito
por Campbell, no ha estado presente en nuestras series.

En las Figs. 41,42,43 y 44, queddn grdficamente expues-
tos los datos hallados en nuestras series relativos a la ex-
crecion porfirinica. Asi mismo en las Figs. 45 y 46, se pre-
sentan dos ejemplos del estudio cromatogrdfico de algunas de
nuestras ratas.

La fig. 45 recoge los cromatogramas urinarios de las ra-
tas (de izquierda a derecha) 10,13,12,11,14 y 15. Las orinas de
las ratas 10,13,11 y 14 muestran cromatogramas poco patoidgicos,
en contraposicidn con los de las ratas 12 y 15 en los que re-
sulta evidente la notable eliminacién de las porfirinas mds po-
licarboxilicas.

En la fotografia de la Fig. 46, quedan reéogidos (de
izquierda a derecha) los cromatogramas de heces y orina de un
caso de porfiria congénita Giunther, porfirinas patrones de 8,
7,6,5,4 y 2 grupos carboxilicos, heces de 1a rata 18, heces
de un paciente c&n PCT y heces de la rata 17. En las heces de
los animales Jorfirinicos es notoria la presencia de las porfi-
rinas mds policarboxilicas, mientras que en la PCT humana uni-
camente la heptacarboxilporfirina se encuentraAincrementada.

En 1a rata 18 resulta evidente, al igual que en el caso afecto
de PCT, la presencia de isocoproporfirina o porfirina Py con
una emigracién cromatogrdfica intermedia entre las porfirinas

penta y tetracarboxfilicas.
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Todas las ratas porfiricas estudiadas presentaban, a
nivel hepdtico, unas lesiones histoldgicas observadas por mi-
croscopia reflejo de una hepatopatia variable en funcién del
tiempo de intoxicacidon y de la particular respuesta de cada
animal.

La porfiria cutdnea tarda muestra casi constantemente
una afectaci6bn hepdtica de mayor o menor grado. Desde la sim-
ple esteatosis a la auténtica cirrosis, todos los estadios
y grados son observables. En general, la evolucidon de esta he-
patopatia es bastante benigna, debido, sobre todo, a la larga
fase inicial "prelesional o de porfirinosis " (141), en la que
el Gnico hallazgo patoldgico es la presencia de una fluorescen-
cia roja bajo Ta luz ultravioleta en el cilindro de biopsia
hepdtica, consecutivo al actimulo de porfirinas.(140)

La visualizacién macroscépica del higado de los anima-
les experimentales demuestra, ademds del ya comentado aumento
del peso y tamaino de la viscera, una coloracidén violdcea carac-
teristica de todo el parénquima hepdtico. Esta coloracidn era
particularmenge intensa en los higados de las ratas de la se-
rie III de elevado grado de intoxicacién porfirica. Sin embar-
go, los 16bulos hepdticos no presentaban variaciones en su con-
sistencia en relacién a los de las ratas de la serie I, utili-
zadas como control.

Al microscopio 6ptico se comprueba que la hepatomegalia
es debida a una hipertrofia de los hepatocitos, asi como a un
componente de hiperplasia de los mismos. Las lesiones mds 1la-
mativas se localizan preferenteménte a nivel de la vena cen-

trolobulillar, donde son observables los hepatocitos aumenta-
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dos de tamafio, cuyos citoplasmas, incluso en fases iniciales
de la intoxicaci6n presentan un aumento de su contenido hidro-
electrolitico. Los citoplasmas de los hepatocitos presentan,
también, signos de metamorfosis grasa, que se inicia ya en
fases precoces y que abarcard la casi totalidad del lobuli-
110 cuando la intoxicaci6n sea mds intensa.

A medida que la intoxicacién progresa los hepatocitos
muestran un proceso de homogeneizaci6n citoplasmdtica. Algu-
nos hepatocitos pueden 1legar incluso a l1a necrosis celular.

Las lesiones descritas anteriormente son similares con
las halladas por otros autores (82,90).

Aunque la localizacién preferente de las lesiones he-
patocelulares, es a nivel centrolobulillar, son también detec-
tables en dreas periportales. Las lesiones perilobulillares
visualizadas a microscopfa 6ptica, coinciden con un aumento de
depésitos porfirinicos en esta localizacién, como ya comenta-
remos mds adelante al referirnos a los hallazgos obtenidos a
microscopia de fluorescencia.

Mediante microscopfa electrénica se comprueba, a nivel
de las zonas lobulillares donde 1a metamorfosis grasa era més
acusada o microscopfa 6ptica, la existencia de numerosos 1i-
posomas en el citoplasma de 1os hepatocitos. Estas vesiculas
o vacuolas grasas han sido también descritas por Enriquez de
Salamanca y cols. (82) y por Mollenhaver y cols. (143). La
presencia en el citoplasma de los hepatocitos, junto a estas
vacuolas grasas, de unas formaciones esferoideas en las que

se produce la acumulacién de un material laminar, diepuesto
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en capas concéntricas, podria abogar como opinaﬁ Enriquez de
Salamanca y cols. (82), a favor de la hipétesis de Simon y
cols. (151) de que en la porfiria por HCB existen alteracio-
nes de las membranas celulares, causadas por alteraciones de
la estructura lipidica de las mismas.

La matriz hepatocitaria contiene abundantes granulacio-
nes de glucfgeno, dato también referido por Boger y cols.(142),
lo cual podria estar a favor también, de la tesis de Simon.

Segiin Mollenhauer y cols. (150), las mitocondrias se-
rian un indicador sensible del estado de las células mostran-
do un espectro de modificaciones morfoldgicas como resultado
de las condiciones patolégicas, -impuestas por la intoxicacién
hexaclorobencinica. Nosotros no hemos hallado grandes altera-
ciones a nivel mitocondrial, a 1o sumo un aumento de la densi-
dad electrdnica de su matriz. Mollenhauer y cols. (150) reco-
nocen, sin embargo, que las alteraciones mitocondriales no son
especificas de la porfiria por HCB y que, usualmente, solo una
fraccion de las mitocondrias de una célula presentan anormali-
dades. .

En fases iniciales de la intoxicacidn, los conductiltlos
biliares presentan una configuracién normal y las microvello-
sidades hepatocitarias que se proyectan en los mismos no pre-
sentan modificaciones. En fases mds avanzadas, estos canalicu-
los biliares aparecen dilatados y las vellosidades aplanadas,
como ha sido descrito por Enriquez de Salamanca y cols. (82).

Los datos anteriormente descritos sobre microscopia

electrdnica coinciden ademds, con los obtenidos por otros
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autores (54,135,136).

Waldo y Tobias (152) y Boger y cols. (142) describen en
el citoplasma de los hepatocitos unos dep6sitos en forma de
cristales porfirinicos. Nosotros no hemos evidenciado la pre-
sencia de estas inclusiones cristaloideas, confirmando la fal-
ta de estos elementos en la casufstica de otros autores (82 y
54).

Los nicleos de los hepatocitos no presentan ningun cam-
bio estructural.

A diferencia de las lesiones histolfgicas obtenidas por
microscopia O6ptica, que son diagnosticas, las lesiones obteni-
das por microscdpia electrénica no son diagnésticas, ni espe-
cificas de 1a porfiria por HCB, ya que también son observables
en otros tipos de hepatopatia, como es el caso de 1a hepatopa-
tia alcoh6lica, la hepatopatia por tetracloruro de carbono, o
la hepatopatia por intoxicacién con aFilisopropil-acetamida.

Paralelamente a loa estudios realizados con microscopio
6ptico y e]ectrépico, realizamos estudios de muestras de teji-
do hepédtico a'microscopfa de fluorescencia, utilizando la téc-.
nica de Llane§ (130) para demostraci6én histolégica de la fluo-
rescetnda sbdica.

Existen publicados escasos trabajos sobre estudios de
los depbsitos porfirinicos mediante microscopia de fluorescen-
cia.

En 1971, Sweeney y cols. (54) estudiando los fendme-
nos de la porfiria experimental producidos por la administra-

ci6n de alilisopropil-acetamida (AIA), dicarbetoxidihidroco-
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lidina (DDC) y hexaclorobenceno (HCB)}enratas, demostraron me-
diante microscopia de fluorescencia, intensa fluorescencia en
islas de tejido localizadas rodeando a 1a vena centrolobuli-

1lar.

Topi y D'Alessandro (131) desc;{ben en un trabajo, pu-
blicado en 1978, que en la porfiria cutdnea tarda el exdmen mi-
croscopico de las biopsias hepdticas, permite apreciar fluo-
rescencia exclusivamente en los hepatocitos, estando, en cam-
bio, ausente en el tejido fibroso y en los infiltrados inflama-
torios. )

Boger y coié. (142) también describen la emisifn de
fluorescencia roja por el tejido hepdtico de animales trata-
dos con HCB.

Nosotros hemo; encontrado que el parenquima hepético de
nuestras ratas intoxicadas con HCB, presentaba fluorescencia
secundaria, atribuible a la presencia de depbésitos porfirini-
cos. La fluorescencia fue detectada ya en las ratas sacrifi-
cadas tras solo dos semanas de intoxicacién. La intensidad de
la f1uorescepcia.se {ncrementaba en relacién directamente pro-
porcional al’grado de intensidad porfirica del animal, el cual
estaba relacionado, no ya s6lo al tiempo de duracién de la in-
toxicacién, sino también como ya hemos comentado, a la respues
ta particular de cada animal.

La localizacién de los depbsitos porfirfnicos era a ni-
vel hepatocitario, coincidiendo en ello con los hallazgos de
Topi y D'Alessandro (131). Los depésitos se iniciaban, gene-

raimente, a nivel de 1a vena centrolobulillar, afectando en
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los momentos iniciales de la intoxicacién a grupos de hepato-
citos aislados, es decir, la afectacién en los primeros esta-
dios es localizada. no difusa. En esta fase, la fluorescencia
emitida por los dep6sitos porfirinicos es de una tonalidad ama-
rillo-anaranjada.

Estos hallazgos coinciden con los obtenidos a microsco-
pia O6ptica, mediante 1a cual visualizabamos que las lesiones
hepatocitarias, mds 1lamativas, eran generalmente a nivel de
la vena centrolobuliilar.

Asi mismo, mediante la técnica de Perls, se demostraba
la presencia de pigmento férrico a nivel perilobulillar, 1o
cual en un primer momento podria hacer pensar, que existiera
un cierto grado de competitividad entre los depb6sitos ferri-
cos y los depbsitos porfirinicos, en cuanto a su localizacién
a nivel hepdtico. Sin embargo, Sweeeney y cols. (54) describie-
ron también la presencia de depfsitos porfirinicos, a nivel
centrolobulillar, en ratas intoxicadas con HCB y que no habfian
sido hechas previamente siderdticas. Enriquez de Salamanca y
cols. (82) dgscr%ben idénticas lesiones a microscopia 6ptica,
en ratas a 1a; cuales no se les habfa administrado hierro.

En estadios mds avanzados, la fluorescencia deja de
ser tan localizada, para hacerse mds difusa extendienddse a
todo el lobulillo, pero siempre es mds intensa en los lugares
iniciales de presentacidn. Al hacerse mds homogénea la fluo-
rescencia, correspondiendo a grados intensos de intoxicaciébn,
adquiere una tonalidad rojiza tanto mas fuerte, cuanto mayores

son los depésitos porfirinicos. Ain en estos casos, en que



- 149 -

la fluorescencia abarca casi todo el lobulillo, existe un con-
traste cromdtico que nos permite identificar las dreas donde
se iniciaron los depédsitos.

A pesar de ser la regién centrolobulillar la localiza-
cién mds frecuente de iniciacién de los depdsitos porfirini-
cos, hemos hallado, en ocasiones, que 1a localizacidon inicial
se producia también y simultdneamente en dreas perilobulilla-
res, 1o cual era visualizable no solo en los mismos animales
sino, inclusive, en las mismas preparaciones. El11o se correla-
cionaba con los mismos casos en que a microscopia 6ptica veia-
mos lesiones hepatocitarias a nivel perilobulillar.

Smith y cols. {(148) comprobaron que los hepatocitos de
la regidn centrolobulillar contienen aproximadamente la mitad
de glutation que los de la regidn periportal por lo que aque-
119s son particularmente susceptibles a 1a agresidén de metabo-
litos téxicos. Muchos xenobi6ticos son metabolizados por el
sistema microsomal citocromo P-450 a metabolitos téxicos que
resultan inactivados al formar conjugados hidrosolubles con el
glitation merced.a la actuacidn del enzima glutation-S-trans-
ferasa. Si la kasa de glutation tisular queda deplecionada, es-
to: metabolitos altamente reactivos son capaces de unirse a
macromoléculas de vital importancia, tales como dcidos nuclei-
cos y proteinas, iniciandose asi el dafo tisular. Los hepato-
citos de la regién centrolobulillar muestran una mayor tasa de
citocromo P-450, ya que en ellos el metabolismo oxidativo de
los xenobidticos discurre con mayor intensidad que en los hepa-

tocitos periportales. Por esta razén, sumada a su menor conte-
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nido en glutation resultan pues menos protefidos.

Smith y cols. (134,147), observaron que los hfgados de
las ratas Agus con porfiria experimental inducida por HCB, mos-
traban una falta de uniformidad en cuanto al colorido y a su
fluorescencia bajo 1a luz UV . Los 16bulos posteriores (cauda-
dos) contenian una menor cantidad de porfirinas que el 16bulo
medio, sobre todo cuando la porfiria no era muy intensa, ya que
en los estadios finales de intoxicacién la cantidad de porfiri-
nas hepdticas acumuladas se igualaban. No apreciaron diferencias
entre los djversos 16bulos en cuanto al contenido de hierro,
ni en cuanto a la tasa de HCB acumulado, pero si comprobaron
que dichos 16bulos posteriores mostraban una menor inhibicién
de la actividad de la uroporpirigogeno-decarboxilasa. )

Por todo 1o anteriormente expuesto, se puede deducir que
los depbsitos porfirinicos no se localizan a nivel hepdtico de
forma homogénea, sino que, la misma se realiza de forma dife-
rencial, tanto en el aspecto de su distinta concentracién cuan-
titativa, como en el de su variable disposicidn topogrédfica
(es decir, 1los dépésitos porfirinicos hep&ticos, son heterogé-
neos, tanto eJ su acumutacidn cuantitativa como en su distri-
buciéq topogréfica).

En ninguna de nuestras ratas, ni_siquiera en las ratas
de la serie III, hemos detectado la presencia de tumores be-
nignos o malignos, a nivel de cualquier 6rgano. En ninguno de
los animales intoxicados pudimos apreciar la existencia de he-
patoma. Cabral y cols. (145) aportaron en 1977, la primera evi-

dencia experimental de la carcinogenicidad del HCB cronicamente
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administrado a "hamsters"” en la dieta. Este mismo grupo de tra-
bajo (146) comprobd posteriormente que la exposici6én durante
120 semanas, de ratones a dietas que contenfan mas de 100 par-
tes por mil16n del fungicida HCB (ingesta efectiva equilavente
a 12-24 mi/kg. de peso/dis), daba lugar a una elevada inciden-
cia de tumores hepdticos. Este mismo hecho fue también observa-
do en un reducido grupo de ratas alimentadas por HCB (100 ppm=
5 mg./kg./dia) durante 75 semanas. Estos resultados invitan a
recomendar especiales precauciones en el manejo de este y simi-
lares compuestos de tan extendido uso industrial, que pueden
contaminar alimentos y ambiente.

En cuanto a nivel renal, se observa mediante visualiza-
ci6n directa de los riﬁ;nes, una coloracidén violdcea de los
mismos, idéntica a 1a observada en el higado. No se evidencia-
ron cambios en el volumen y peso de los rifiones. En todos los
animales experimentales se delimitaba perfectamente 1a corteza
de la médula renal.

La microscopia 6ptica nos mostraba una moderada dilata-
cién de las ches de los tﬁbu]og contorneados, por aplanémien-
to de l1os nefrocitos. A nivel glomerular las (nicas lesiones
detectables eran una minima retraccién de los ovillos glome-
rulares, con aumento del espacio de Bowmann que aparecia op-
ticamente vacfio.

La microscopia electrénica nos confirmé la practicamen-
te ausencia de lesiones glomerulares.

Los epitelios de los tibulos contorneados proximales y

distales, mostraban en sus citoplasma unas formaciones esfe-
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roideas compuestas de material homogéneo denso a los electro-
nes, que se identific6 como siderosomas.

Los nicleos de los nefrocitos no presentaban ninguna
alteracidn estructural.

Las mitocondrias tampoco presentaban alteracién algu-
na, ocasionalmente mostraban una mayor densidad electrfnica de
su matriz.

Existen escasisimas publicaciones referentes a estudios
mediante fluorescencia de dep6sitos porfirfnicos renales.

Czitober y cols. (133) en 1970, estudiaron mediante mi-
croscopia de fluorescencia las biopsias renales de tres pacien-
tes con porfiria cutdnea tarda, observando fluorescencia roja
a nivel de las células epiteliales de los tibulos contorneados
y del asa de Henle. En contraste los tidbulos uriniferos y los
glomérulos no mostraban fluorescencia.

Zawirska (132) en 1978, tras alimentar con acetato de
plomo a un lote de ratas, encontrd ademds de la presencia de
numerosos tumores benignos y malignos situados en diferentes
6rganos, un marcédo acimulo de uroporfirina en rifién. E1 estu-
dio con micro;copia de fluorescencia reveld la caracteristica
fluorescencia roja de las porfirinas en la corteza y en la
unidén cortico-medular renal, particularmente en el epitelio de
los tidbulos contorneados proximales. No encontraron fluores-
cencia a nivel de los glomérulos.

Nosotros mediante la técnica de Llanes (130), observa-
mos a nivel renal y en las etapas iniciales de la intoxicacién

una fluorescencia amarillenta localizada en loe epitelios
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nefrocitarios de los tibulos contorneados, que segin se inten-
sificaba la intoxicacidén y los depbsitos de porfirinas aumen-
taban, adquirfan una tonalidad que pasaba del amarillo-rojizo
intenso al rojo intenso. La localizaci6én de estos depfsitos
concuerda con los hallazgos obtenidos a microscopia Gptica.

A nivel glomerular no se comprobé la existencia de de-
pésitos porfirinicos. Igual le sucedié a Czitober en enfer-
mos con PCT y a Zawirska en ratas intoxicadas por acetato de
plomo.

En 1a unidén cortico-medular existia distinto grado de
concentracién de depésitos porfirinicos, observandose fluores-
cencia mds intensa en los tramos finales de los t{bulos colec-
tores y mas moderada a nivel de los epitelios de los conductos
de Bellini; ello permite observar en esta localizacidon distin-
tos contrastes cromdticos dependientes de la diferente canti-
dad de depdsitos porfirinicos. Los animales de la serie III,
presentaban una masiva fluorescencia de los tidbulos, tanto a
nivel cortical como medular, pero persistiendo Ja ausencia de
fluorescencia de‘1os glomérulos.

La 1ocaaizac16n de la fluorescencia en nuestros anima-
les experimentales, es identica a la que se aprecia en la
PCT. La presencia de fluorescencia a nivel de los nefrocitos
de los tdbulos, indicaria el lugar donde probablemente tiene
lugar la reabsorcién porfirinica. Para Doss (40) el acidmulo
renal de porfirinas no indica que exista uns sintesis local
de la mismas, como defiende Day (74), sino que representaria

la presencia renal de las porfirinas formadas en el higado y
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transportadas por la sangre al rifién para su excrecifn.

La escuela Sudafricana ha emitido 1a teoria de un posi-
ble origen extrahepdtico de las porfirinas; esta hip6tesis no
ha sido aceptada por la mayorfa de los autores.

Ademds del rifién y del higado, estudiamos a microscopia
otros 6rganos de las ratas porfiricas.

En el parégnuima pulmonar se comprobé, mediante micros-
copia electrdnica la conservacidén citoarquitecténica de las neu-
mocitos, siendo la barrera aire-sangre de espesor y morfologia
normal. Goldstein y cols. (144) han descrito una marcada hiper-
trofia y una proliferacidn de las células del revestimiento en-
dotelial de los vasos pulmonares mds pequefios. Este hecho no-
sotros no 1o hemos hallado. Apreciamos presencia de fluorescen-
cia a nivel de la mucosa y corion de laringe, tré&quea y bron-
quios principales. En el parenquima pulmonar los deplsitos de
porfirinas se ubicaban en el intersticio.

En el aparato digestivo, en toda su longitud, se obser-
varon depdsitos porfirinicos en corion y en el conectivo inters
ticial de la.muséu1ar.

Se ha]l;ron depb6sitos porfirinicos en la piel, princi-
palmente en dermis.

En las muestras de tejido 6seo 1a fluorescencia se de-
tectd en la sustancia intercelular y en los osteocitos.

Nunca pudimos demostrar fluorescencia en los centros y
vias nerviosas. En el globo ocular se observé la presencia de
pigmentos porfirinicos que producian una moderada fluorescen-

cia, solamente localizadas en las tinicas coroides y en la
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esclerocornea; nunca fue visualizada a nivel retiniano. Esto
nos demuestra que la barrera hematoencefilica y la barrera he-
mato-retiniana son impermeables a los pigmentos porfirinicos.

E1 estudio del material hemdtico a microscopia de fluo-
rescencia resulté negativo.eﬁ todos los casos estudiados.

La orina, como era de esperar, resultd intensamente
fluorescente, en los animales experimentales, aunque l1a fluo-
rescencia dependia del grado de intoxicaci6én. También eran muy
fluorescentes las heces; las heces de las ratas control nunca
presentaron tan notoria fluorescencia.

Todo 1o anteriormente expuesto nos confirma la presen-
cia de depdositos de porfirinas universalmente distribuidas por
todo el organismo (en el tejido conectivo) exceptuando el sis-
tema nervioso. La ventaja del método de Llanes (130) aplicado
al estudio de depésitos de porfirinas, reside en que nos permi-
te un estudio de las mismas desde la segunda semana de intoxi-
cacion en que ya es visualizable la fluorescencia emitida por
dichos depdsitos. Nos permite también el estudio exacto de las
1oca1izac16nes d; los dep6sitos porfirinicos y el lugar exac-
to de su iniciacién.

Ademds, presenta la gran ventaja de que las preparacio-

nes realizadas de las muestras, siguen presentando fluores-

cencia meses después de procesadas.
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1.- Es ratas controles (serie 1) la coproporfirina
(tetracarboxilica) fue la porfirina predominante en orina, mien

tras que en heces lo fue la protoporfirina (dicarboxflica).

2.- Diversos grados de porfiria experimental se induje-
ron a las ratas de las serie Il y 11l mediante la administra-
cién por sonda gdstrica de reiteradas dosis de HCB vehiculado
en aceite de oliva. Se apreciaron considerables variaciones

en la respuesta individual de los animales.

3.- La plena situacidon porfirica se caracterizdé biogui-
micameénte por el acimulo hepdtico y excrecidén urinaria y fe-
cal masivos de las porfirinas mds policarboxilicas (uro y hap-
tacarboxilporfirinas) asi como por la patognomdénica presencia

de isocoproporfirinas.

4.- Respecto a las controles, las ratas porfiricas evi-
denciaron un aumento de tamafio y peso del higado. No se apre-

ciaron diferegcias en el peso corporal.

5.- Macroscépicamente tanto el higado como los rifiones
de las series experimentales presentaron una caracterfistica

coloracidn violédcea.

6.- A microscopia 6ptica se visualizaron lesiones a

nivel centrolobulillar, consistentes en una hipertrofia de los
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hepatocitos cuyo contenido hidroeléctrico estd aumentado , pre-

sentando también evidentes signos de metamorfosis grasa.

7.-Mediante microscopia electrdnica se comprobé en las
dreas donde la metamorfosis grasa era mds evidente, la presen-
cia de abundantes liposomas en el citoplasma de 10os hepatoci-
tos , donde también se visualizaron formaciones esferoideas
en las que se producfa la acumulacién de material laminar, dis-
puesto en capas concéntricas, recordando, en ocasiones a los
1lamados "cuerpos de mielina".

No se detectd con nuestra metddica la presencia de in-

clusiones cristaloideas porfirinicas.

8.-Mediante técnica de Perls, se estudiaron los depfsi-
tos de pigmentos férricos, a nivel hepdtico, cuya localizacibn
preferente fue perilobulillar, contrastando con la prioritaria

localizaci6én centrolobulillar de los depbsitos porfirinicos.

9.-Me¢ian£e microscopia de fluorescencia y utilizando
la técnica derllanes, se aprecid que la localizacién, mas fre-
cuente, de iniciaci6n del acimulo de depdsitos porfirinicos
era el drea centrolobulillar. E1 ocasiones, se halld que la ini
ciacion era también y simultdneamente, perilobulillar. Esto

era visible, no solamente en 1os mismos animales, sino también

en las mismas preparaciones.
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Los depositos porfirinicos no se localizaron a nivel
hepdtico de forma homogénea, sino que 1o hacian de forma di-
ferencial, tanto en el aspecto cuantitativo como en el de su
variable disposicién topogrdfica. Es decir, los depésitos por-
firinicos hepdticos eran heterogéneos, tanto en su acumula-

ciébn como en su distribuci6n topogrédfica.

10.- Los rifiones tanto a microscopia 6ptica como elec-

trénica, no presentaron grandes alteraciones estructurales.

11.- Mediante microscopia de fluorescencia, se detec-
taron los depésitos porfirinicos a nivel de los tidbulos con-
torneados principalmente, y en menor cuantia en los tidbulos
colectores. Los glomérulos renales estaban libres de depdsi-

tos porfirinicos.

12.- Los depbésitos porfirinicos se pudieron observar
distribuidos mediante microscopfa de fluorescencia, de for-

ma universal.en el tejido conectivo.
L4

13.- Nunca se detectd6 fluorescencia a nivel de los cen-
tros y vias nerviosas , 1o cual nos indica que la barrera he-

matoencefdlica era impermeable a los pigmentos porfirinicos.

14.- Tampoco se visualizé fluorescencia a nivel reti-

niano, 1o que indica igualmente, que la barrera hematoretiniana
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era también impermeable a las porfirinas.

15.- Los estudios del material hemdtico de las ra-
tas porfiricas, no presentaron fluorescencia.
16.- E1 método de Llanes permitid detectar desde la se-
gunda semana de intoxicacién la presencia de los depdsitos de
pigmentos porfirinicos, principalmente 1os ubicados a nivel

hepdtico.
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