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ABSTRACT

Adenosine administratrion to chronically carbon rtetrachloride

(CCcl,) intoxicated rats partially prevented the hepato and

splenomegalies, fnduced by the hepatotoxin. This nucleoside

effect was accompained by a noteworthwv amelioration in the liver

function and decrease by 3almost by half of collagen deposition

promoted by the CClg, as well as a partial block of the CCly4-

induced alterations in the accumulated collagen.

On the other hand, adenosine maintained high 1levels of

collagenase activicy and, perhaps the most important, the

nucleoside preserved the cell energy availabilicy din CCli—treated

rats. All these e¢ffects were observed even in the presence of an

active CCly metabolism, ruling out the possibility that adenosine

is bloecking the CCly, metabolism in the liver cell.

The CCli—treated animals showed a deficient mitochondrial

oxidation for either, sites 1 and 11 substrates when mitochondria

oxygen consumption was stimulated by ADP additiong this fact

elicited 1low respiratory controls and the ADP/O ratio was

affected mainly using site 1 substrates. These alterations were

accompained by a deficient re—-oxidation of cytosol reducing

equivalents and, therefore, by the presence of a reduced REDOX

state in both, cytoplasm and mitochondria. Adenosine prevented

the mitochondrial alterations and maintained normal levels of

glutathione, which were decreased by the CCl, administration.

Adenosine effects seem to contribute that in adenosine-—

treated rats, the recovery of liver fibrosis, assessed by

collagen accumulatction, was more rapid since adenosine



administratcion decreased collagen synthesis and increased

collagenase activicy 4in animals treated with CCl; by 8 weeks

prior adenosine treatment.

In conclusion, adenosine administration in CCli—treated

Tats, partially prevented 1liver fibrosis and allowed a better

recovery of the liver, when fibrosis had been developed
previously. These effects, which might be related to conserve the

mitochondrial function and the energy availability, could led to

a more successful response of the liver cell against the injury

represented by the CCl, administracicn.



RESUMEN

La administracidn de adenosina a ratas intoxicadas

crdnicamente <con tetracloruro de carbono (CCl,) previno parcial-

mente la hepato y esplenomegalias, inducidas por el tdxico.

Este efecto del nucledsido se acompafd de una notable mejoria en

las pruebas de funcionamiento hepitico y en una reduccidn de casi

la mitad de la acumulacién de coligena hepitica promovida por el

CCls, asi como un bloqueo parcinl de las alteraciones que

indujo el CCl, en las caracterfsticas de la coldgena acumulada.

Por otro lado, el nucledsido mantuvo niveles elevados de

actividad colagenolitica v, tal ~vez lo mids Iimportante, la

adenosina mantuve la disponibilidad de energia celular intacta

en animales tratados con la hepatotoxina. Todos estos efectos de

la adenosina se presentaron aiin en presencia de un metabolismo

acrivo del CCl,, descartando la posibilidad de un bloqueo en

el catabolismo del tdxico, mediado por lua adenosina.

Los animales tratados con CCl,; mostraron una oxidacidn
deficiente de sustratos par la mitocondria, tanto en sitio I como
en sitio 11 cuando 1la respiracidn mitocondrial se estimuld con la

adicidn de ADP; esto produjo cocientes respiratorios bajos y 1la

ADP/O se afectd predominantemente con sustratos de sitio 1. Estas

alteraciones se acompanaron de una re—oxidacidn deficiente de

los equivalentes reductores citoplismicos ¥y, por ende, de 1la

presencia de un estado REDOX reducido tanto en citoplasma como en

mitocondria. La administracidn de adenosina bloqued las altera-

ciones mitocondriales casi en su totalidad, asi como wmantuvo

niveles normales de glutatidn, disminuideos por la administracifn




de CClg.

Todos

estos efectos del nucledsido parecen contribuir a que

en animales tratados con adenosina, ia recuperacidn de 1la

fibrosis hepitica, evaluada por la cantidad de col3gena hepdtica

depositada, fuera mds rdpida en funcidn del tiempo; dado que la

adminisctracidn del nucledSsido disminuvd la sintesis de coldgena e

incrementd la actividad de la colagenasa en animales previamente

tratados con CCl, por 8 semanas.

En
tratados
hepitica
proceso
efectos,
intacta
pudieron

mente a

conclusidn, la adminiscracidén de adenosina en animales
con CCly, crénicamente, impidid parcialmente la fibrosis
¥ pPermitid una mayor recuperacidn del higado cuando el
fibrogénico se habia instalado previamente. Estos
que pueden depender de conservar la funcién mitocondrial
¥s» por lo tanto, la disponibilidad de energfa celular,
permitir que 1la c&lula hepitica respondiera mis exitdsa—

la agresidn constitufda por la administracidn del CCl,.




INTRODUCCION

El estudio de los mecanismos de produccidn de hepatopatia
inducida por fArmacos ha cobrade gran importancia en la
actualidad.

Las forwmas de prevencidn y reversidn de las lesiomnes
tempranas o 1los cambios degeneratrivos de cardcter irreversible
del higado, son lineas de estudio que continuan

recibiendo mucho
impulso, dado que desde varios puntos de vista, este campo en 1la
investigacidn biomédica bidsica reviste mucha importancia emn su
aplicabilidad a la clinica.

El uso

de varios firmacos ha constituido un arma en el
estudio de 1la hepatotoxicidad: desde

aquellos que producen
inhibicidn en 1la sintesis de proteinas o incrementan la
produccidn de grasa neutra induciendo entonces un higado

hasta 1los

§raso,
que producen necrosis masiva del Srgano y en funcidn
del tilempo generan un cuadro de fibrosis hepldcica.
Une de los modelos ©is empleados para conseguir unm  cuadro
de degeneracidn hepitica que semeja2a en mayor o menor grado la
cirrosis hepdtica humana, es la administracidn crdnica de tetra-—
cloruro de carbono (CCl.) .

l.a administracidn aguda (dosis dnica)
de

este tdxico conlleva a una serie de cambios wembranales que
culminan con la muerte celular; por otro lado. la intoxicacidn
crdnica

produce una acumulacidn gradual de tejido

fibroso que
distorsiona 1la arquitectura normal de las poblaciones celulares
presentes en higado, comprometiendo la funeidn hepdtica
51 bien

global.
no ha

sido completamente dilucidado el mecanismo por
medio del cual la administracidén de CCl:; rvesulta en una {ibrosis
hepitica en varios wmodelos animales, la posibilidad de una



disminucidn crdnica de energfa celular promovida por las
alteraciones que el t8xico puede causar en organelos como 1la
mitocondria, pudiera desempedar

un papel muy importante en

la
fisio—-patologfa de la fibrosis hepitica {(vide infra).

La administracidn de adenosina en ratas macho in vivo como
arma en el estudioc de 1la regulacidn metabSlica hepidtica, ha sido
de wutilidad en la investigacidn de la hepatotoxicidad inducida
por varios

firmacos. Su empleo permite prevenir, Tevertir o
retardar cuadros de lesidn hepitica tempranos inducidos por
algunos hepatotdxicos, entre los cuales se incluye el CClg.
Entre los efectos del nucledsido sobre los mecanismes de
produccién de la hepatotoxicidad aguda, podemos mencionar

un
incremento de m=is del 40% en la poza hepdrica del ATP, hallazgo
importante, dado que algunos hepatotdxicos disminuyen la

disponibilidad celular de energfa quimica.

El1 empleo de adenosina
en la

administracidn aguda de CCl,. ha revelado acclones del
nucledsido capaces de modificar el cuadro de intoxicacidn
inducido por este tdxico. Estos aspectos se revisaridn en esta
introduccidn y constituyen los antecedentes directos del presente

trabajo.

De acuerdo con estas consideraciones, esta introduccidn
puede dividirse en tres secciones:

1) El1 higado normal ¥ los cambios

desarrollo de la fibrosis hepdtica.
2)

que ocurren durante el

Mecanismos por medios de los cuales el CCl, ejerce su accidn
téxica.

3) Efectos metabdlicos hepdticos producidos por la administracidn

de adenosina, sus implicaciones en la intoxicacidn crdnica con

~



el CClg.

1) EL HIGADO NORMAL Y LOS CAMBIOS QUE OCURREN DURANTE EL
DESARROLLO DE LA FIBROSIS HEPATICA.

En el tejido hepitico normal existen varios tipos celulares
los que en conjunto le confieren sus caracterIsticas (hepatocitos,
c&lulas de Kupfer, <células endoteliales y epiteliales, asi como
c&lulas de 1lto o "Fat storing cells”). De estos tipos celulares,
los Thepatocitos constituyen un 70% de la poblacidn celular vy
aproximadamente un 80% del volumen total del Srgano (1).

El Testo del tejido estd constituido por 1la

matriz
celular vy

extra-
los espacios que conectan diferentes porciones del
higado entre si o con el resto del organismo (espacios
vasculares, linfiticos, biliares y de Disse).
El1 principal componente de la matriz extracelular estd
constituido por la coldgena, que en la ratn es aproximadamente de

1 mg/g tejido Esta colidgena a su

fresco. vez, corresponde a
diversos tipos genléticos que en higados normales se han identifi~
cado como tipos I, II1, IV, V, y wis recientemente s¢ ha descrito
un tipo VI cuya funcidn ¢s afin desconocida (2). Sin embargo,
aproximadamente el 45X de las coldgenas uxistentes corresponden a
la del tipo 1 y el otro 434 a la variedad de tipo 111, siendo el
OtY¥o mayor componente el tipo de coldgena V (3).

Otros componentes de la matriz extracelular (no colagenosos)
comprenden la fibronectina (4), la laminina (2) y una variedad de
proteoaminoglicanos (5)3; la fibronectina es una glucoproteina de

superficie que involucra la adhesidn de las c&lulas a 1la

matriz



extracelular (6). Entre los componentes de los glucosamino-—
glicanos, tenemos al Hecido hialurdnico y al heparian sulfato. Este
dltimo componente es uno de los mwids importantes en la wmembrana
celular, pues constituye parte de una glucoproteina con una
regidn hidrofdbica que le permite insertarse en la bicapa de
fosfolipidos (7)

Cada wuno de estos componentes de la matriz extracelular
guarda una distribucidn especifica que permite wmantener una
relacidn constante en el nimero ¥ tipo de células que constituyve

el tejido hepicico (8).

CAMBIOS HEPATICOS DURANTE LA GENERACION DE LA FIBROSIS.

La fibrosis hepitica no es un proceso uniforme y miAs bilen se
caracteriza por su heterogeneidad, tanto a nivel molecular como
por sus cambios histoldgicos. Sin embargo, se puede considerar
que la fibrosis (cirrosis) hepdrica comprende varios eventos (9)3
es un proceso que involucra pricticamente twdo el higado, pero no
necesariasente a nivel de¢ cada lSbulo hepdcico; se asocia a

necrosis celular en algin momento de la enfermedad

se acompafia
de nddulos de regeneracidn del parénguima, los cuales son
generalmente rodeados por bandas de tejido conectivo que se
extienden de los espacios portales hacia las venas centrales.

A nivel molecular e¢n el higado cirrdtico e independience—
mente de su etiologla, la fibrogénesis resulta en un aumento de
varias <veces en la cantidad de coldgena (10); este incremento
comprende los diferentes tipos de colipgenas ¥y ocurre en  una
forma aparentemente coordinada. A pesar de que el incremento en

coligena es indispensable para que ocurra la fibrosis Thepdcica,

i
i



noe es la Unica alteracidn que tiene lugar en el higado.

Las
proteinas no colagénicas que forman parte de la matriz extra-
celular pueden actuar como moduladores de la funcidn celular
. Durante la fibrogénesis, la fibronectina se acumula

Precediendo al incremento de otras proteiInas de la matriz extra-—

celular, tal vez modulando la composicidn y calidad del resto de

dicha marriz (2).

Es interesante mencionar Ggue durante la regeneracidn

hepdtica, la fibronectira no cambia en cantidad (12) y no se

desarrolla fibrosis a pesar del aumento en la produceidn de

colidgena (3). Ademds, se ha sugerido que las proteinas no

colagénicas de la matriz extracelular pudieran ser claves

durante 1la fibrogénesis, ya sea uniéndose a 1la coldgena o

evitande asi su degradacidn, o actuando como agentes quimiotixi-—

cos para cé&lulas inflamatorias (13).

Frecuentemente la fibrogénesis se asocia con necrosis

hepatocelular e inflamacidn. Dado que algunas monocinas v

linfocinas estimulan la proliferacidn celular y la produccidn de

coldgena 4in vitro (14), &ste podrfa ser uno de los mecanismos por

medio de los cuales los procesos itnflamactorios inducen una

acumulacidn de coliigena hepitica.

La cantidad de coldgena en un tejido estd determinada por

un balance entre los procesos de sintesis y degradacién (15).

Existen varios niveles moleculares en los cuales la sintesis de

coldgena puede ser regulada, incluyendo la transcripcién de los

genes que codifican para la procoligena, la estabilidad de 1los

correspondientes RNA mensajeros, la eficiencia en la traduccidn

de las procoliigenas y sus modificaciones post—traduccionales que

i




modifican a la procoligena hasta su forma nativa final, esto es,
1a molécula de coldgena.

Se sabe que los niveles de RNA mensajeros para procolidgena
se elevan en tratamientos crdnicos con etanol (16) © con 1la
administracidn de CClyg (17). Debido a que estos camblos preceden
u ocurren paralelamente al aumento de coligena en el tejido, se
ha sugerido una relacidn directa entre la transcripcidn de 1los
genes para las procolidgenas ¥ la patogénesis de la fibrosis
hepdtica. En este contexto, se ha descubierto recientemente Jue
el gene de la procoldgena tipo 1 posee dos sitios de regulacidn
transcripcional, los cuales son susceptibles de interaccionar
con factores activadores, que son proteinas capaces de unirse al
DNA en 1la vecindad de los sitios de regulacidn 18). Se han

descrito al menos tres factores que probablerente incrementan la
transcripcidn de PRNA mensajeros para procoligena. Uno es un
factor Yiibrogénico” aisiado de higado de

Tata sujero a la
induccidn de fibrosis (19).

El aceraldehido, primer metabolito en
la oxidacidén del etanol, es capaz de estimular la transcripcidn
del gene en fibroblastos humanos, siendo este metabolito directa-—
mente fibrogénico en la cirrosis alcohdlica, ain en ausencia de
un PpProcesc 1inflamatorio (20-22). El Gltimo factor reportado
corresponde al factor de crecimiento (transforming srowth

factor
» TGF-p),

que induce {ibrogé€nesis tisular en animales de experi-—

mentacién (23) » puede desempefilar un papel importante en la

fibrosis hepidtica (24).

Despu@s de la tramscripcidén y traduccidn, las procoldgenas
sufren modificaciones post—-traduccionales (25); sin embargo, se

acepta que las enzimas que llevan a cabo estas modificaciones no

e e



son pasos limitantes para la sintesis de coligena. Por lo tanto
no se han descrito mecanismos que lleven a cabo una regulacidn
post—traduccional ¥ que permitan un incremento de coligena y
favorezcan la fibrosis hepdtica.

Por otra parte, se ha estudiado la participacidn de la
colagenasa en el desarrollo d¢ la fibrosis Thepitica. Existcen
pruebas de que 1la degradacidn completa de colidgena se puede
obtener in viveo (26) y que &sta se lleva a cabo emn tres pasos
enzimiticos: primero la despclimerizacidn de la mol&cula se lleva
a cabo por enzimas probablemente relacionadas con la elastasa; el
segundo paso es el del rompimiento del arreglce helicoidal de cada
mol&cula de coligena con la formacidn de dos o mis fragmentos.
Dicha aceidn es llevada a cabo por colagenasas especificas, que
al desnaturalizar a la coldgena facilitan el tercer paso, que es
su degradacidn a pequenos fragmentos realizade por proteasas
inespecificas.

Las colagenasas son entonces definidas como una familia de
enzimas de localizacidn principalmente extracelular, capaces de
romper €l arreglo helicoidal de la coligena nativa bajo condicio-—
nes fisioldgicas de pH, temperatura y fuerza idnica (27).

La degradacidn de procolidgena puede ocurrir antes o después
de que la molé&cula es secretada desde la célula a 1la matriz
extracelular. De hecho, parte de la coligena recien sintetizada
puede ser degradada intracelularmente (aproximadamente un 15%)

in vivo (28) v en teorfa, la interrupcidn de este proceso darfa
un incremento neto de un 157 en ¢l depSsito de la coligena extra-—

celular. Andlogamente, una falla en la degradacidn extracelular

de esta molécula traeria como consecuencia un incremento neto en




la cantidad de colégena. Sin embargo, estudios realizados
in wvitro han demostrado que en los animales tratados con CCl, la
actividad colagenolltica es normal o estd ligeramente aumentada
(29); en la esquistosowmlasis murina, la actividad colagenolitica
se incrementa en forma paralela al aumento en la sintesis de
colidgena y disminuye después de la octava semana de post—
infeccidn (30). Esta actividad colagenolitica puede incrementarse
cuando los animales reciben un tratamiento con concanavalina A, ¥y
también se ha establecido que en animales que reciben etanol en
forma crdnica su actividad colagenolitica aumenta en los estados
iniciales de la enfermedad ¥ disminuye cuando la cirrosis hepd-
tica se encuentra completamente establecida (31). Estos datos
concuerdan con lo reportado, de que en e¢stadios avanzados de
fibrosis hepitica inducida por el CCl,, la colagenasa no es
detectable con anticuerpos, lo que ha sido interpretado como una
disminucidn en la produccidn de esta enzima (32). Por lo tanto.
la actividad colagunolitica es el resulrtado de un complejo
balance entre inhibidores » activadores. S¢ sabe que el TGF-fdes
capaz de bloquear la inducecidn de colagenasa por otros factores
de crecimiento 1in vitro (33) ¥ que este efecto podria contribuir
a un incremento neto en la produccidn de colidgena.

Otro mecanismo involucrade en la produccidn de fibrosis
hepdtica puede radicar en un incremento en las c&lulas producto—
ras de coldgena. Factores tales como el TGF-(3y el factor de
crecimiento plaquetario pueden estimular la produccidn de fibro-—
blastos (34) ¥ tal vez puedan tener las mismas acciones a nivel
de las células hepiticas como lipocitos y mioflibroblastos.

AsI mismo. la respuesta inflamatoria que puede ser inducida
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por leucotriemos (35), puede estimular la producecidn de otros
factores estimulantes de la proliferacidn de fibroblastos, tales
como la interleuvcina 1 y el factor de necrosis tumoral provenien-—
tes de monocitos activados (36). De tal manera, y debido princi~
palmente a la complejidad de las interacciones que escos factores
poseen,

resulta diffeil el predecir cuales son los efectos netos
de

estas citocinas sobre la produccidn de protelnas
conectivo.

del tejido
2) MECANISMOS POR MEDIO DE LOS CUALES EL CCl, EJERCE SU ACCION
TOXICA.

El €Cl, ha sido usado ampliameante como modelo de toxicidad
hepitica. Después de su administracidn, el CCl, se concentra en
el tnigado alcanzando un nivel mi3ximo & los 90 minutos en el
tejido y decavendo lentamente después de alcanzar este pico de
concentracidn (37). El tigado :s @l principal blanco en Ssu
toxicidad, a pesar de que tamibin se producen alteraciones de los
tidbulos proximales en el riadn y alteracione focales en el
pulmdn. Con la dosis estandard que se emplea
muere aproximadamente

€2.5 ml/Kg de peso)
una

la

tercera parte duv poblacidén de
heparocitos, evento que ocurre en las primeras 24 horas de su
adwministracidn. A las 72 horas del

tratamiento, se puede
observar una compensacidn regeneraroria de hepatocitos (38); y a
las 96 horas,

solo se pueden detecear escasas mitosis y el teiido
Tetorna a su aspecto normal.

Estudios previos han mostrado dque

del CClg, existe

despufs del metabsolismo
una réipida desaparicidn de la
citocrome P~450.

actividad del
Lo anterior suplrid que el metabolismo del CCly



es llevado a cabo en el retfculo endoplismico por la accidn de un

sistema de oxidasas de funcidn mixta (39). Esta sugerencia fue
apoyada por el hecho

bien conocido de que existe sinergismo entre
el efecto del etanol y la toxicidad del CCl, (40,41).

Trabajos recientes han demostrado gue la lipoperoxidacidnm

inducida por el CCl, depende de una forma de citocromo P-450

(P-
450

illa) que es una forma de citocromo inducible por el consumo

de aleohol (42). Sin e=mbargo, el catabolismo del CCl; destruye
varias formas del citocromo P-450, 1lo cual ocurre en todo el
18bulo hepdtico;

esto de hecho no significa que la desaparicidn

del citocromo P-450 se asocia con células destinadas a morir par
l1a aceidn del tdxico (43), sino gque m3s bien en regionmes donde
se encuentre determinado tipo de citocromo P-450, la accidn del
CCl, puede ser mas tdxica, especlalmente si se suma a otras
situaciones tales como una baja en la oxipenacién de esa porcidn
tisular. De tal wmanera, que existen una serie de factores que
facilitan que la principal accidn tdxica del CCl,; tenga como
blanco 1la Tegldn centrolobular hepdtica. Especlalmente esta
regldn comprende wuna gran concentracidn de citocromo P—-450
inducible por aleohel, baijos niveles de glutatidn reducido vy
bajas tensiones de oxIgeno (44,45),

1c que la predispone a ser el
sitio inicial del dafio por administracidn de CCly.

Otro aspecto imporctante, es la naturaleza de los productos
formados a parcir del catabolismo del CCly. El CCl;, puede ser
metabolizado en primera instancia hacia radicales como el
tricloromeril o el peroxitriclorometil (46,47), los cuales pueden
atacar dobles ligaduras como las de los dcidos grasos y producir

un dafio en la moldcula durante el proceso de la lipoperoxidacidn.

12



La 1lipoperoxidacidn ocurre en los primeros minutos posteriores a

la intoxicacidn, siendo entre los fosfolipidos, la fosfacidil—
serina, la mis afectada por este proceso (48). La destruccidn de

dcidos grasos tambidén muestra cilerta selectividad a la accidn del

téxico; primeramente el 22inol€nico y el oleico son afectados,
destruyéndose posteriormente el araquiddnico (49). ©Otra altera-—

cion temprana que ocurre con el tetracloruro de carbono invelucra

las uniones intercelulares 'laxas’.

En un principio, el tdxico parece disminuir este tipo de
uniones, sin que ocurran cambios en las uniones intercelulares
firmes, y de hecho se ha demostrado que posteriormente el CCl, es

capaz de estimular la proliferacidn de uniones mas fuertes entre
c&lulas (50). En  otras palabras, este doble efecto del CC1l,

promueve que la comunicacidn intercelular se distorsione, 1o que
aisla 1in _situ poblaciones de hepatocitos sanos de sus vecinos en

proceso de necrosis.

En lo que se refierc a la sintesis de proteinas, desde hace
tiempo se sabe que la despranulacidn del sistema del retiIculo
endoplismico se acompafia de una disminucidn en la sintesis de
proteinas. A estas observaciones bisicas se le ha afiadido el
descubrimiento de que en ribosomas provenientes de animales
sometidos a tratamiento con CCl, muestran una gran capacidad
{(mayor que en ribosomas de animales controles) para unir el TRNA
de fenilalanina y un poli(U) sintético, lo que demuestra que
existen uniones anormales tanto para los mRNas asi como para los
de transferencia, lo

cual puede traducirse en un deficiente

control de la sIntesis de proteinas (531).

Estudios recientes han demostrado que la siIntesis protéica
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deficiente coincide con un defecto substancial en la metilacién
del RNA ribosomal (51). El defecto en metilacidn fue especifico
para la posicifn 2'-O-ribosa. Si estos ribosomas provenientes de

- animales tratados con CCl, son remetilados in vitro, se restaura
1$'£unc16n. lo que ha hecho suponer que el defecto en wetilacidn
se debe a la estimulacidn de desmetilasas, las cuales son induci-
das por el incremento en el calcio citopldsmico consecuencia de
la administracidn de CCl,.

El CCl; es capaz de alterar la homeostasis del calcio
citoplidsmico a través de alteraciones en 10s tres mecanismos que
mantienen la concentracidn citoplidsmica de calcio en alrededor de
0.2 +M. El bombeo de calcio a través de la membrana plasmitica se
altera por la administracidn de CClg, vya que el tdxico cambia la
permeabilidad de esta membrana al modificar su composicidn (52);
asi en el citoplasma ocurre una acumulacidn de calcio coincidien—
do con el pico de concentracidn del CCl, en la c&lula (37). La
actividad de una ATPasa para calcio se inhibe reversiblemente por

el CCl, (53). El segundo mecanismo corresponde a la mitocondria,
en presencia de CCl, existen pérdidas de calcio por parte de 1la
mitocondrta, contribuyvendo aslI a su incremento en citoplasma
{54). Finalmente, se¢ ha demostrado que el sistema de secuestro de
de calcio que lleva a cabo una ATPasa calcio—dependiente del
retfculo endopldsmico, se altera en gran medida en presencia de
CCl,. Todas estas situaciones dan como resultado un incremento en
calcio citoplismico, que con todas las alteraciones metabdlicas
que acarrea, puede constituir un mecanismo muy importante en 1la
toxicidad del CCl, (55,56).

Los efectos del CCly, sobre la funcidn mitocondrial han sido

14



un tSpico de estudio reciente. Jikko et al. demostraron una
disminucidn de la carga emnergética en higados de ratas cirrdticas
después del trratamiento con CCl,. efecto debide principalmente a
una disminucidn en la concentracidn de ATP; estos efectos se
acompafiaron de una menor cantidad de citocromo oxidasa en
mitocondrias aisladas de los mismos animales (57). Recientemente
se ha demostrado que en mitocondrias de animales cirrdticos,
tratades con fenobarbital s CCl,, el consumo de oxigeno y algunas
actividades enzimiticas se encuentran disminuidasg. A  pesar de
que estas mitocondrias responden en la misma magnitud que las
controles a inhibidores tales como el atractildsido, dinitrofenocl
y oligomicina, el consumo de oxIgeno con sustratos de sitio I,
fue menor en mitocondrias de los animales cirrdticos que en sus
respectivos controles (58). Por otro lado. las mitocondrias de
animales cirrdticos son mas sensibles a efectos de hipoxia, de
tal manera que sus mitocondrias no se recuperan después de ser
sometidas a breves perfodos de hipoxia (59).
Otros efectos crdnicos del CCl, se comentan en el manuscrito

incluido en esta tesis.

3) EFECTOS METABOLICOS HEPATICOS PRODUCIDOS POR LA ADMINISTRACION

DE ADENOSINA.

La administracidn de adenosina (200 mg/Kg) a animales en
ayuno produce modificaciones metabdlicas que mimetizan el parrdn
metabdlico de wun animal alimentado ad 1libitum. El nucledsido
induce incremento en la poza de ATP y en la carga energética

in  vivo (60). No obstante que el mecanismo involucrado en este
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efecto de 1a adenosina no ha sido completamente dilucidado, el
aumento en el ATP puede determinar el comportamiento metabdlico

del animal tratados con adenosina. Otro efecto es ¢l aumento en

la actividad glucogénica. El nucledsido estimula en trece veces

la incorporacidn de !“C-glucosa a glucdgeno (61), lo que

se relaciona con un aumenro en ocho veces de la actividad de

la glucdgeno sintetasa (62). La incorporacidén de L%C-lactato

a glucosa tambidn se incrementa despufs de la administracidm de

adenosina, sugiriendo un aumento e¢n la actividad gluconeogénica

(63). También se ha demostrado un efecto antilipolitico del

nucledsido (64) que junto con su accidn sobre la actividad de 1la

acil CoA sintetasa modifica la disponibilidad del acil Coa
derivados en el tejido hepdtico (65).

Dos efectos mas, un aumento en la lipogénesis del tejido

adiposo (61) » una disminucidn en la lipogénesis hepidtica (66),

aunados a los efectos va mencionados, sefalan a 1la adenosina

como un arma Gtil en el estudio de la hepatotoxicidad, ya que en

esta dltima predominan los procesos catab3licos sobre los

bilosintécicos (67).
La administracidn adenosina evita totalmente 1la

produccidn

de higado grase inducido por la cicloheximida (68); en este

modelo el nucledsido impide el incremento en la incorporacidn de

dcidos grasos al higado, inducido por el tdxico, y bloguea 1la

acumulacidn de grasa neutra.

El nuclebsido evita parcialmente la formacién de higado

graso inducido por el etanol (69). manteniendo wuna adecuada

relacién

AD/NADH  citepldsmica, disminuida por el etanol, e

incrementando la desaparicidn del alcohol en la sangre.

16
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Adem3s la adenosina es capaz de modificar

el wmetabolismo
mitocondrial. El nucledsido estimula la reoxidacidén de equivalen—
tes reductores c¢itopliAsmicos por medio de la actividad de la
lanzadera del mwmalato—aspartato, en animales tratados con
alcohol, wmanteniendo

asi un estado mis

oxidado en citoplasma

e
inecremencande 1la

oxidacidn de etanol por hepatocitos (70).

ANTECEDENTES DIRECTOS. IMPLICACIONES EN LA INTOXICACLON CRONICA
CON CClg.

La administracid3n de adenosina retavrda 1la aparicidn de
h¥gado graso y necrosis celular inducidas por la administracidn
aguda de CCly;. Esta accidn del nucledsido ocurre sin afectar 1la
iphibicidn en la sfntesis de proteinas y la liberacidn de trigli-
céridos hepidticos gque induce el t&xico.

El nucledsido produjo un
efecto antilipolftico y también redujo la incorporacidn de
palmitato radicactivo a triglicéridos hepiticos; otro de 1los
prinecipales efecros de la adenosina en este modelo experimental
fue

la diswinucidn en los niveles de cuerpos

cetdnicos. Final-
mente, se encontrd

un efecto de anti-lipoperoxidacidn que se
acompafid de wun retardo en la liberacidn de enzimas

(7L).

de escape

Este retardo en la acecidn del CCl, promovide por la
adenosina, sugiere que el higado en presencia de adenosina,
produce una respuesta celular diferente a 1la accidn de 1la
hepatotoxina,

1o cual puede promover una recuperacidn mas exicosa
de la célula al cesar la accidn del tdxico.

Estos antecedentes

fueron los que llevaron a explorar la



posible accifn protectora de la adenosina sobre el dafio

hepiacico
crdnico producido por el tratamiento continuo con CClg.
COMENTARIO GENERAL Al MANUSCRITO.

La administracidn de adenosina a ratas intoxicadas crénica-

mente con CCl,, evira la hepatomegalia y esplenomegalia inducidas
por el t&xico, efecto probablemente relacionado a wun  bloqueo
parcial o mejoramiento de la hiperrension portal. que se puede

presentar en estos animales (Tabla 1).

Este efecto de la adenosina sobre ¢l incremento en el tamafio

del higado se

una importante correccidn en 1las
pruebas de funcionamiento hepitico (Tabla 2), reduccidn de la
cantidad de coldgena por gramce de higado (Figura 1) ¥y blogueo

parcial de las alteraciones que induce el CCly, en las caracteris-

ticas de la coldgena acumulada.

El nucledsido mantuve niveles altos de actividad colagenoli-

tica (Tabla 3) wmecanismo que puede ser uno de los principales
para reducir la fibrogénesis inducida por el tdxico, ¥y tal vez lo
mds importante, la adenosina mantuvo la disponibilidad de energfa

celular intacta en animales tratados con CCl, (Tabla 4).
A pesar de gque se desconoce sl existe una relacidn directa
entre el metabolismo enerpgético hepidtico ¥ el desarrollo de
fibrosis hepdtica, el hallazpo de que la administracién conjunta
de adenosina a animales tratados crénicamente con CCl, mantiene
una adecuada disponibilidad de energfa celular y reduce el grado
de fibrosis tisular, nos llevd a explorar ¢l metabolismo mitocon-—
drial y el estado de Sxido-reduccidn de la célula hepidtica en



nuestro modelo experimental y evaluar si los efectos que produce
ia adenosina, evitando parcialmente 1la fibrosis hepdtica v
mejorando la funcidn del tejido, pudieran extenderse a lograr una
reversidn del proceso fibrético, cuando la adenosina es adminis-
trada después de que el cuadro fibrStico se ha desarrollado
previamente por el tratamiento con CCl,. Estos estudios consti-
tuyen la segunda parte de la presente tesis.
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ABSTRACT

Adenosine administration was TesTed in the carbon Tetrachloride induced
hepatic fibrosis. The nuclecside was capable of partiallv preventing the
enlargement of liver ana sSpleen size. 1induced Dy The toxin. This amelioration

of the hepa 1y was nied tv a recuction by half of the liver

collagen cdeposition ana Preservation of content of glvcoaminoglvcans. A

stimulated hepatic collagenase activity sSeems to be tThe mechanism for

reducticn of collagen accumulation: these effects wer=s assccilated with a
striking improvement of the liver functiens. Adenosine <treatment qid not
mOdiry the late hepatotoxic errest of the carbon tetrachleride: however. the
stimulatcery e:fect of the nuclecside ©N anergv State. apReares to counteract
the drastic decreases in adenine nucleotidaes, ATP. ATP/ADP ratic ana energy
charge elicited v the hepatotoxin. Morecver, a possible role ot ennanced

hepatic oxwvgenation cue To the vasodilator properties of azZencsine on  1ts
beneficial acrTicon cannot be ruled cut. kegaraless ot the mecnanism, adenosine
aeems to change the cellular respénse to Tthne injurv induced by the

hepatotoxin.



In liver Injury.

cellular energv decreases due to a drop in  cell ATP
content (1-3): moreover liver daxage induced bv a varietvy of toxins [4~71.
including alcohol te.9y . 15 associated With changes in cell energy state,
which are believed To contribute To celluiar death, Spmcificallv. 1t has Deen
suggested that & decrease in energy charss mav  be responsible for the
decreased erum albumin level found in

cCla

Tne cirrhetic ratr 15). Indesd. cnronic
administration ©roduces heratic zitochondrial avstuncaticon. wnhien is
unable TO mAINTALA BN 4IEIUGTE energv avsllanpilizv

©On the other nand.
acute

(7.,10.13>.
e 2:nas:

has
intoxicaticen with 2Thancl

=an Ttested as an hepatoprotectoer
also Ggelave fat

after
£1T). ©F evclconeximide 113):
agrumuiation hepatic

The nuclecside
ane the earlv lipopercxidation

elicitea

sizo .

oV CCla  ti4.

3 « nave sShown That adencsine
administration prodused an ennhancement Tic energv charge 1in 2ivo
t15) . This findireg was ~~nfirmes

igsola<ed hepatocvtes

(1% ana
17y
This study was undercaven

produced

mtigata 1f a liver injury., sush as ther
sdministraticn. could be affected oV

by prolcrnged CCla

concomitant
adenosine administration. Our experaimental approach was to evaluata the effect
of the nucleoczide on alterations o7 the hecatic functicen. changes in
sTructure. and on the metabolism of collasan

and on energv matabolicm.



MATERIAL AND METHODS
Materisls

L-{U-laC)-proline with a specific activity of 275 mCi/mmol was obtainec
from Amersham Radiochemical Center (U.K.); CCl4 was purchased from Merck
Mexico, S.A. (Ma&xico}), all other reagents were from Sigma Chemical Co.. (St.
Louis. MO},

Animal PFrocedure:

The experiments were performed in male Wister rats

i85 - 95 g of initial
body weight) fed with

Chou-diet and water ag libitum. Thew were divided in &

groups . according to the substances 1njected intraperitcneallv 3 tines a Week

for 4 or B weaeks: a) one group received doses ot 0.025 ml of CCla dijluted l:o
in peanut o1l plus a second injecricen of saline; ©) a second grcup received
the peanut oil plus a second injecticn of z3encsine (200 me/ky ©f body weignt)

suspended in saline., PH 7.4: c)} 8 third group recelved the Same doses of CCla

and adenosine, and d! a tourth grour (Conirols) received the only venicles.

namely. peanut oil and saline, Thosa treatrents Were discontinuad ot least Two
davs before the tests. After an cvernight fas%. the animale were anesthetized

by intraperitoneal injection of -0 ME/kg of scaium pentobarkithal., a  liver
lobe uwas freete-clamnpad with liquid nitrogen, and “he rat was doecapitated T

collect the blood from the n

¥. Then. the remainder <of the liver. the sSpleen,
and kidnewvs were Temoved, weigned and us=d for the analv=zic Procelures
described below.

ATt 4 and 8 ueaks of Treatment, collagen biosSvnrthesis was assessed

in 10 rats of each group. adoinistering 15 uLCi ©of L-(U-14C) proline
intraperitoneally in 3 spaced doses ©f S uli each. during tTthe 24 hours

pPreceding the sacrifice.



Ansliytisal Prosadures

Serum albumin was determined by the method aof Gornall et al (181 Total
Bilirubdbin, sccording to Cole and Lathe (19): serum glutamic-pvruvic
wransaninase (SGFT. EC 2.6.1.2), glutamic~oxalacetic transaminase (SGOT. EC

EC 1.4.1.32) activities were

denvdrogenase {S3DH.
alkaline phosdhatase
orniThine csarbamvl

2.6.1.1), and glutamic
ALK . P EC

detersined as previcsusly rewvorted (14):
assay of Bessev et al. (201 and serum

3.1.3.1) v the
213,

(30CT. EC To Beranard’s technigue

Transferase 2.1.23.3) accoraing
Siices of hegatic Tissue wore fivwels in 10%  1ormalin an3 emceadey  in
nistclemical assessrent. rregavaticns  ware  srtraned with

paratfzn ror
hematoxvlin-£osin  ana Mason'sS TrichTome T4INNIAUS TO —CT8in A Denter stainang
of the collagen fiters.

Thanoi snd TRIS-NaTi buffer. pH

Liver zanples uere washed uith absolute

the soluble protein. Collagen WoS extractad with 0.2 ™

7.4, to eliminate
acetrtic acid after limited pepsin digestion and dialvz=eg against 0.02 M NalKPO4
al. =2y, Using this pracedurs. around 85% of the

a8 described by Rolkina &
total collager was sSolubtilizes
24 hours and beth COnTent and radicactivityv of prolane
measured bv the method of Rojkinz anx Gonzalal (231).

was calculased ascuming  tha%

content
100,000 daltons

Collagen
nt 1n a collagen chain of

nydrexwvproline are pre
TOLLuENE SRITHATS OF

Proline contents and radioactiviiv dere measured in
as deScribed BY FIiRind 28 .

HCLO.L surernatants.
exiracred as

Total glveoamincelrcans (GAG) wure reported bv Galambos
Shapira {(26) and measured by elith&r their ccntent of hvaluronic acia bv

Greiling (27

The “direcc

method of or determined bv the Ppresence
Eftirlich reacticn” descrined by Whitshouse

according o

Collapaen was hydrov2ed in & N HCl at 110°C for
anid hvdroxvrroline wuetre

120 residueaes of
(241,  Frea-

Thae &%

ang
the

of sialzc acida.
and

}
i
H
i
i
)
!
;
|
!
i
|
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Zilliken (28).

Collagenase activicv was assaved using liver homogenate as envoe

source
and skin collagen as subsirate in the presence of 10 mM CaCly, PH  7.a. ana
inhibitors of non-specific Proteases as described bV Maruvama et al. (29).
with the onlv difference that the subsIrate Wwas not radioclavelled. Collagen
degradation precducts, sere measured bv their nydroxvproline content. after
sedimentation of undigested collagen. Values of collags=nase activizy are
expressed as ug of collagen Jdegraced per nhour per mg of Pro~ein. The
incubation of the hcomogenate alone in the exparimental assav  conditions
produced non detecrable hvdroxveproline. The Trvopsin and EDTA controls  gave
Q.22

ana 0.47 nmoles of degraded <ollagen /n. .mg protein respectively. Therefore
collagenase activitv was corrected substiracting the value obtained in the
Presence of 10 mM EDTA. iver protein was measured DY The biuret method (18> .
In freeze-clamped samples . ATP was measured zn

—vymaticallwv using the

technique of Lamprecht and Trautschold (30!, ADP and AMP. according ta <the
method of Adar (31). and the inorfanic phosphate was quantified using the
assav (32).

Ames
Hepatic DNA was measur=d bv the diphenvlamine reaction as reported
by Burton (23).
Statimstics

All results were expressed bv thelr mean + the standard error of the mean
(SE). The significance of the difterences anz thelr 1nteractions uere Imsted
by tuwo-wav analvsis of variance (ANOVA) and. in the

case of mignificance. a
Newman Keul's test was also applied (341, Selected results were also analviead
bv 3-uay ANOVA. adding the duraticn of Treatment as a third factor.



RESULTS

After &4 and 8 weeks of adminiszration of either CCla4 or adencsine, rats
had Teached a similar bodv weight as controls. However, the welght of the
liver 1increased in the cCl4-treated rats. becoming 317 heavier than those of
controls at & weeks and 5% at 8 weaks oOf treatment (Table 1). The changes in
the weight ~f the spleen were even more sctrilfing, becoming SET heavier

“han
those of c¢ontrol rats aft=r & weers and 110370, after 8 weeks of CCla
administration (Table 1:. Despite the histological lesion of Tthe kidnev (such
as

inflammaricn and distorsicn of the Flomerula areas). the uWeignt of thie
organ dia not change signficantly. BY 1ts=lf{. 2dencsine produced ro changes 1in
organ Weights. However, 1t decreased tr= CClé-incuced =nlargsnent of the
liver. which became orlv ©7° heavier Than those of group b (given adencsine
cnlv}) after 4 weexke Ot CCl4 acminist

z%icn ana 16%.

after B weeks., Sinilariv,
agencsine diminished the enlargement St the Splesn. wnich became onlv 15% ana
12% heavier than thcose cf contrals after 4 anc 8 weeiks cf CSle adminirtracion.
respectively (Table 1.

The liver of the groups <t rats treated with CCla tTor & weaks Presented
necrosis. inflammation. and devalcopment cof fibrous septa 2videnced in  the
histological evaluation. Thase leZions were ascosiated with serum  changas.
usually reflecring 1liver injurv (Tadble 2A). Except for the levels of serum
albumin. wnich

were no- BilRRifiCANT .

v afiectez artar & weeks oS! UCla
administration. tne level <¢f bilirubin and the acTivirTy Ct The Torum  encvres
increasea sigEnificantly. The concomitant administration of alfnosine decraased
the ragnitude 5t these a3lterations to valuss simllar or eonlv slientlwy niateer
than in controls. AT four weeks <: Treatment. There uwere no signiricanc
cnanges 1in the total DHNA content of tnhne liver (data nct Shownd.
After 8 weeks, a micronodular <irrhosis haa developed. Necrotic ana

)



inflammatory lesions were less prominent. This was associatea With an
elevation of serum enzyme activities and bilirubin ©f a lesser magnitude than
at 4 uUeeks, and the effects of the simultanecus administration of adenosine on
these changes uere more variable

(Table 2ZB). AT this
levels becamne sig

time, serum albumin
ficantly decreased by CCls administration:

these cnanges
Were greatly atienuated by the concomitant administration 2f adenosine.

After
B Weeks of CCla administration. liver DNA also decreased S1gniticantiyv (1.42 s
0.03 mg/g vB 1.75 = 0.06. in conirols: p ¢« 0.0%), an effect also prevented by
adenosine (1.89 = 0.11 me/s).

The peossibility that adenssine is reducing acutelw the chronic ansult.
through blocking the mezabolism ot CCla. was tested. 1n the animals (100 g
body weight) that received a single dose of UCla - Baline or CCl4 - adenosine.
Sarum transam:insse activities were quantified 1T noure after treatrment. After
this time. Loth groups showed 3 €-fQld increase in the activities of SGOT and
SGPT over the conirol Eroup Teceiving pesnut cil: ne difference was observead
in the animals Teceiving CCle alone or those receiving CUlé + adunosine.
Moreover, in an other sez Of experiments With liver nomsrenates. *=CO
production from *=CCls4 uwas not affectea an

VILTO [ 1NIrE3B1Ing aderiosaine
concentrations To ceorrespond o those tound after 1p  vavoe injection
(unpublished da%a) .

Development of : follouing chronic admin:istration

o Cccla, was
associated With Fprogressis aciumulaticon 2t collagen.  1%Ts tancentrataen
doubled at & ueeks and tripled at @ Weeys of treatmmnt (F1g. 1). and the
nucleoside

administaticon again Frevented VY apbocut hnalf the CCle-induced
accumulation of hepatic collagen. Furthermcore, the increase of GAG content,
evaluated bv the ccntent of hvaluronic acid ana

1nduced vy CClas administration
(72 -~ 9 wvs 33 . 2 ug/B liver in controls o < 0.Cc01) . was also partially



Prevented bY adenosine (43 s+ 5 P « L.V1): sSimilar results were ObTainea

regarding the content of sialic acigd in tnese livers.

After « veeks of CCls treatment. 1ncorperation of radioactive proline into

collagen-pound nydroxvyproline was “imes Digner tnan in controls, aesvite the

increase in free proline. whicn cecressed tne specific  activitv  of the

precursor aminoe acic¢ iTable 3A) Tris arparent increase in collagen svnthesis
was even more marked afzer B uceks (Tacle 2Bi: at This Time. free proline
specific scrtivizTv Hwas not affected. SimulTanenus Treatzenst with adenos:ine

tended to pPrevaent the affest of UIl4é in prollne incorpcration into  collagen-

bound hvaro>xvproline. Without reaching ST

TisTicallv significant effect.
In adcdition. aaminisTtration the CCle-trested animais

resulted in enhance2 collagenase . ZentrasTing With a tendsncy for a

diminution in CCla-treated rats

AZeroSine agministration
alone nac no mftect On collagenase acs

cCle aaministrat:on erosucea nepazic aa=snine

nucleotices content ancd energv Far 2f trearment. The

hepatoroxin induce? a drep in the AT

signiricantly

£
ADF. AMP. cor incorran:c phosphate (T . 3 a :zonsequence. ATFP/ADP ratio

was lowered an? the energv chargs Was =@

CCl& administration. the total amdunt Zlestide

decreassd (Table 2B:. Acenosine alone Sas atie 12 moesitfy the

parameters: the ATP conzent. ATP/ADP ra3 ana "he phospnorviatisn rorential
changed significantlv, suggesting the nuclecsia enfances The

availabtilitv ©of energv: the sirmultanecus admipnistration >f adencsins and CCla
counteracted all of the alterations on adenine rfuclectides alicited

hepatctoxin (Table «).

DV the




PISCUSSION

An important point to consider is the fact that the hepatotoxiec aetion of
ccile  is

not disinished by the presence of adencosine After Twelve hcours ot
Treatment. Tthe necrogenic  efrect cof Tthe <Toxin. evaluated GV serun
transaminases. was verv similar in C-l- anz CCl. sacdencsine traated anicals.
The dilatory

“SEine arser asute CCls administraticn.
lastea four

effect of ade

previcuriv
reported 14) hours. tire required for adencsine <TO e
mecapolized. atter this tire the magnilucde CI the LoXiC rEsSPonse ¢ CCla was
of the sace magnitude 1N the pressnse

tne nuclecside [0 I
Furthermore. adenosinc 15 NOt atle o CCla metabolism €to COx in
vitre (unpublished results:. Hcwever. the role o: the effect cf the
nucleoside. delaying tha early lipoperoxizaticr incuszed bv  the
difficulc

Toxin, is
to assess from 1its

The first evidence of

the nucleoside
apparent btV

became
the decreace ot

enlargenants
1) causea by CClé:

{Table

although F2rTal hvpertensicn. Propabply
the nucleoside 18 able T2 The cevelcoment ot
hvpertznasior.

por<al
moct likelv cue o

©f ajdenoSsine On the development oS
the CCla-induced hepatic fitrosis @itner 5T :oar eient
Weeks Of Treatment did NOT changes Eifnilcantiv among the daifrersnt Rroups.
ccntrastang MiTr the TeSui's oI Tther 3uthors (10). pPernaps pecruse ot tne
lcw CCl4 dose used.

The =ffect of adenosine Was alse

assoLratea

to a2 Striking 1
the taiver

o1

tunction that naa o<en detericrated v treae ToMin (Table PN L]

prominent effect of CULls was the liver cell necrosis. Terlected by ennanced
placma activiti=ms of

liver ¢wvtoscl and rmitocheondrial encvme markers as wWell as
hvpertilirubinemis (Takla ). The Placring action of adenosine ugon  this



effect Was clearly shoWwn at four Weeks but not at eight.

suggesting a delav ot
the necrogenic

effect of the toxin in the presence ot the nucleoside.
Moreover, The hepatic function ©f albumin synthesis, evaluated bV the serun
level of

e1ENT veers ot CCla

alvbumzn is decreasec at

Treatment bHut  WasT
Maintained WiThIn Normal rangs 1n Th= Irafenze of The nuslensiages (Tacle 2)  1In
agreament with Tthis SIaTemenT™ 1§ Tns  1acCT  That

azZencsine 2ministraticen
tartially freventea tne early and late

firrcosis ax evaluatia by Tnhne

collsagen
content (Fig. 1. norecver 1t tavoured The @Ralintainance of the
<haracteristics of normal cellagen preventing the increase i1n GAG inauced by
the toxin (26} .

To investigate <the mechanism by which adencsine decreases bv half the
hepatic collagen accumulation Produced bv cnronic  CCla  administraction. we
studied collagen netabolism. Acceoriding to previous iinlings, in  wWnich  an
increase in The size of The liver pool ©f prolines has been associated with  a
high rate of

fibrogenestis (37, experimental animals.,

weeks of CCla

in our

either at « or o
treatpent. there was an increase 1N the liver pool of Proline
accompaniea With an enhance? tollagen svnthesis (Table 33, as evidenced DbV the
elevated raciolabelied proline and hvadrsxypreline found in the Scllagen

from
Their livers. Adenosine attenuated 31l these changss. but it 3id not have
Bignificant effects. Supmesting that the nuclecside did not modifv  the
stimulated rate of collagen sSvnthes:is inlucel BV thne toxin (Table 3). Thus.
the role of collagenase uzTivi<y bacame relevant in the action of adenosine
on hepatic fibrosis: the stinulatery effect of <The nuclecside on  the
diminished collagenase activiIv ©f the CITla-traeated rats pcssiblv produc
prominent reduction o©f collamen

B
accumulstion., aven 15 the presence of
stinulated fibrous bDiosynthesis. However , this Jdoes ™ot aprear To be a direct
stimulatorvy =effect of the nucleonsiaie on this enzvme.

since adenosine dia not



affect collagenase activity bv itself. A more likely explanation is that the
animals treated concomitantlv with CCl« and adenosine wWere at earlisr Stages
of fibrosis development, than those produced after 4 Weeks of CCl4 treatment.

in which an increase in collagenass astivitv was apparent rather <Than the

diminution observed at more advanced stages (29.38,329). The decreaseq fibrosis

may be secondarv Tto a general aimrprovement in the functtion of Ihe hepatocvtes.

l:ver function (Table 1.

as manifestec bV the lecs altered t-=3ts

The role Of the energv Stxte ci =he liver cell 2n liver fifrosis has not
been dilucidated: There 1s a report SugEesiing that a decrease 10 seruld-—
album:in level irn CCi4-msde C1Frnoiic rats could ze due O a AScSreass 1n ernergv
charge (S). Recentiy, 1t has been SnL7Wn That the rate of ATP procuction is
significantlv cecreased in mlitIhon2ria from tetrachloride-incuced <irrhotic
rats (11). In our experiments, e r-und alteraticns <t liver agenine
nucleotides in «~arly and late fi1orosio. cnronic  treaiment
(Table 4. that were <ount saminisctration of adenosine.
is capable to

Nevertheless. the nmesthanisn
increase the h=oaTic energy State 15 Not tully <=lucidatez. this acticn of

adenorine could De relevant 1o The oreventicon or delas ©: <nron:icall SClb-

inducea liver <damage. fndesd. ropoxia pas  resen involved  in ther  acute
hepatotoxicity & CCl4 (aU) and Rvperbaric OXVE=Sn can  Frotect rat  livers
agalnst acute CCLl4 toxieitv (&1 . AZenosine. a voment vasodilator. which s
consigered to be one ©f the Lain rexulators ©: hefatic arterial flow (&,

coull increase haepatic OXYEENRATion AUring €ach adminisSIiraticn 3nd during  the

time 1T takes To be metaboliZed. i1t <could hnhave an aimportant eftect.

particularly 1n centrilobular regiens of the liver. which are normally poorlvy
cxygenatec anl are the main reglins affected »v CCle-induced damage (231, thus

contributing to improve liver cells response T injury.

13



Regardless of the mechanisn involved in the effects of adenosine on liver
cirrnposis, induced by CCl4 in rats. the maintenance of tThe energy parsaneters
of the liver ceil during a chronic insulTt could be relevant To preserve
function and o delay the fibrogenic effect of the
of

liver
Toxin. Whether larger dosmes
the nuclecside or a different schedule {1 adminhlisSITation may result in a
more complete prevention Or revertion of incduced

liver Cirrnosis remains To oe
determined.
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TABLE 1. Effects of CCl4 and adenosine on body and

organ

weights.

;_ SALINE ADERNOSINE CCla CCla

: -

: ADENOSINE
A. FOUR WEEKS TREATMENT (n=18 per group)
Body weight

<g) 222 » 11 217 = 11 210 + 8 222 = 11

Liver/Body
weight x 100 3.32+0.11 3.5220.113 L., HbH20,18" 3.75+0.16
Spleen/Body
ueight x 100 0.23+0.01 0.25+0.01 0.36+0.02" 0.30=+0.02
Kidney/Body
weight x 100 0.35+0.02 0.34+0.03 0.3620.04 0.35+0.03

B. EIGHT WEEKS TREATMENT (n=18 per group)

Body weight

() 264 + 13 288 + 15 264 » 13 248 » 16
Liver /Bodyv
weight x 100 3.29+0.14 3.4520.16 “.9820.23* 4.03+0.15" . ==
Spleen/Body
weight x 100 0.2620.02 0.26+0.02 0.54+0.05* 0.28+0.02"*
Kidney/Boay
weight x 100 0.3620.03 0.33.0,02 0.37+0.03 0.342+0.03

The statistical significance ©of the differences was tested bV tuo-

wav analysis 2f variance (ANOVA) * p ¢« 0.01 vs controls., ** p <

0.01 vs CCl4 + saline.



TABLE 2. Effects  of

cellular injury.

©Cl4 and adencsine on

SALINE

A

Albumin (g/al)d

3:0
Bilirubin{mg/dl) 0.6
SGPT (UsL) 4“6
SGOT (U/L) 195
SOCT (UrL) 166
SGDH (U/L) 0.2
Alk.Ph. (U/L) &1

8. EIGHT WEEKS TREATMENT

(n=10 per

FOUR WEEKS TREATMENT (n=10 per group)

serum parameters af
ADENOSINE cCl4a cClia
-

ADENOSINE
+ 0.3 2.8 » 0.2 3.2 + 0.1 3.3 » 0.4
+ 0.1 0.6 » O.1 2.9 » 0.5 0.8 + 0.1*"
- 5 a6 = 3 S22 s 83 107 & yas. »
+ 10 196 + 10 626 + 97 298 » 3B8**
. 14 200 = 16 547 2 T6* 250 + 2@%*
. 0.2 0.2 » 0.1 0.8 = 0.2*

0.5 » 0.2
- 2 4z o+ 2 77  + 10+ 53 s &

sroup)

Albumin (g/dl} 3.0 2 0.2 3.0 » 0. 1.2 » 0.2% 2.2 » 0.24*
Bilirubinimg/dl) 0.5 = 0.1 0.6 » -1 2.6 &+ 0.2 1.0 » 0.2*
SGPT (U/L) » S0 s % S2 - & 243 » 37" 200 = 28°
SGOT (U/L) 197 = 10 184 « 10 335 + 4B 336 = 47>
SOCT (U/LY 175 2+ 1S 190 =+ 17 429 &+ 55 318 » 45*
SGDH (U/L) 0.2 & CG.1 0.2 =+ 0.1 0.5 = 0.1* 0.3 = G.1
Alk.Ph. (U/L) “e = 2 “s 2 2 51 » & S0 o+ 7
Two-way ANOVA; *pP ¢« 0.01 Vs controls. b

The effect of of tTreatment

by three-way ANOVA.

P ¢« 0.01 vs CCl4 + saline

duracion was also significant for albumin.
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TABLE 3.

synthesis and collagenase activity,

Effects

of CCla

and

adenosine

on hepatic collagen

AL

SALINE

ADENOSINE

CcCla cCcl4s

-
ADENOSINE

Free PRO
(umols/g liver)

(adpm % 10>/
umol PRO)

Cullagen-bound
Fro (uond=/g)

Collagen btound
Hyp(umols~ -

Collagenase
activity
B. EIGHT WEEKS

Free PRO
(umol/g liver)

{dpm x 10>/
umol PRO)}

Collagen bound
Pro (umol-1/2)

Collagen bound
Hyp (umols/g)

Ceollagenase
activicy

FOUR WEEKS TREATMENT

0.34+0.02

8.2€20.57

1.36+0.14

TREATMENT (n=10

0.34%20.02

7.6020.52

1.5120.17

0.

7.

o.

o.

1.

per

o.

{n=10 per group}l

32+0.02
78+0.50
57+0.05

17+0.02

61+0.16

group)

36+0.02

0.52+0.05% 0.43+0.03~=

6.08:0.47= 6.8720.50
1.2820.13°

0.3520.04"

2.0920.17% =

0.36+0.02**

6.99:0.50

2.45+0.23¢

0.51+0.04*

1.84+0.23%"

Proline

to

and hydroxyproline collagen bound

the specific activity of the precursor

Collagenase activity is expressed as ug of

liver protein.

Two-Wav ANOVA;:

CCl4 + saline group.

P

13
1}

< 0.01

werse calculated accerdins

amino acid in each case.

degradded collagen/h/mz of

Vs controls ** p ¢ 0.01 vs



TABLE 4. Effects of CCl4a and

adenosine on hepatic energy parameters.

_ SALINE ADENOSINE cclea ccla
-

. ADENOSINE
A. FOUR WEEKS TREATMENT (n=10)
ATP(uROl/g w.T.) 3.04+0.08 3.5620.24 2.4620.28% 2.95:0.30%%
ADP 0.8920.02 0.8320.08 0.84:0.06 0.92:0.06
amMp 0.19+0.01 0.2220.03 0.2420.02 ©0.2420.02
[ 28 3.6420.12 3.50.0.21 3.16:0.33 3.59.0.33
Nucleotides 4.12+0.09 4.6320.32 3.5420.35 4.1120.37
ATP/ADP

3.44+0.09 4.50+0.41* 2.8820.13" 3.17:0.10=*
Energy Charge

0.8520.01 0.8620.01 0.8120.01° ©.8320.01=*
Phosphorylation

pPotential 1588266 2211+238 16242125 16942126
B. EIGHT WEEKS TREATMENT (n=10)
ATP(umol/g w.t.) 2.92+0.05 3.43+0.27 2.32:20.18=% 2.8620.13"*
ADP 0.86+0.02 0.84+0.0¢& 0.8920.06 0.7620.07
AMP 0.20+0.01 .2320.01 ©.21:20.02 0.24+0.02
PL 3.56+0.07 3.32+0.18 3.02+0.27 3.7020.16
Nucleotides 3.99+0.07 4.49+40.33 3.42+0.2a" 3.86+0.20""
ATP/ADP

3.40+0.08 4.3040. 42" Z.61+40.13* 3.92+0.221%*
Energy Charge 0.84+0.01 0.86+0.01"* 0.81+0.01" 0.84+0.01*"
Phosphorvlation

potential 1606262 2183+203" 1529+121 1786+117

Tuwo-way ANOVA: * p ¢ 0.01 vs controls. ** p ¢

0.01 vs CCla « saline,
Energy Charge = ATP 1/2 ADP / ATP + ADP + AMP: Pnosphorvlation
potential = ATP / ADP x Pi.



Eirure legend

Figure 1. Effeccs of CCl. angd Adencsine on Hepatic Fibrogenesis.

The levels of liver collagen for the saline [_] . adenosine BE3 . <¢cia £
anpa CCcls - adenosine groups ol . are expressed as nean s S.E. M. for 10

anisals per Rroup. THOo~wAY ANOVA = *@ 0.01 vs.

+ saline.

contrals, ** p

0.01 vs CCla
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METODOS.

TIratamiento de_ animales.

Para los experimentos con mictocondrias
aisladas, se integraron cuatro grupos experimentales semejantes a

los descritos en el manuscrito. Estos animales recibieron el CCly
¥ la adenosina, simultdneamente a las dosis ya sefialadas, por un
perfodo de B semanas.

Los experimentos de reversidn consistieron en que, después
de finalizar el traramiento con CCly, por 8 scemanas, la mitad de

los animales fueron tratados con solucidn salina y la otra mitad
con adenosina a las dosis previamente sefaladas, en la forma de
una inyeccidn cada tercer diIa por un perlfodo de 20 dfas (@Y}
dogis) o por 40 dias (20 dosis). Dos dias después de la dGltima
inyeccidn, los animales fueron sacrificados.

Preparacidn de mitocondrias.

Las mitocondrias fueron preparadas

esencialmente de acuerdo a lo reportado por Schneider y Hogeboon
(72) y 1la proteina mitocondrial se midid por medio de 1la
reaccidn del biuret (73). Las mitocondrias fueron resuspendidas
en un medio conteniendo sacarosa 0.25 M, TRIS-HC1l 10 mM ¥y EDTA
1 mM, pH 7.4

Las determinaciones del consumo de oxIgeno se llevaron a
cabe de acuerdo a Estabrook (74), usando malato I mM y glutamato
10 mr como substratos de sitio I, asf como succinato 10 mM como
substrato de sitio II. El estado 111 mitocondrial (+ ADP) se

inicid con la adiciSn de ADP a una concentracidn final de 266 u«M.

Reconstitucidn de la lanzadera del malato-aspartato.

La activi-
dad de esta lanzadera se midid esencialmente de acuerdo al



método de Cederbaum et al. (75) con las modificaciones implemen-—

tadas por Tobin et al. (76). Las mitocondrias se incubaron emn un

medio basal en 1la presencia de NADH 5 mM y ADP 5 mM y 1la
actividad endSgena de este ciclo fue monitoreada por la aparicidn
de NAD en el medio después de incubar la preparacidn por 20 min a
379C antes de 1la adici8n de HClO,4 (concentracidn final, 6X).

Conociendo 1la actividad enddgena de la lanzadera, los

experimentos de reconstitucidn se llevaron a cabo manteniendo 1la

formacién mitocondrial de 2-oxoglutarato como el paso limirante

de la vfa. Las adiciones fueron aspartate 2 mM,

slutamato 5 mM,

malate 1 mM. 25 unidades de malato-deshidrogenasa ¥ 2 unidades de

transaminasa glutimico—-oxalacética. Las mezclas fueron incubadas

por 20 min. a 379C, desproteinizadas por la adicidn de HC1O4 (62)
y el ©NAD determinado por la reaccidn de la deshidrogenasa
alcoh8lica (77).

Potencial eldctrico (AY) v ApH en mitocondrias aisladas. El

potencial el&ctrico de las membranas mitocondriales se determind

por medio del uso de la safranina de acuerdo con la técnica de

Akerman (78).

E1 pH a través de la membrana interna mitocondrial se

caleculd por la siguiente ecuacidn donde A pH = log [glutamatolm/

[glutamatole de acuerdo a lo publicado por Kauppinen et al.

(79), donde m y ¢ se refieren a los espacios mitocondriales

y
citosdlicos respectivamente. El gluramato fue determinado
enzimiticamente (80). Una vez conocidos el Ay vy el O pH de
nuestras Ppreparaciones, el A/~H+ se calculd a partir de la

siguiente ecuacidn:
QpeH+ = D~ 2.3 R T/F x & pH
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REDOX citopldsmico v mitocondrial.

Manteniendo a los animales

bajo anestesia general, se obtuvo un fragmento de higado que se

congeld y homogenizd ripidamente en 6% HClO,4. Las muestras se

centrifugaron a 10,000 r.p.m. por 10 min. ¥y los sobrenadantes se

neutralizaron con 4 M KaCO3. El lactato se midid en estos sobre-—

nadantes de acuerdo al método de Hohorst (81) y el piruvato por

la té&cnica de Bucher et al (82), como marcadores de REDOX

citopl&smico. Como marcadores del REDOX mitocondrial, la pareja

de f3 —hidroxibutirato » acetoacetato fue determinada enzimftica-

mente por los m@todos de Mellamby y Williamson (83) y Williamson

¥ Mellamby (84), respectivamente.

La relacidn citoplidsmica NAD/NADH, se calculd a partir de la

siguiente ecuacidn: NAD/NADH = 1/Keq LDH x [piruvato]/{lactarol,

asumiendo el valor de 1.1 x 107%M para la Keq de la lactato-—

deshidrogenasa (LDH) (853). 1.a relacidn mitocondrial NAD/NADH fue

calculada a parcir de NAD/NADH = 1/Keq [»-HBDH x [acetoacetato]/

{p-hidroxibutirate], asumiendo que 1la Keq para 1la /3 -hidroxi-

butirato-deshidrogenasa (R-HBDH) es de 4.93 x 1072 (85).

Colagena v colagenasa.

Los niveles de coligena hepicicos ¥y 1la
actividad colagenolitica en los animales en fase de rTeversidn, se

determinaron de acuerdo a lo que se describe en el wmanuscrito

anexo.

Sfntesis de coligena in vitro.

Un gramo de rebanadas de higado
fue suspendido en 2 ml de medio Krebs-Ringer,

5 mM,

conteniendo glucosa
y mantenido en oxigenacidn y agitacidn constantes. Después

de un breve periodo de equilibrioc con 1a temperatura (37°9C), se

afiadieron 2 uCi de 14C—U—L—prolina ¥ la incubacidn se continud
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por espacio de dos horas. Al final de la incubacidn, se introdujo
a través del tapdn de hule 0.2 ml de hidrSxido de hiamina para

cuantificar la cantidad de prolina oxidada hasta CO2. E1l watraz
se 1incubd en hielo por 30 min y el medio se descartd por filtra-
cidén y lavados sucesivos de las rebanadas de nigado para eliminar

la marca adherida al tejido. Posteriormente las rebanadas fueron

homogenizadas en wun buffier de TRIS 0.1 M, pH 7.4 y se obtuvo

tejido mo colagénico y coligena para la cuantificacidn de radio-—

actividad como se describid en el wmanuscrito anexo.
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RESULTADOS.

Cuando se usaron sustracos del sitio I, tales come glutamato
¥ malato (FIGURA 1), 1la administracidn crénica de CCl,; produio
alteraciones en todos los pardmetros mitocondriales. E1 CClg
afectd 1la respuesta de las mitocondrias al ADP y disminuyd el
grado de acoplamiento de estos organelos.

Incluso la capacidad de
fosforilacidn de estas mirocondrias se vid disminuida por el
CCls,, como se refleja en un valor mids bajo para la relacidn
ADP/O. La administracidn conjunta de adenosina confirié wuna
proteccidn completa contra las alteraciones inducidas por el
téxico (FIGURA 1).

Cuando la respiracidn mitocondrial se ensayd con succinato,
un sustrato de sitio 1I, fue claro que el CCl, afectd tambi&n 1la
respuesta al ADP, induciendo un cociente respiratorio menor en
estas mwmitocondrias (FIGURA 2); sin wmbarge, la ADP/O no fue
significativamente afectada ¢n este caso. La administracidn de
adenosina nuevamente corrigid las alteraciones producidas por el

hepatotdxico (FIGURA 2) .

Las mitocondrias de animales tratados con CCl; fueron
tambi&n incapaces de movilizar ¥ oxidar adecuadamente a 1los
equivalentes reductores extra-mitocondriales (NADH).

En la FIGURA
3 se muestra la actividad, tanto enddgena como recoanstituida, de
1a lanzadera del malato-—aspartato, principal via hepdcica de re—
oxidacidén de equivalentes reductores citoplismicos. La activicdad
endSgena de esta lanzadera fue significativamente disminuida por
el tratamiento con «l1 tdxico; 1a adicidn de 1los componentes
citosflicos de esta via incremento su actividad en 5-6 veces

ie]
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(actividad reconstituida). A pesar de la adiciomes, la accividad

de la lanzadera en las mitocondrias de animales tratados con CCl,

fue mnetamente inferior al conctrol. El tratamiento conjunto con

adenosina evitd parcialmente 1la disminucidn en 1la actividad

endSgena 1inducida por el CCl,, y en la forma reconstituida 1la

proteccidn fue total (FIGURA 3).

Esta disminucidn en la capacidad oxidativa mitocondrial

inducida por el CCly,, se acompafnd de un decremento en el

potencial eléctrico de la mecbrana cuando se midid por la té&cnica

de la safranina, en prescencia de succinato (TABLA 1). El trata-—

miento con CCly, redujo en 20 mV a el potencial elécrtrico mitocon—

drial; como respuesta a esta disminucidn, hubo un incremento en

el gradiente de pH a travis de la membrana mitocondrial; sin

embargo, no fue suficlente para mantener un potencial electro-

quimico ( A4A_u H+) semejante al control. La administracidn de

adenosina tiende a mantener el potencial eléctrico de la membrana

mirocondrial, corrigiendo parcialmente los cambios en el A/u_H-Q-
que induce el tdxico (TABLA 1).

Los datos obtenidos acerca de wuna deficiente capacidad

oxidativa mitocondrial en los organclos aislados de animales

tratados con CCly, se reflejaron también en alteraciones in vivo

del estado REDOX, tanto el citoplismico comeo ¢l mitocondrial.

La administracidén de CCl, prowmovid un incremento en el nivel
de lactato hepdtico, acompanado de una disminucidn en la concen-

tracidn de piruvato; ambas alteracicnes causaron un wmoderado

desplazamiento de 1la relacidn NAD/NADH citopldsmica hacia el

estado reducido (TABLA 11). La administracidn de adenosina
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mantiene el estado REDOX citopliismico a expensas de corregir las
alteraciones sobre el lactato y piruvato inducidas por el tdxico
(TABLA II).

M3s evidentes fueron las alteraciones del estado REDOX
mitocondrial en presencia de CClg (TABLA 1II1). E1 dr&stico
aumento del {3 -hidroxibutirato y la disminucidn del acetoacetato
indican una relacidn NAD/NADH mitocondrial muy disminuida por 1a
accildn del tdxico. Esta reduccidn en la mitocondria, que correla-
ciona con la pobre oxidacidn acoplada de sustratos, inducida por
el CCl,, fue completamente blogueada por la aceidn del nucledsido
(TABLA 1TII).

Esta tendencia del CCl;, a alterar el estade redox celular se

vid también reflejada en 1la pareja de glutatidn oxidado y
reducido. El tdSxico promevid una discinucidn significativa en el
glutatidnr reducido, alterando la relacidn GSH/GSSG (TABLA 1IV).
La administracidn de adenosina per se tuvo 2] efecto de aumentar
la cantidad total de glutatidn, especialmente el oxidado, lo gque
disminuye 1la relacidn GSH/GSSG. LUna observacidn interesante fue
que la administracidn conjunta de CCl, mis adenosina mantiene los
niveles de glutatidn reducido y deja la relacidn GSH/GSSG en un
valor intermedio entre ¢l grupo control y los animales tratados
solamente con CCl, (TABLA IV).

Esta proteccidn completa de la funcidn wmitocomndrial ror 1la
adenosina durante la fibrogénesis inducida por el CCl,, asi como
el mantenimiento de una adecuada disponibilidad de energia
celular (ver tabla 4 del manuscrito), nos llevd a preguntarnos si
en el higado fibrStico la correccidn de estos parimetros energé—

ticos, por medio de la administracidn de adenosina, permitirian
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una reversidn miAs exitosa del proceso fibrdtico.
Para responder a esta pregunta,

se llevaron a cabo una serie
de experimentos en los que después de que 1a fibrosis hepicica se

habfa insctalado por un tratamiento con €Cl, durante 8 semanas,

se
estudid la evolucidn del tejido fibroso en animales controles ¥y
en aquellos gque recibieron adenosina por un periodo de 20 o 40
aias.
La FIGURA &4 muestra la cantidad de coligena por
higado en funcidn

gramo de
de los ¢fas posteriores al tratamiento.
dos dYas de finalizar el tratamiento con CClg.
ron un

A los

las ratas mostra-
aumenco de

4 veces en la concentracidn de coligena
hepitica; wmienrras que en los animales que s8lo
s0lucidn

recibieron
salina no hubo una reversidn aparente de

l1a fibrosis,
excepto por una leve cafda en 1a cantidad de coldgena a los 40
dfas, en los animales tratados con adenocsina fue evidente una
recuperacidn

© reversidn del proceso tanto en funcidn del tiempo
coma del nimero de dosis del nucledsido que se administraron
(FIGURA &4).

En un incento por dilucidar el mecanismo involucrado en 1la
reversidn de 1la fibrosis inducida por la adenosina, se midid la
sintesis de colidgena in _vitro y la actividad colagenolitica en
estos animales.

A los 20 dfas despues de interrumpir la administracidn de
CCl,;, los animales que solo recibieron
una

solucidn salina wostraron
disminucidn en la oxidacidn de prolina a COjy

» la cual se
acompafid de un incremento en la incorporacién de prolina prefe-~
rencialmente a ¢coligena ya gque en las proteinas no
la

colagénicas,
radioacrtividad fue semejante al control (TABLA V).

A los 4O
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dfas de recuperacidn se restaurd la capacidad de oxidar prolina y

la sIntesis de coldgena apareciS normal al compararla a la de los

en los animales que recibie~

animales controles. Por otro lado,

ron adenosina se observd que mientras que la oxidacidn de prolina

hubo una marcada tenderncia a

a 0z fue semejante al control,
disminuir la incorporacidn del amino dcido tanto a proteinas
colagénicas como a coldagena (TABLA V). La actividad de la colage-~

nasa reveld hechos también interesantes: mientras que al finali-
zar el tratamiento con CCl, la actividad de esta enzima fue muy

baja (FIGURA 5), durante la recuperacidn se observé un incremento
gradual en su actividad, siendo €sta mixima en los animales que
recibieron adenosina durante la fase de reversidn, de tal manera

que a los 40 dfas de recuperacidn existid un incremento signifi-

cativo de la actividad en los animales que recibieron adenosina

cuando se comparan con aquellos que s&lo recibieron solucidn

salina por el mismo espacio de tiempo (FIGURA 5).
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DISCUSION

La pregunta que sSurge es, cdémo la adminiscracidn
nucledsido

del
puede reducir 1a fibrogénesis inducida por el CCl,

mismo tiempo que preserva la funcidn hepdtica,

dado que como
demuestra en

el presente trabajo, la adenosina fue incapaz de
bloquear el metabolismo del tSxico, Yy de hecho el retardo que la
adenosina ejerce sobre los efectos primarios del CCl, s5loc estin
confinados al tiempo que tarda en metabolizarse

la dosis de
adenosina empleada.

El papel del estado energético del higado durante la genera—
cidn

de la fibrosis hepitica mo se ha dilucidado

todavia; sin
embargo, al menos existe un reporte donde s¢ establece que una
disminucidén en 1la carga energfética en ratas cirrdticas es la
responsable de una

deficiente sintesis de alblmina en estos
animales (57). Dado que la cantidad de ATP en un momento determi—
nado es el resultado de¢ un balance entre

reacciones consumidoras de

su  sintesis y 1la
energia, resulta 1interesante que
recientemente s han demostrado profundas alteraciones de 1a
funcidén mitocondrial por la accidn del CCly. Se han reportado
alteraciones tales como disminucidn del consumo de oxigeno
{(preferencialmente con sustratos del sitio 1), disminucidn del
control respiratorio que habla de un

deficiente acoplamiento
mitocondrial y decrementos en la produccidn de ATP (58),
una alta

asi como
susceptibilidad al dano en wmitocondrias de animales
cirrdticos expuestas a breves periodos de Thipoxia (59). Todos
estos antecedentes hacen pensar que en animales tratados con
CCl4», 1los mecanismos de sintesis de ATP se encuentran alcterados
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¥ pueden ser responsables en una gran proporcidn de la caida en
la carga energétrica encontrada en el presente trabajo.

En nuestras condiciones, 1los animales tratados con CClg
tuvieron una deficiente oxidacidn de sustratos tanto del sitio I
como del sitio II, cuando la respiracidn fue esrtimulada por 1la
adicién de ADP. Esto produjo una disminucidn en los cocientes
respiratorios tanto para glutamato-malato como para succinato,
de acuerdo con publicaciones previas (58), 1la ADP/0 soclo se
afectd con sustratos de sitio I, corroborande que este sitio
mitocondrial es el mas 1dbill a la accidn de los téxicos, como
también ha sido reportado en la intoxicacidn crdnica con etanol
(86,87), (FIGURAS 1,2).

Estas alteraciones fueron acompafnadas de un transporte
deficiente, a través de la membrana mitocondrial, de los equiva—
lentes reductores generados en ciltoplasma (FIGURA 3). La
actividad de 1a lanzadera del malato-aspartato tanto endSgena
como reconstituida fue disminuida por el CCl;, lo cual indica un
efecto primario en estas mitocondrias, que puede estar localizado
a nivel de la membrana mitocondrial, especialmente teniendo en
mente que el CCl, durante su metabolismo es susceptible de
generar radicales capaces de atacar membranas bioldégicas.

La proteccidn casi complera que ofrecid la adenosina sobre
los parimetros mitocondriales corrclaciona bien con su  accidn
manteniendo una adecuada carga energética y niveles de ATP
hepdticos que permitan a la célula ofrecer otra respuesta a la
agresidn que representa la intoxicacidn con CClyg. A este respec—
to, hemos sugerido en comunicaciones previas (70) que ¢l nucloi-

sido puede ofrecer una proteccidn estabilizando a las membranas

30

|
;
i
1




celulares contra los ataques de otros tSxicos tales como el
etanol.

Relacionado con esta afirmacidn fue el hallazgo de que las
alteraciones gque produce el CCl, en parimetros tales como el
potencial elé&ctrico de membrana, asi como el potencial electro-
quimico del protdn, sean casi completamente revertidas por 1la
aceidn del nucledsido (TABLA 1).

En conclusidn, a pesar de que la adenosina no bloquea el
efecto tSxico del CCl;,, su accidn podria ser a nivel de mantener
una adecuada funcidn mitocondrial y permitir una recuperacidn
wis eficlente de 1la c¢é&lula. En concordancia con esto, se
encuentra el hecho de que las c€lulas de animales tratados con
CCl, mantienen un escade REDOX =is reducido, tanto citopldsmico
como mitocondrial., lo cual debe cambiar el patrdn mecabdlico de

estas cé&lulas al interferir con las vias de oxidacidn que
requieren NAD como coenzima (TABLAS 11,111), o bien pueden
promover alteraciones del metaboliszco de precursores de 1a
coligena, como es ¢l caso de la prolina y la actividad de la
prolil-hidroxilasa (88,89). En camblo, ¢l animal rractado conjun-—
tamente con adenosina presentd un  estado REDOX similar al
control,

lo que posibilita correpir las alceraciones que el CCly

pueda llevar a cabo desplazando el equilibric de &xido-reduccidn.
Se ha reportado que el glutaridn reducido es capaz de mejorar
ciertas alteraciones del CClg,, tales como el higado graseo (90),
la 1inhibicidn de la sintesis de protelinmas (91) o incluse 1la
supervivencia de los animales a una dosis aguda de CCl, (92). De
esta manera, los niveles de glutatidn reducido representan una
defensa celular al ataque de algunos tdxicos (94,95).

En nuestros
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animales, el tratamiente contiInuo con el CCl, disminuyd 1la
concentracién del tripéptido y alterd 1la relacidn GSH/GSSG,
pProbablemente disminuyendo la capacidad de defensa de este
sistema a la intoxicacidn. Los animales que recibieron adenosi-—
na, a pesar de que el metabolismo del CCl, no fue blogueado,
mostraron valores normales o ligeramente aumentados de estos
metabolitos lo gque podria conmtribuilr a la proteccidn de la cé&lula
contra el CCly; (TABLA IV).

La otra cuestidn se refiere a que si la proteccidn en 1la
funcidén mitocondrial, inducida por la adenosina, permite 1la
reversifn o la recuperacidn de la fibrogénesis generada por el
CcCiy. Durante 20 o 40 dias despuds de suspender ¢l tratamiento
con €Cl,, el grupo que recibid s6lo solucidn salina tuve una
escasa reversidn espontinea de la fibrosis (FIGURA 4). En cambio
el gBrupo que recibid adenosina por el mismo perfodo de tiempo,
presentd una desaparicidn gradual de la coligena acumulada,

siendo significativa la diferencia entre awmbos grupos a los 20 y
40 dfas de recuperacidn.

En varias especies animales cuando se llevan a cabo trata-—
mientos con CCl,;, por un periodo de tiecmpo de 1 a 3 meses, se ha
encontrado que despucs de suspender la administracidn del téxico,
siempre existe clierto margen de reversibilidad de la fibrosis
hepdtica en funcidn del tiempo, siendo esta Teversibilidad
completa o parcial (95,96) . Pero se ha establecido que esta
Teversibilidad OCUTT¢ en una etapa que se le denomina temprana,

para diferenciarla de otra (avanzada), donde el proceso de
fibrosis hepitica parece ser 1irreversible © wuy lentamente

reversible (97). En nuestras condiciocones, la administracidn de
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adenosina logrd una

reversibilidad significartiva del proceso
fibrdtico en un periodo de tiempo relativamente corto {(FIGURA 4).

El mecanisme por medio del cual la adenosina reviercte o

permite
la recuperacidn de la fibrosis hepiitica esta sujeto a estudio:

en
el presente ctrabajo sSc¢ exploraron tanto la sintesis como la
degradacidn de coligena en animales sujetos a recuperacidn de 1la
fibrosis Thepidtica. En

los animales tratados s8lo con
salina, v

solucidn
despuds de 20 dias de recuperacidn, persiste un
estimulo en la sintesis de coldgena hepdtica, cuando se compara
con los animales controles (que

reclbieron acuite vegetal por el
wmisme espacio de ticmpo)d;

esta increnmentada sintesis de colidgena,

que persiste despuéds de suspender ¢l tratamlento cen el tdxico se
ha encontrade por otros autores (98); este hechoe tal vez

se
desprenda de la alcta disponibilidad del precursor (prolina), dado
que estos higados fueron deficientes para oxidarla,
probablemente debido @ un efecto en la prolil oxidasa la cual

se
ha mostrado ser sensible

al tratamiento crénico con CCly,
A

993.
los 40 dfas estos defectos se han corregido ¥ 1a cantidad de
coligena en el higade tendid a bajar, sin ser significativa

reduccidn (TABLA V, En los animales con

su
FIGURA 4). adenosina, por
alguna razdn, existid una correccidn mucho mis temprana de estas
anormalidades metabSlicas, lo que favorecild que desde los 20 dias
tuvieramos una reduccidn neta de tejido fibroso; & los 40 dfas
existio una actividad colagenoiitica incrementada en ambos grupos

(FIGURA 3),

pero dicha acrividad parecid ser mds efectiva en el
grupo de adenosina donde tuvimes un reduccidn mayor de 1la
coldgena hepitica. La pregunta a contestar es, Lpor qué la activi-
dad de colagenasa gs alta en 1os animales tratados con salina, v
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la remocidn del tejide colagenosc ocurre tan lentamente?. Aunque
carecemos de datos experimentales para contestar a estd pregunta,
una posibilidad a ser explorada es si el tratamiento de adenosina
al corregir parcialwente las alteraciones en 1la coldgena, que
induce el tdxico (e.g. el incremento en glucosaaminoglicanos),
pudiera permitir una mids adecuada unidn entre el sustrato
(coldgena) v la enzima (colagenasa), favoreciendo asi 1a
degradacidn de mollcula en un espacio de tiempo miAs corto. Sin
embargo, esta posibilidad sigue siendo solo especulacidn.

En conclusidn, la administracidn de adenosina en animales
tratados crdéunicamente con CCl,, evita parcialmente la fibrosis
hepdtica v permite una nayor recuperacidn del higado cuande el
proceso fibrog@nico se¢ ha instalado previaxzente. Estos efectos
pueden ser el resulrade de un mantenimiento de la funcidn
mitocondrial, y por ende la disponibilidad de energia que
conserve las funciones metabdlicas normales de los hepatocitos ¥
les permita responder de una forma mas exitosa a las alteraciones

que induce el hepatot3xico.

El uso de la adenosina en las intoxicaciones crdénicas con
CClys que facilitan el desarrollo de cuadros degenevatives del
higado como 1la fibrosis hepitica, se vienc a sumar al nimeroc de
armas farmacoldgicas Qque sSe pueden emplear para dilucidar los
mecanismos de lesidn crdnica del higado, as{ como su posible
prevencidn y reversidn. Esto le confiere al nucledsido la posibi-
lidad de implicaciones clinicas como un recurso terapeiitico en

pacientes que sufren cirrosis.
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TABLA I

POTENCIAL ELECTRICO Y A pH MITOCONDRIALES EN RATAS TRATADAS CON

€Cl, Y ADENOSINA.

Tratamiento avy Arpn A Bt
(mV, neg. adentro)

Control 148 + 3 0.40 + 0.04 172 + 5

Adenosina 143 + 2 0.43 + 0.04 169 + 4

ccl, 128 + 2% 0.50 + 0.03 158 * &*

ccigy + 162 + 3** 0.37 + 0.03 165 + 5

Adenosina

Los

Tesultados son promedio + E.S. de por lo menos 8 determina-—
ciones individuales. El potencial electroquimico ( A/un_ ) se
calculd por la ecuacidn descrira en Métodos. En el casc de la
determinacién del porencial eléctrico, el medio de reaccidn
consistid en sacarosa 40 pM, KCl 40 mM, EDTA O.4 mM, MgClpy 10 mM,
TRIS-HC1 50 =M, Fosfato 4.8 mM  safranina 30 g4M; las

mitocon-—
drias se incubaron en presencia de succinato 5 mM.
* p £ 0.0l contra el control
'

p«L 0.01 contra CCl,
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TABLA I1I
LACTATO, PIRUVATO Y ESTADO REDOX CITOPLASMICO EN HIGADOS DE RATAS

TRATADAS CON CCls, Y ADENOSINA.

Tratamiento Lactato (mM) Piruvaco (mM) Rel. NAD/NADH
Comerol 1.70 + 0.17 0.15 + 0.02 797 + 24
Adenosina 1.60 + 0.10 0.17 + 0.02 957 * 115
ccl, 2.57 + 0.43% 0.12 + 0.01* 436 + 66™
cc1, + 1.85 + 0.20 0.15 + 0.02** 714 + 83**
Adenosina

Los resulrados son el promedio *+ E.S. de por lo menos B determi-
naciones individuales. La relacidn NAD/NADH fud calculada como se
especifica en la seccidn de Métodos.

* p &£ 0.0l contra el control

** b & 0.01 contra el grupo de CClg,
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TABLA I1TI

@ —HIDROXIBUTIRATO, ACETOACETATO Y ESTADO REDOX MITOCONDRIAL

HEPATICO EN RATAS TRATADAS CON CCl, Y ADENOSINA.

Tratamiento @ —hidroxibutirato Acetoacetato Rel. NAD/NADH
(m) (mM)

Control 0.26 * 0.03 0.21 + 0.03 16.4 + 2.3

Adenosina 0.23 + 0.03 0.22 + 0.03 19.1 + 2.2

ccl, 0.48 + 0.07* 0.13 + 0.01* 7.5 + 1.1*

cCly + 0.25 + 0.05™* 0.22 + 0.03**  17.2 + 1.9**

Adenosina

Los resultados son el promediao + E.S. de por lo menaos 8 determi-—

naciones individuales. La relacidn NAD/NADH se calculd de acuerdo

con lo descrito en MEtodos.
* p«£ 0.01 contra el control

** p<&£ 0.0l contra el CClg



TABLA IV

GLUTATION REDUCIDO (GSH) Y OXIDADO (GSSG) EN RATAS TRATADAS CON

CCl; Y ADENOSINA

Tratamiento GSH (mM) GSSG (mM) GSH/GSSG
Control ‘ 3.74 + 0.12 0.27 + 0.01* 13.9 + 0.5
Adenosina 4.04 + 0.20 0.36 + 0.01* 11.2 + 0.4*
cCly 3.37 + 0.15" 0.32 + 0.03 10.5 + 0.6*
cci, + "3.97 + 0.16%*  0.34 + 0.02 11.7 + 0.6*
Adenosina ’

Los resultados son promedio + E.S. de por lo

individuales.

* p< 0.01 contra el- control

** p«< 0.0l contra el CCly
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TABLA .V

EFECTO DE LA ADENOSINA SOBRE LA SINTESIS DE COLAGENA 1IN VITRO

POSTERLOR AL TRATAMIENTO CON €Clg.

Tratamiento 1“c02 Prote{na no Colagena
colagenica
(dpm x 103) Capm x 103) (dpm x 103)
Conctrol

Si.4 + 4.6 0.46 + 0.04
T ccx, (20 34.9 + 3.2% 0.75 * 0.09*

cCl (40D 49.5 + 5.1 1.74 + O.14 0.51 + 0.04
cCl, + (20) 46.9 + 4.2 1.58 + 0.13
Adenosina

0.43 * 0.04"%

CC1l, + (40) 4 + 0.37 + 0.03**
Adenosina

Las resultados son promedio + E.S.

de por lo menos & determina-—
ciones.

En paréntesis se indica el nimero de dfas de recuperacidn
despu&s de suspender el CCl,.
- p < 0.01 contra el control
** p «£ 0.0l contra el CCl,
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PLES DE FIGURA.

Figura 1. OXIDACION DE SUSTRATOS DEL SITIO 1 EN MITOCONDRIAS

ALSLADAS DE RATAS TRATADAS CON CCl, Y ADENOSINA.
Los resultados se expresan como promedio + E.S. de por lo
wmenos 7 experimentos individuales.

El consumo de
mitocondrias

oxfgeno por
obtenidas de

vegetral (control) D

admnosina » Se

malato 1

animales tracados

. adenosina £ . cci, B y cCig +

ensayd con 1la adicidn de glutamato 10 m™M y

con aceite

oM en ausencia de ADP (S IV) o en la presencia de 800
nancnolas de ADP (S III).

Figura 2. OXIDACION DE SUSTRATOS DE SITIO ITI POR MITOCONDRIAS

AISI.ADAS DE RATAS TRATADAS CON CCl, Y ADENOSINA.

Los resultados se expresan como promedic *+ E.S. de por lo
menos 7 experimentos individuales.

La oxidacidn de sustratos
el

por
sirio II1 mitocondrial, se midid con la adicidn de succinate
10 mM en los organelos de los grupos experimentales descritos en
la figura 1.

Figura 3. ACTIVIDAD DE LA LANZADERA DEL MALATO—-ASPARTATO EN

MITOCONXDRIAS DE RATAS TRATADAS CON CCl, Y ADEROSINA.
La actividad de la lanzadera del malato-aspartato se

®id1d
como se describe en la secciSn de MEtodos, tante en su forma
endSgena f_—__] » como despufs de 1a reconstitucidn . Los
resultados son promedio + E.S. del nimero de experimentos

indicados en las figuras anceriores.

47



Figura 4. NIVELES HEPATICOS DE COLAGEKRA DURANTE LA RECUPERACION
DE ANIMALES TRATADOS CON CCl, Y ADENOSINA.

lLos niveles de coldgena en animales tratados durante la fase

de recuperacidn (después de suspender la adminisctracidn de CCly),

corresponden al promedio * E.S. de por lo menos 6 casgos

individuales en cada grupo.

Figura 5. ACTIVIDAD DE COLAGENASA HEPATICA DURANTE LA
RECUPERACION DE RATAS TRATADAS CON CClg Y ADENOSINA.
Los resultados corresponden al promedio + E.S. de por 1lo

menos 6 diferentes determinaciones individuales.
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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