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ABSTRACT 

Adenosine adm~nistration to chronical.1.y carbon tetrachl.oride 

(CC14} :i.tltoxicated rats partial.l.y prevented t:.he hepato and 

sp1enomega1ies. i.nduced by the hepatotoxin. This nucl.eoside 

effect was accottlpained by a noteworthy amel.ioration in t:.hc l.iver 

function and decrease by almost by half of collabcn deposition 

promoted by the CCl4. well as a partial block oí thc CCl4-

:lnduced al.t:.crations in the accumulatcd collagen. 

On the other hand, adcnosine m.-iintained high level.s of 

co11agenase activity and, pcrhnps thc bnportant:., t:.he 

nucl.eoside preservcd the cell cncrgy availabilit:.y in CCl4-treated 

Al.l t:.hcse cf[ccts observed cvcn in t:.he prcsencc of an 

active CCl4 metabolisc, rulln¡:; out thc possi.bil.it:.y t:.hat adenosine 

is bl.ocking the CCl.4 metabollsm in t:.hc liv~r cell. 

The CCl4-t:.reated .animal~ ~ho ... ·cd .-i deficicnt mit:.ochondrial. 

oxidati.on for either, si.tes l and Il subHtrat:.cs whcn mi.tochondria 

oxygen consumpt:.ion was stimulat:.ed by 1'\DP addit:.ion; t:.his fact 

elicit:.cd low respirat:.ory controls and t:.hc ADP/0 ratio 

affect:.cd mainl.y using sitc 1- sub!o>t:.r.:ites. Thcse alterat:.ions 

accompa ined by dcficient:. re-oxidat:.ion of cytosol reducing 

equival.ent:.s and. thereforc, by thc prescncc of a reduced REDOX 

s1;.at:.e in bot:.h, cyt:.oplasm and mitochondrin. Adenosine prcvent:.ed 

the mit:.ochondrial alterations and maint:.ained normal levcls of 

glutat:.hi.one. whi.ch decreascd by t:.he CCl4 adrninistration. 

Adenosinc cffects contribut:.e that:. in adenosine-

t:.reated rats. t:.he recovery of liv1.:r fibrosis, asscssed by 

collagcn accumulation, sine e adenosine 



administration decreased collagen synchesis and increascd 

co11agenase aceiviey in animals ereated with CCl4 by 8 weeks 

prior adenosine treatment. 

In conclusion. adenosine administration in CCl4-ereaced 

raes. partially prevented liver fibrosis and allowed a better 

recovery of the liver. when fibrosís had been developed 

previously. These effects. which might be related to conserve the 

mitochondrial function and the energy availability. could led to 

more successful response of the liver cell against the injury 

represented by the CCl4 administration. 



RESUMEN 

La administración de adenosina ratas intoxicadas 

crónicamente con cetracloruro de carbono {CCl4) previno parcial-

mente l.a hepato y esplenomegalias. inducidas por el cóxico. 

Este efecto del nuc1eósido se acompañó de una notable mejoría 

las pruebas de funcionamiento hepático y en una reducción de casi 

l.a mitad de la acumulación de colágena hepática promovida por el 

CC14.. así 

indujo el CCl4 

bloqueo parcial de las alteraciones que 

las características de la colágena acumulada. 

Por otro lado. el nucleósido mantuvo niveles elevados de 

actividad colagenol!tica y. tal lo más !~portante. la 

adenosina mantuvo la disponibilidad de encr~ra celular intacta 

animales tratados con la hepacotoxina. Todos estos efectos de 

1a adenosina pre~entaron aún en presencia de 

activo del CCl4. descartando la posibilidad de 

el catabolismo del túxico, ~ediado por l~ adcnosina. 

Los animales tratados con CCl4 mostraron 

metabolismo 

bloqueo 

oxidación 

deficiente de sustratos por la ~itocondria. canto en sitio 1 como 

en sitio 11 cuando la respiración ~itocondrial se estimuló la 

adición de ADP; produjo cocientes respiratorios bajos y la 

ADP/O se afectó predominantecente con sustratos de sitio l. Escas 

alteraciones acocparlaron de una re-oxidación deficiente de 

los equivalentes reductores citoplásmicos y. por ende. de la 

presencia de un estado RE.DOX reducido tanto en citoplasma 

mitocondria. La administración de adenosina bloqueó las altera­

ciones mitocondrialcs casi en su totalidad. asI 

niveles normales de glutatión. disminuidos por la administraci6n 



de CCl.4. 

Todos estos efectos del nucl.eósido parecen contribuir a que 

animal.es tratados adenosina. l.a recuperación de l.a 

fibrosis hepática. evaluada por la cantidad de colágena hepática 

depositada. fuera más rápi¿a función del. tiempo; dado que l.a 

administración del. nucleósido disminuyó la síntesis de colágena e 

incrementó la actividad de la colagenasa 

tratados con CCl.4 por 8 se~anas. 

animales previamente 

En conclusión. la administración de adenosina en ani~al~s 

tratados con CCl.4 crónica~ente. iopídió parcialmente la fibrosis 

hepática y perI:litió 

proceso fibrogénico 

mayor recuperación del h{gado cuando el. 

había instal.ado previamente. Estos 

efectos. que pueden depender de conservar la función t=litocondrial 

in'Cacta y, por lo tanto, l.a disponibilidad de energía cel.ul.ar, 

pudieron permitir que l.a célula hepática respondiera más exitósa­

mente a la agresión constituida por la administración del. CCl.4. 
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1N"I'RODUCC10N 

Ei estudio de 1os mecanismos de producción de hepatopatía 

:Lnduc1..da por fá-rtnacos ha cobrado gran importancia 

actua11..dad. Las foJ:"'Cl:as de prevención y reversión de 1as 1esiones 

tempranas 1os cambios degenerativos de carácter irreversib1e 

de1 h~gado, son 1Ineas de estudio que continuan recibiendo mucho 

:impu1ao. dado que desde varios puntos de vista, este campo en 1a 

investigación biomédica básicn reviste cucha i.m;portancia 

ap1icabi1idad a 1a c1!nica. 

de varios fármacos ha constituido un 

estudio de 1a hcpatotoxicidad: desde aquellos que producen 

inhibición 1a s!ntesis de proteínas incrementan 

producción de grasa neutra induciendo entonces un hígado graso. 

hasta 1os qu~ producen necrosis ~asiva del órgano y en función 

de1 tiempo generan un cuaGro de fibrosis hepática. 

Uno de los modelos oás ~~plcados para conscsuir 

de degeneración hepática que scr::cja en mayor 

cuadro 

grado la 

cirrosis hepática huoana. ~s la administración crónica de tetra­

c1oruro de carbono (CCl~)- L0 ~dmini~tración aguda (dosis única) 

de este tóxico conlleva a una ~erie de ca~bios membranales que 

cul.minan con la muerte c~lular; por otro lado. la intoxicación 

crónica produce acu~ulación gradual de tejido fibroso que 

distorsiona la arquitectura normal de 1-as pe>b1-aciones ce1-ulares 

presentes 

Si. bien 

hígado, comprometiendo la función hepática global. 

ha sido completamente dilucidado el mecanismo por 

medio del cua1 ln administración d~ CCl~ resulta en un~ [ibrosis 

hepática varios modelos anímales. la posibilidad de 
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dismi.nuci.ón cróni.ca de energía celular promovida por l.as 

alteraciones que el tóxi.co puede causar en organelos como la 

tttitocondria, pudiera desempeñar un papel muy 1.mportante la 

fisio-patolog!a de la fibrosis hepática (vi.de infra). 

La admini.stración de adenosina en ratas nacho ~ 

el estudio de la regulación m~tabólica hepática, ha sido 

de utilidad en la investigación de la hepatotoxicidad induci.da 

por varios fán:i.acos. Su empleo pc~ite prevenir, reverti.r 

retardar cuadros de lesión ho::p.:ltic.::i tempranos 1.nducidos por 

algunos hepatotóxicos, los cuales se incluye el CCl4. 

Entre los efectos del nucleósido sobre los mecanismcs de 

produccién de la hcpatotoxicidad aguda, ?odernos mencionar 

incremento de -:::,.;:is del 40:".: en la poza hcpát ica del. ATP, ha.1.lazgo 

1.mportantc, dado que algunos r.e?atotóxicos dis"Oinuyen la 

di.sponi.bilidad celular de energ!a quÍ:;:;ica. El empleo de adenosina 

la administración ai;uda de CCl¡.. ha revelado acciones del 

nucleósido capaces de ~edificar el cuadro de intoxi.cación 

inducido por este tóxico. Estos aspectos se revisarán 

1.ntroducci.ón y constituyen los antecedentes directos del presente 

trabajo. 

De acuerdo con estas consideraciones, 1.ntroducción 

puede dividirse secciones: 

l) E1 h!gado normal. los cambi.os que durante el 

desarro1lo de la fibrosis hepática. 

2) Mecanismos por medios d~ los cuales e1 CCl.4 ejerce su acción 

tóxica. 

3) Efectos metabólicos hepáticos producidos por la administración 

de adenos in.a. i~p1icac1.ones en 1a 1.ntoxicaci6n crónicn con 



el. CCl.4 .. 

1) EL HIGADO NOR!-tAL y LOS CA..~105 QUE OCURREN nu~-rE EL 

DESARROLLO DE LA FIBROSIS HEPATlCA .. 

En el. tejido hepático normal. existen varios tipos celul.ares 

1os que conjunto le confieren sus caracter!sti.cas (hepatocitos. 

células de Kupfer. células endotelia1es y epiteliales. así como 

cél.ulas de Ito o ''Fat storing cells''). De estos tipos celulares. 

l.os hepatoci.tos constituyen un 704 de l.a población celular y 

aproximadamente un 80~ del voluricn total del órgano ( 1). 

El resto del tejido está constituido por la matri~ 

cel.ular y los espacios que conectan diferentes porciones del 

h!gado s! el resto del organismo (espacios 

vasculares, linfáticos, biliares y de Disse). 

El principal co~poncnte de la matriz extra.celular está 

constituido por la col..:i:.;cn~1. quc en la rata 

1 mg/g tejido fresco. Esta coláhcna 

aproximadamente de 

vez. corresponde 

di.versos tipos genéticos que ~n hígados norma1-cs se han identifi­

cado como tipos 1, 111, lV, V, y m5s recientcccnt~ se l1a descrito 

tipo Vl. cuya (unción es aún dt?sconocida (2).. Sin embargo. 

aproxitnadamente el 45~ de las colágenas existentes corresponden a 

1a del tipo I y el otro ~5~ a la variedad de tipo III, siendo e1 

otro mayor componente el tipo de colá~ena V (3). 

Otros componunt:es de la matriz extr.;:i.cclular (no colagenosos) 

comprenden la fibronectina (4), la laminina (2) y una variedad de 

proteoaminoglicanos (5); la fibronectina una glucoproteína de 

superficie que involucra l.a adhesi.Sn de las cél.uL::is a la matriz. 



extrace1u1ar (6). Entre 1os componentes de 1os glucosamino­

g1icanos. cenemos a1 ácido hialurónico y a1 heparán su1fato. Este 

Ú1timo componente de los más importantes en la membrana 

ce1u1ar. pues constituye parte de glucoproteína 

región hidrofÓbica que le per-r:cite insertarse en la bícapa de 

fosfolípidos (7) 

Cada de estos cocponentes de la ~atriz extracelular 

guarda distribución específica que permite 

relación constante en el número y tipo de células que constituye 

el tejido hepático (8). 

CA..'1Bl05 HEPATICOS DCR.A..~TE LA GE~ERAClO~ DE LA FlBROSIS. 

Lu fibrosis hepática proceso uniforme y más bien se 

caracteriza por su heterogeneidad. tanto a nivel ~olecular 

por sus cambios histolÓbicos. Sín e~bar~o. se puede considerar 

que l.a fibrosis (cirrosis) he;:;.:itic;:i co~¡ir~ndc vnrios eventos (9); 

es un proceso que involucra pr5ctica~cntc t0do el h!~ado, pero 

necesariaml!ntc nivel d~ cada lóbulo hepático; asocia 

necrosis celular en alg~n ~o=cnto de la cnfcr~cd.1d y se acompa5a 

de nódulos de re gene rae iór1 del pa rénqu ir::a, lo.,. cuales 

generalmente rodeados por bdn¿as de tejido conectivo que 

extienden de los espacios portales l1acia la~ venas centrales. 

A nivel mo1ecular en ~1 h!gado cirrótico 

de su etiolog!a. la fibrog~nesis resulta 

varias veces en la cantidad de colágena (10); 

independiente-

auccnto de 

incremento 

comprepde los difcrontes tipos de colá¡.?,cnas y ocurre 

forma aparentcmunte coordinada. A p~sar de que el incre~e~~o en 

colágena es índíspensabl~ para que ocurra la fibrosis hepática. 



la única a1teración que tiene lugar el. h{gado. Las 

proeeínas colag~nicas que forman parte de la matriz extra-

cel.ular pueden actuar como moduladores de la función celular 

(11). Durante la fibrogénesis. la fibronect::Lna acumul.a 

precediendo al incremento de otras proteínas de 1a matriz extra­

celular. tal vez modulando la composición y calidad del resto de 

dicha matriz (2). 

Es interesant~ mencionar que durante la regeneración 

hepática. la fibronecti.na no cambia en cantidad (12) y 

desarrolla fibras is 

colágena ( 3) • Además. 

pesar del aumento en la producción de 

ha sugerido que las prote!nas 

colagénicas de la matriz extracelular pudieran claves 

durante la fibrog~nesis. ya sea uni~ndose la colágena 

evitando as! degradación, o actuando agentes qui~iot:áxi-

para células inflamatorias (13). 

Frecuentemente la fibrog~ncsis asocia necrosis 

hepatoce1ular inil<!mación. Dado que alguna.:o> monocinas .,.. 

1infocinas cHtimulan la proliferaci6n celular y la producción de 

colágena in vitre (14)~ éste podria ser uno de los mecanismos por 

medio de los cuales los proceso~ infla~atorios inducen 

acumulaci6n de colágena hepática. 

La cantidad de coligena en un tejido est5 determinada por 

balance entre los procesos de s~ntesis y degrndaci6n (15). 

Existen vari.os niveles moleculares en .los cuales la sínt:esis de 

colágena puede ser regulada, incluyendo la transcripción de los 

genes que codi.fican para la procolágena, la estabilidad de los 

correspondi..,ntcs R..'.;~;. mensajeros, la e f ic icnc i~"l en la traducción 

de las procolágenas y modificaciones post:-craducciona1es que 



modifican a la procolágena hasta su forma nativa final.. esto es. 

la mo1écul.a de col.ágena. 

Se sabe que los niveles de R.~A mensajeros para procol.ágena 

e1evan tratamientos crónicos con etanol (16) la 

administración de CCl4 (17). Debido a que estos cambios preceden 

ocurren paral.elamente al aumento de colágena en el tejido. 

ha sugerido relación direcca entre la transcripción de los 

genes para las procolágenas y la patogt,;"nesis de la f ibrosis 

hepática. En este contexto, se ha descubierto recientemente 4ue 

el gene de la procol&gena tip~ 1 posee dos sitios de regulación 

cranscripcional. los cu~les son susce?tibles de interaccionar 

factores activa.dores, c;.ue son proteínas capaces de unirse al. 

DNA la vtcindad de los sitio!::l de regulación ( 18). Se han 

descrito al factores que probable~entc incre~entan la 

transcripción de P.:~A mensaj~ros par.:i procolágena. Uno 

factor "fibrogot!'nico" ai.slado de hÍhado de suj ~to la 

inducci6n de fibrosis (19). El acetaldehido, pr~mcr mctabolito 

la oxidación del etanol, es capaz. de estimul..::ir la transcripción 

del gene en fibroblastos humano!:;, si~ndo ~ste m..-tabolito directa­

mente fibrogt;"n.ico en la cirrosis alcohólica, aún en ausencia de 

proceso inflamatorio (20-22). El últi~o factor reportado 

corresponde al factor de crecimiento (transforming hrowth factor 

• TGF-~), que induce fibrogén~sis tisular en animales de experi-

mentación (23) v puede desempeñar un papel importante la 

fibrosis hepática (24). 

Después de la transcripción y traducción. las procolágenas 

sufren modificaciones post-traduccionales (25); sin embargo. 

acep~a que 1as enzimas que l.levan a cabo estas modificaciones 

8 



pasos 1imítantes para la síntesis de co1ágena. Por 1o tanto 

se han descrito mecanismos que lleven a cabo regulación 

post-traduccíonal y que permitan un incremento de co1ágena y 

favorezcan la fíbrosis hepática. 

Por 

cola ge nasa 

parte, se ha estudiado la participación de 1a 

el desarrollo de la fibrosís hepática. Existen 

pruebas de que 1a degradación coopleta de colágena 

obtener ~ (26) y que ésta se lleva a cabo en 

puede 

pasos 

enzimáticos: primero la dcspcli~erización de la molécula se lleva 

a cabo por enzi~as probablemente relacionadas con la elastasa; el 

segundo paso es el del rompimiento del arreglo helicoidal de cada 

mo1:;_cula de. col.'.i'.gena con la formación de dos o o.is fragmenr.os. 

Dicha acción es llevada a cabo por colagcnasas específicas, que 

al desnaturalizar a la colágena facilitan el tercer paso, que es 

degradaciún 

inespecíficas. 

pcquefios fragmento~ rcali~ado por protcasas 

Las colagcnasas son entonces definidas como una familia de 

enzimas de localización principalmente extracelular. capaces de 

romper el arreglo helicoidal de la colágena nativa bajo condicio­

f isiológicas de pH. temperatura y fuerza iónica (27). 

La degradación de procolágena puede ocurrir antes o después 

de que 1a molécula es secretada desde la célula la matriz 

extrace1ular. De hecho, parte de la col5hena recien sintetizada 

puede degradada int.racelul~roentc (aproximadamente un 15%) 

in vivo (28) y en teoría, la int.<!rrupción de este proceso dar!a 

un incremento neto de un 15':' en el depósito de la colágena 

celular. Análogamente. fallo en la degradación extracelular 

de molécula traería cor:.o consecuencia un incremento neto en 



1a cantidad de colágena. Sin embargo. estudios rea1izados 

in vitro han demostrado que en 1os anima1es tratados con CC14 1a 

actividad colageno1rcica es normal o está 1igeramente aumentada 

(29); la esquistosomiasis murina. la actividad co1ageno1ítica 

incrementa en forma paralela al aumento en la síntesis de 

co1ágena y dismi.nuye despu~s de la octava de pose-

infección (30). Esta actividad colagenolit.ica puede incrementarse 

cuando los animales reciben un tratamiento concanava1ina A. y 

también se ha establecido que en animales que reciben etanol 

forma crónica su actividad colahcnolítica aumenta en los ~atados 

iniciales de la enfcr:--.cdad y di~¡::.inuye cuando la cirrosis hepá­

tica se encuentra co~plt!Ca~cnt.c establecida (31). Estos datos 

concuerdan lo re?ort.ado. de que en estadios avanzados de 

fibrosis hep5tica inducida por el CCl4, la colagenasa 

detectable con ant.icucrpoti, lu que J1n sido interpretado como 

disminución en la producciGn de c~ca ~nzi~a (32). Por lo canco. 

la actividad colagcnol[t.icJ t!l resultado de cornplej o 

balance entre inhibidort:'!& y act.ivadores. ;:;.., snbc que el TGF-(3es 

capaz de bloquear la inducciGn de cola~ena~a por factores 

de crecimient.o in vit:ro ( J)) y que este ciccto podría contribuir 

incremento neto la producción de colágena. 

Otro mecanismo involucrado la producción de fibrosis 

hepficica puede radicar en un incremento las células producto-

de colágena. Factores tales como el TGF-f-. y el factor de 

crecLciento plaquctario pueden esticular la producción de fibro­

b1ascos (34) y cal vez puedan tener las mismas acciones a nivel 

de las c~lula~ l1c?5cicas corno lipocitos y mioflbroblastos. 

Así ~ismo. la respuest.a inflamatoria que puede ser inducida 
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por 1eucotr~enos (35). puede estimular l.a producción de otros 

factOTeS esc'i.nlulantes de la proiiferación de fibroblast:os~ tales 

~omo ia ~nterleucina 1 y el factor de necrosis tumoral provenien­

tes de m.onocitos act:ivados (36). De tal manera. y debido princi­

pal.mente a ia complejidad de las interacciones que escos factores 

poseen, resulta difícil el predecir cuales son los efectos netos 

de estas cítocinas sobre la producción de protetnas del tejido 

conect::i.vo. 

2) MECA.~~SMOS POR MEDLO DE LOS CUALES EL CCl4 EJERCE SU ACC~ON 

TOXICA. 

E1 CCl.4 ha sido usado ampliamente como modelo de toxicidad 

hepática. Después de su administración~ el CClk se concentrn 

el h!gado alcanzando un nivel rn5xímo a los 90 minutos el 

tejído y decay~ndo lentamente después de aicanz~r este píco de 

concentración (37). El h!gado 

toxicidad~ a pesar de que ta~ibén 

el principai b1nnco 

produc~n aiteraciones de los 

eúbulos proxirnaics ~l ri~5n v alt~racioncs focalc~ 

pul..m.ón~ Con la dos is !.!Standard qu~ se eciplea ( 2. S ml/Kg do= peso) 

aproximadamente tercera part~ de la población de 

que ocurre en las primeras 2~ horas de he~atocitos. 

admi.ni.st-ración. A las 72 hor~~ del trata~iento~ puede 

observar una corepensación regencratori.a de heputocitos (38); y n 

1as 96 horas. solo se pued~n detectar escasas mitosis y el tejido 

retorna a su aspecto normal. 

Estudios previos han ~ostrado que después del metabolismo 

d~i CC14~ existe una rápida desapar1ción de la accivídad del 

citocro~o P-450. Lo "nt~rior sugirió que el metabolismo del CCl4 
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es 11evado a cabo en e1 ret{cu1o endoplásoico por 1a acción de un 

sisc.ema de oxidasas de función mixta (39). Esta sugerencia fue 

apoyada por e1 hecho bien conocido de que existe sinergismo 

e1 efecto de1 e e.ano l. y la toxicidad del CCl.4 (40, 41). 

Trabajos recientes han demostrado que la lipoperoxidación 

:lnducida por el CCl4 depende de una forma de citocromo P-450 (P-

450 Ilia) que es fon::a de citocromo inducib1e por el consumo 

de a1cohol. (42). Sin e~bargo, el catabol.ismo del. CCl4 destruye 

varias formas del citocroco P-450, lo cual todo el. 

lóbulo hepático; e5to de hecho no si~niiica que la desaparición 

del citocromo P-~~O se asocia con c~lula~ destinadas a morir por 

l.a acción del tóxico (~3), s~no que ~~s bien en regiones donde 

encuentre deter.=inaCo tipo de citocro~o P-450, la acción del 

~as tó:-:ica, cspcci.:ll~cntc si se otras 

situaciones tales baja en la oxi~cnación de esa porción 

tisular. De tal r::i.anera, que e:-:istcn una ser1-c de factores que 

facilitan que la principJl Jccl6n t6xica del CCl4 tenga 

blanco la regi6n centrolobular \lep~tica. Especia loen te esta 

región comprende ~ran concentración <le citocromo P-450 

inducible por alcohol. bajos ni·.·clc~ de hlutatión reducido y 

bajas tensiones de oxlgeno (~4.4S), 1r que l~ predispone el 

sitio inicial del daño por administración de CCl~. 

Otro aspecto iwportante, lJ nJturJlcza de los productos 

formados a partir del catabolismo del CCl4. El CCl4 puede 

metaboli.zado ?rimcrn instnncia hacia radicales el 

tricloromctil o el pcroxitriclorometil (46,47), los cuales pueden 

atacar dobles liba.duras co~o las de los ácidos ~rasos y producir 

un daño en l~'l. n:oli;!cula durante el proceso d~ 1.a lipoperoxidaci.i5n. 

12 



La 1ipoperoxidación ocurre en los primeros minutos posteriores a 

1a intoxicación. siendo entre los fosfolrpidos. la fosfatidil­

serina. la más afectada por este proceso (48). La destrucción de 

ácidos grasos tambi~n muestra cierta selectividad a la acción del 

tóxico; primeramente el linolénico y el oleico afectados. 

destruyéndose posterior=ente el araquidónico (49). Otra altera­

cion temprana que ocurre con el tetracloruro de carbono involucra 

las uniones intercel.ulares ''laxas••. 

En principio. el tóxico parece disminuir este tipo de 

uniones. sin que ocurran caobios en las uniones intercelulares 

firmes. y de hecho ha du~ostrado que posteriormente el CCl4 es 

capaz de estimular la proliferación de uniones ~as fuertes entre 

células (50). En otras palabras, este doble efecto del CCl4 

promueve que la comunicaci6n intercelular se distorsione, lo que 

aisla ~ poblacionus de l1epatocitus sanos de sus vecinos en 

proceso de necro!::I is. 

En lo que se refiere a la síntesis <.le proto.!Ín<""lS, des<le hace 

t:i.empo sabe que la dcs~ranulnción d~l sistema del ret!cu1o 

endoplásmico 

prot:eínas. A 

acompaña de una disminución en la síntesis de 

obs~rvacLoncs b~sicas se le ha aaaUido el 

descubrimiento de que en ribosomas provenientes de animales 

sometidos tratamiento con CCl4 muestran gran capacidad 

(mayor que en ribosoc.as de anímales control.es) para unir el t:R."'lA 

de fenilalanina y un poli(U) sint~tico, lo que demuestra que 

existen uniones anormal~s tanto para los nR:~as as! como para los 

de transferencia. lo cual puedb tratlucirse 

control de la síntesis de proteínas (51). 

deficiente 

Estudios recientes han demostrado que la síntesis prot~ica 
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deficiente coincide con un defecto substancial en 1a meti1ación 

de1 RNA ribosoma1 (51). E1 defecto en meti1ación fue espec~fico 

para 1a posición 2 1 -0-ribosa. Si estos ribosomas provenientes de 

ani.Dla1es tratados con CC14 son remeti1ados ~· se restaura 

1a función. 1o que ha hecho suponer que el defecto en meti1ación 

debe a la estimulación de desmeti1asas. las cuales son induci­

das por el incremento en el calcio citoplásmico consecuencia de 

la administración de CCl4. 

capaz de alterar la homeostasis del. calcio 

citop1ásmico a través de alteraciones en los tres mecanismos que 

lnBntienen la concentración citoplásmica de calcio en alrededor de 

0.2_.µ..M. E1 bombeo de calcio a través de la membrana plasmática 

altera por la administración de CCl4. ya que el tóxico cambia la 

permeabilidad de esta membrana al modificar su composición (52); 

as~ en el citoplasma ocurre una acumulación de calcio coincidien-

do con el pico de concentración del CCl4 en la cGlula (37). La 

actividad de una ATPnsa paril cillcio se inhibe reversibleo.ente por 

el CCl4 (53). El se&undo mecanismo corresponde a la mitocondria. 

presencia de CCl4 existen pérdidas de calcio por parte de la 

mitocondria. contribuyendo as r incremento citoplosma 

{54). Finalment~. ~e ha demostrado que el sistema de secuestro de 

de calcio que lleva a cabo una ATPasa calcio-dependiente del 

retículo endoplásmico, se altera en gran medida en presencia de 

CC14. Todas estas situaciones dan como resultado un incremento 

calcio citoplásmico, que con todas las alteraciones metabólicas 

que acarrea, puede constituir un mecanismo muy importante en la 

toxicidad del CCl4 (55.56). 

Los efectos del CCl4 sobre la función mitocondria1 han sido 
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tópico de estudio reciente. Jikko et ai. demostraron 

disminución de ia carga energética en hígados de ratas cirróticas 

después dei tratamiento con cci4~ efecto debido principaL~ente a 

disminución la concentración de ATP; efectos 

acompañaron de cantidad de cítocromo oxidas a 

mitocondrias aisladas de los mismos ani~ales (57). Recientemente 

ha demostrado que en mitocondrias de anicales cirróticos. 

tratados con fenobarbital .._. CCl.r... el consumo de oxígeno y algunas 

actividades enzi~áticas encuentran dis~inuidas. A p~sar de 

que estas mitocondrias r~sponden la ~isma magnitud que las 

controles a ínhibidores tales co~o el atractilósido. dinitrofenol 

y oligomicina, el consu~o de oxihcno con sustratos de sitio 1, 

fue menor en mitocondrias de los ani~alcs cirróticos que en 

respectivos controles (58). Por lado. las ~itocondrias de 

anicna.les cirróticos son mas sensibles a efectos de hipoxia, de 

cal que sus citocondrias no se. rccupcr;:;n después de 

sometidas a breves per!odos de hipoxia (59). 

Otros efectos crónicos del CCl4 se comentan en nl manuscrito 

1nc1u!do en esta tesis. 

3) EFECTOS METABOLlCOS HEPATICOS PRODUCIDOS POR LA ADM1N1STRACION 

DE ADENOSlNA. 

La administración de adenosina (200 mg/Kg) a animales 

ayuno produce modificaciones metabólicas que mimetizan el patrón 

metabólico de un animal alimentado ad libitum. El nucleósido 

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 ia adenosina no ha sido completamente dilucidado, e1 

aumenco el ATP puede decerminar el comportamiento metabólico 

de1 anima1 tratados con adenosina. Otro efecto es el aumento en 

1a actividad g1ucogGnica. El nucleósido est:.imuia trece veces 

1a incorporación de 14c-~lucosa glucógeno (61) • 1o que 

relaciona ocho veces de la actividad de 

1a glucógeno s~ntetasa lb2). La incorporación de 14c-lact:.ato 

glucosa tambi~n st in~~cmcnttl dcsputs Ce la administración de 

adenosina, sugiriendo un au~ento en 1a act: ividad gluconeogéni.ca 

(63). También ha deoo,.;trado efecto antilipo1ítico del_ 

nuc1eósido (64) que junto con acción sobre 1a act:.i.vidad de ia 

acil CoA sintet~sa modifica la dispo~ibi1idad dc1 acil CoA 

derivados en el t~jido l1cp~tico (65). 

Do~ efectos c5s, un aumento en 1a lipo~éncsis dc1 tejido 

adiposo (61) y una disminución en 1..::1 lipogénesis hepática (66). 

aunados a los efectos ya mencionados, sc~alan a la adenosina 

Gtil en el estudio de la hcp~totuxi~idad. ya que en 

última prcdo~inan los procesos catabólicos sobre los 

biosintéticos (67). 

La administración adcnosina evita totalmente la producción 

de hígado graso inducido por la cicloheximida (68); este 

modelo e1 nucleósido impide el increoento en la incorporación de 

4cidos grasos al híga¿o, inducido por el t6xico, y bloquea la 

acumu1ación de grasa n~ut::ra. 

El nucleGsido evita parcialm~nte 1a formaci5n hígado 

graso inducido por ~1 etanol (69), manteniendo adecuada 

relación ~AD/!'~AlJH cítoplá~rnica, disminuida por el etanol, 

incrementando la desaparición del alcohol en la sangre. 
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Además l.a adenosina es capaz de modificar el metabolismo 

mi.tocondrial .. El. nuc1eósido estimul.a l.a reox.idación de equival.en­

tes reductores citop1ásmicos por medio de 1a actividad de la 

l.anzadera del malato-aspartato, animales tratados 

al.coho1. manteniendo así un estado m.ás oxidado en citopl.asma 

"1..ncrementando la oxidación de etanol por hepatocitos (70). 

Ah,-ECEDESTES DIRECTOS. L~PLICAC10~ES EN LA 1NTOXICACIOS CROSICA 

CON CCl.4. 

La administraci6n de adenosina retarda la aparición de 

hígado graso y necrosis celular inducidas por la administración 

aguda de CCl4. Esta acción del nucleósido sin afectar la 

inhibición en la síntesis de prote~nas y 1a liberación de trigli­

céridos hepúticos que induce el tóxico. El nucleósido produjo 

efecto antilipolítico y ta~bi~n redujo la incorporación de 

palmitato radioactivo a triglicéridos he?áti.cos; de lo5 

principales efectos de la adenosina en este modelo experimental 

fue la disminución en los niveles de cuerpo~ cctónico~. Final-

men"Ce. encontró un efecto de anti.-lipoperoxidación que 

acompañó de re~ardo en la liberación d~ ~nzi~a~ de e&cape 

(71). 

Este retardo la acción del CCl.4 promovido por 1a 

adenosina. sugiere que el hígado presencia de adenosina. 

produce respuesta celular diferente a ln acción de 1a 

hepatotoxína. 1o cual pued~ promover una recuperación 

de 1a cé1ula al cesar la acción del tóxico. 

exitosa 

Escas antecedentes fueron los que 1levaron a explor~~ la 
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posible acción proteceora de 1a adenosina sobre e1 daño hepático 

crónico producido por e1 eracamiento concínuo con CCl4-

COMENTARIO GENERAL AL MA...~USCRITO. 

La administración de adenosina a ratas intoxicadas crónica-

menee con CC14. evita la hepatomegalia y esp1enomegalia inducidas 

por el tóxico. eíecto probablemente relacionado bloqueo 

parcial o mejoramiento de la hipercension portal. que se puede 

presentar en estos aniDales (Tabla 1). 

Este efecto de la adcnosina sobre el incremento en el taaaño 

del hígado aco~p~~ó de una icportante corrección 1as 

pruebas de funciona~iento hepático (Tabla 2). reducción de la 

cantidad de co15gena por gra~o de hígado (Figura 1) y bloqueo 

parcial de las alteraciones que induce el CCl4 en las caracterís­

ticas de la colágena acumulada. 

El nucleósido mantuvo niveles altos de actividad colag~nolí-

Cica (Tabla 3) cecanis~o que puede ser du los principales 

para reducir la fibro~~nesis indL1cida por el t6xico, y tal vez lo 

más :importante, la adeno5ina la disponibilidad de energía 

celular intacta ani~alc~ =rntados con CCl~ lTabla 4). 

A pesar de que se de~conoce si existe una relación directa 

entre el metabolis~o energ~tico hep5tíco v el desarrollo de 

fibrosis hepática, el hallazbo de que la adrr.inistración conjunta 

de adenosina a ani~alcs tratados crónicament~ con CCl4 mantiene 

adecuada disponibilidad de energía celular y reduce el grado 

de fibrosis tisular~ nos llevó a explorar el metabolismo mitocon­

drial y el estado de 6xido-rcducci6n de la c~lula hepática 
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modelo experimental y evaluar si los efectos que produce 

1a adenosina. evitando parcialmente la fibrosis hepática v 

mejorando 1a función de1 tejido. pudieran extenderse a lograr una 

reversión de1 proceso fibrótico. cuando la adenosina es adminis-

trada después de que el cuadro fibrótico ha desarro11ado 

previamente por ~1 tratamiento con CCl4. Estos estudios consti-

tuyen la segunda parte de la presente tesis. 
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ABSTR.ACT 

Adenos1ne ad•1n1strat1on w•s tested 1n the carbon tetracn1oríde 1nduce-d 

nepatic C1brosis. nucleos1de was capable oc partial1v preventinr the 

of' the h~atocre;;aly was a.cco:i:pan.ied ~v a rec:uction by nalf liv@:r 

co11agen deposition preservation of" content of" cl.vco;:or:iinogl.vcans. 

st1mul.ated. hepatic col.l.agenase act1v1tv mecnen1s1111 Cor 

reduction oc coll.a~en accuauletion: these eCCects we:re associated with 

striking imp:rovement 01· the 11ver :fl..:nCtJ.ons 

s-Odii:·v tne l.ate hepa-:otox.1c et :e-:::t o:· tne caroon te"tracnlor1de, 

the drastic decreases in aaenine nuc1eotJ.des. ATP. ATP1ADP ratio ano ener~ 

charge el.J.cited c•.1 tne hepatoo::ox1n. Moreover. C'I oos~1~.1~ ro.1.e ot ennanced 

hepatic oxvgenation aue to ttie vasod.ilator p::-cp""rti"!'S o: a-:::"'!nosine 

benef'icial action canr.ot t>e ruled 

eelluJ.ar 

hepatotoxin. 

3 

ke~~rdless ot tn~ me~ndn1sm, adenosine 

inJurv induced by 



Xn iiver in3urv. celiu1ar ener~v decreases due to a drop in ce11 ATP 

t1-31: ~oreover 11ver da»age induced bV a varietv of ~oxins t4-7•. 

1nc1ud.1nc alcoho1 re.9>. 1.g associ~te<1 w:1th ehances ~n celi eneri:y state. 

~h~ch are be1ieveQ. ~o contr~bute ~? celiu~~r death, $p~c1~icallv. ~t has i:>een 

s.uccest~ th.st <1ecrease in en<'O:ri;',: ch$ri::~ rnav b'C re:sponsl.bl.e for 

decrease-d serurn albu1t1in l,evel tc:und :1n -:.n~ c!.r:-l"lc":.1c reot 151. I:nd-eed. cnron1c 

cci~ adml.nis~ration produces he~a~1c ~1-:.ochoncr1ai dv&tunct~on. ~hich is 

On the other nand. ~ !.•.:nos.:.:-i'"" has ~·.:~n tes-::ea as an hepa-::oprotectc:- af""ter 

adsin1.stra":l.on pro<J>...c~a ar, ennanc~::'len-:: l.n th~ hepa"::1c 4"'ner~v c~arge ~ ~ 

tl.S). "Th1.o; f"1nd1r.~ w<':l;S" ':.':'"'nf1:-r:-,.,,.:! ;n ·-')-1:..L::. us1r:g pP!'"fu~""c ra.t l'tver f 161 ?lnd 

1&olo~~~ h~p~~ocv~es •\71. 

produc::oe-o bv orolcr.G-=-d CCl.<. ;c.{j.tt1.n1s~ra'!:l.cn.. c-::,'-ltd b<e a.ffeeted c-v concor.11.tar.t 

ad"'=noa;t.n-e ad=..in::.st..rat..i.on. Our ...,xper1.1"'20tal ;:,ppr-::oaeh ""ªº tJ:;. ev~lua.tei -:.he E>ffect 

o! the nuc 1eosl.d~ f"unct:.i.cn. 



HATERJ:AL ANO HETHODS 

obtained 

fro• Amersham Radi.ochemical Center {U.K.l; CCl4 was purehased from Herck 

Hexieo. S.A. (Hexicol. all other reacents were Crom Sicma Chemical Co .• lSt. 

t.ouis. t10l. 

AnS.•al Proc•dur•• 

The experimenta were pe:rformed in male Wister rata 1es - 95 e of initiai 

body wei.cht) fed w1.th Chow-Oi.et and wa't:.er ~ ~- The·.· were divided in 

croups. according to the suostances :i.nje-cted 1.ntrapc.ritcneal.lv 3 t:i.::ies a week 

!or Lo or 8 one group received doses ot: O. o::~ i:al ot CCl"- dilutcd 1. :to 

in peanut 011 p.lus a injcctton o: S3line: D) e second group rcceived 

thc peanut oil plus a second 1.n~ect~cn o! a~enosine t200 m~/k~ of body weightl 

suspended in saline. pH 7.4; el a th:.ro group re.cel.ved the same doso=s of CCJ.4 

and adenosine. and dl a tourtn grouP tcontrois) received the on.ly venicles. 

davs before "t:he tests. After an c·.•err.!¡:::lt f.?ls":. thc an:unalG w-ere anesthetized 

by :1n"t:ra.per:1toneal 1nJe:Ct!.On ot· -o rn.i:;/k¡; oí' s::-Ciu:n pcntct:..:.rt:-ithal. 1:1.ver 

th"" r"O!main:l'°"r cf' the li·.1e:-. 't:hc spl~n. 

and Kidne·Js were removed. '"''='i&:-ied ar.a u~>O!'d t"or tt1e an<>lv-:.ic pr<:.>c•:::<lures 

descr:1bed b~lc-1.1. 

At 4 and e we~l<:s c·C treatr::E:<nt. co!.lagen biosvnT;hCs!s was a5sesscd Í;!Jc ~ 

1n 10 rats oc ea.ch ~roup. adcin1stering 1.5 uCi oc L-lU-14Cl proiine 

:1.ntr~peritoneall.y in 

precedin~ tn~ sacr:1f:1ce. 

spaced d. ose~ ot· S u<..!i each. durin.; 



Serua a1bua1n was determ1nt!!'Q by thé =ethod oc Gornal1 et a1 (181; total 

bJ.1:1rub1n. accord:ln~ to Cole and Lathe 119): 

transeNinase CSCPT. EC 2.Q.1.21, clutamic-oxaiac~tJ.c ~ransami.nA&c fSOOT. EC 

2.6.1.l.l, and gl.uta'lllic d<e-hvdroi:eni!!OSe {:;::;oH. RC 1.1..1.~> ~C't1..v1.t1.e~ 

determined as pr~viouslv recorted C~4); alkaline pho~~nat3se !A~K PH. EC 

3.l..3.1) bv the .a.ssav of Bessev et al.. 1::.c•1 and se::rum orni':hine cart:>amvl 

Liv9r eampl.es were ~aGhed ~l.~h ~bso~ut~ ~~hanol. ~nrj TR1S-N~~l. buffer. pH 

7.4. to elimina.te tt':e sol.ubl.e prote-i..r. Col.lai;en ~ds e>Ctr.act"=:<:1 i.11tn 0.~5 M 

acet1c ac10 a~ter l.í~itect pep2in díges~ion anct ctial.v~ea a~3inst o.OZ M Na~HP04 

( :::2) Usin~ thl.s proceduT"". around es~. or thE. 

total. c:ol.l.age:-, 1.1 ... e sol•-.1t:-::..l'l=..,..~ Collai;cn wal!I hydrov=...,,d :in 6 N HCl ;;s't tto•c f;::r 

24 hourfl> l'llnd b<:>th c.::.nt"='n't i"lnd radl.<::>a.ci:.i.v1tv ot: pre-11.r:~ <•ni hvdroxvprol.in~ '"'""r.e 

me!?t.sure'.';I bv 'tt-.e ll\e't.hod o! Ro )ll:.in::. an·:::i: Gcn;::.<'.l.!-·:o:;:. t.:: 3 1 . 

c~lc.Ul.<'31~ed l':'IO resi.due~ 

hYdrc-xvprcll.n.e ar~ ~:rA~ent in a c:olla~en chal.n of 100,tlOO d.,_ltons IZt..I. F:re:-:::-

Tot.?>l. cl.v<::oa~incx:!-:t:::.."lt.ns ICACl ¡..¡,_,.:r.,,. <e:>c::.rac-:eC a~ repe-r":ced bV G!t-l.ambos 

Shapiri!!I. ( 26> anc rneasur~e bv el.'t.hoz:· t:h~;:.:r c:.cn~~nt ot- h·:aluroni.c a.cí<:1 bv the 

or de,~erm-i..ned bv Pt'esE:once o.f s:1.al. ::.e aeíd. 

aecordín~ 



Z.1.lli.)(en <za> . 

Colla~enase activitv was assaved us1nc 1iver no=ocenate as en:v=e source 

and skin co11acen as substrate 1n the pre~ence of 10 =M cae~~. pH 7.~. 

inhibitors of non-specific proteases as descr1bed bv Maruva~a et a1. 129). 

with the oniv dif"ference that the suos"":rate ~as not radiolabe1led. Colla~en 

decradation preOucts. were measured bv the1r hvdroxvprol1ne a:fte:r 

sed1mentati.on of" und.igeste<:1 col1a&en. Va!.ues o! c.0.:..:.~go:?nase ac.-:!.vio;;v 

ex pres sed ug of col1as:en de¡;:rade-d. ho1,..1r =~ o! Pro-ein. The 

incubation o:f the hcmogenat~ alone in the experim~ntal conditions 

produced non de'!:ec~able nvdroxvpre>line. -:rvvsin and ED7A controls gave 

O. 22 and O. '47 nii:io1es of" degrad~ col la¡;en/n >:'"lg prot:~in r"'!'SP""Ctively. Therefore 

presence of 10 =~ EDTA. ~iv~r prote1n ~a5 ~easured bV ":he biur~t met:hod f18). 

free=e-clamped samPles. ATP was 111easured -en=•ima'ti<::all.v us1.ng the 

ADP and AMF. accordin~ t:Q 

siethod o! Adan: ( 3'.I.). and t:he inorl'.!anic ~r.osphai:e was c:::iuant:i!1.,-,,.d usin¡: 

assav (:32l. Hepat!.c DNA was measur~d b•I the d.i.pnenvlamine reac-:.i.on as report~d 

bY Burton t :;.3 ¡ 

StatS.atic• 

A.ll. results were expressed bV i:hei.r me:>1n ~ 't:h•-; s'tanáard error o! the mean 

lSEl The s11!'.:nl.!i.cance o! "the d1f"lerences an= ":.hel.r int:~r<i>ct::.ons u~re 't~sted 

bv two-wav anal.vs.is o! var1anee tANOVAi ana. in th~ case of" a1cni.'!1.can<:P-. 

Newm.an Keu1 •a teEt was al.so .eippl 1.e<I l 341. Se1~cted resul.ts wer~ al.so anal.v:ed 

bv 3-wav At'OVA. addinc the duration oc tr~a~ment: as a third factor. 



RESULTS 

After 4 and a weeks oí administration o{ either CC14 or adenosine. 

had reached a s1m11ar bodv weiGht as eontro1&. However. the weicht of' the 

11ver increasec:t in the cCl4-treated rats. becoming 3~~ heavier than thos~ oí 

contro1s at 4 week~ and 4~~ at 8 w~~ks of treatmen~ fTab1e 1). The chan~es in 

the weight .-;,C the spleen were even i:i.ore stri¡·tni:. oecorning 56~ h<e!!Vier than 

those oc con"trol. ra.ts afto:.:- 4 1..1eeii:s and 103~. ef'ter of CCl.4 

administra'tion <Table l 1. oesPite tt'".e histolo.eica:. lesi.on 01· the Kidnev <such 

inClammat1on and d1stor~icn oC the ~lomerula areasi. the we1~nt oí thi~ 

orean di.d not change sicnft.car.-:lv. ev l.'ts"":"lf. actenos1ne Proouced r.o cnans;es 1.n 

orean weichts. 

1iver. which b C gi.ven adP-ncs1ne 

onlv> aft~r 4 we~K~ ot. CC14 adm:.n:-!"~:-e"':::i.on élhd l.E-"·· af'ter ~ W"?~ks. S1r:til<'lr.ly, 

adenosine dti:r.1n1~nea th<'! enll!lr&~1:1e.-,- -:-t. the sple~n. ,,_,ni.ch b<'!'came onl.v l.S~ and 

12~ heav1er than thc5e cf ccni::r~l~ ~ftcr - anc 8 weeV.~ cf CCl.4 admi.nl~tration. 

respectiv<:!lv 1 T<llble l. l. 

The l.tver oC the groups <:·t rat!"' tr~a'teo::l w1th <.:Cl.4 t"or .<o 

chan.¡;~s. 

u~u.sl.l.y Tefl.ec<::tng 

l..:Cl-

admini.&tra~1on. tne level 0f b1l.1ruo1n and ~he actl.Vl.~V et tne ~~ruM 

:Lncreasea si¡;:nif1c.antlY The concorn::."tar,'t admintstrat::.on ot <'•~~:-lcsi.ne decreasea 

than in control.s. t"our weeka e! <;:.reatr!'.ent.. -ccnere were c1.i;n1r1cant 

cnan~es in tr,e tot: .... l. ot~A cont:ent ot. tnc l.iver ld¿o,ta no't snown1. 

After 6 weeks. a m::.cronodular ~::.rrnosis had devel.oped. 



~n!lammatorv 1es1.ons were less promi.nent. Thi.s 

eievation o! serum enzvme activities and bi.lirubin of" a 1esser macnitude than 

at 4 weeks. and the effects o! the simultaneous adm1.nistrat1.on of adenosine on 

these chances were more va~iabie (Tabl.e 28). At this time, albumin 

l.evel.s became si.c,r.'l.f"icantl.•-1 deereased. bv CC14 ad::i.ini~trati.on; 

were greatlv attenuat~ bv the eoncomitant adrnin;..stra~ion ~t adenosine. 

e w~Ks of" CC14 acmin'l.strat'l.on. liver DNA also de~reased s'l.gni~icantiv 11 • .t.2 ~ 

0.03 mc'g va i.75 ~ 0.06. in con~~ols; p < 0.05). an effect also prevented by 

adenos1r.e (1.89 ~ 0.1.1. mC,J:l 

The pcssibility that a:jenc-sine is reduc;..ng .acu-:elv tti.e ;..nsul.t. 

throu.¡:h bl.ockin¡; tti.~ r:ie"";e.bolisi:n ot CC1.<.. W3'S tes'ted.. 1n tne an:i..t:;ois llOO 

~odY wei.t:.htl that received a s;..ngl.e dose of CCl.4 - sal.ine ~r ~C!4 • adenosine. 

serum trarisam:.nase actiVit1.es were qu.:.nti!::..ed l.:: nour!!!! af~er tre"'9tr'".en~. Af'ter 

th:is ti.111.e. bo~r. i;troup~ ehoi.;ed a f:-rfo!d incre3se l.O thc ac":.:l.Vití~s ot: :::GOT and 

SCPT over the c.on~rol ,;roup roeceivinr.:. P""<>nu-:. o:.::.; no d.:;. f ferc..r.ce \.lbs observea 

luopuol.1shed da~a > • 

accu:nu.lat;..on ot" h~paiti..c col.l.3J,:en. Further::i-:: :-e. tne ;..ne reas.e of' content. 

eval.u!"'te-d bv the cc.ntent of' hvalu.ronic ac;..d in~uced bv cci~ administrati~n 

(72 ~ vs 33 =. -: ug/g l.iver ccntrol.s p < O.OOl-1. al.so partial.lv 



prevent:.ea bV adenos:i.ne 1.t..S ~ S p • 11. Ul. 1: s1rni..la.r resu.lts octa1neo 

resard1.ng 

A~ter Lo weeks of CClLo treat~ent. incorpcra.tion of rad:i.oactive proline into 

col.l.acen-bound hydroxvprol1ne was - '":1rnes n1gr.er -:nan 1n controls, desi:>ite the 

mor<:? marlo'.ect af':.er 0 u-.::eks CTat>le :>B 1: -:.ime. Cree prol1ne 

CClLo nepa-::: l.c 

trea,.."ment. 

3~ a ~on~equ~nce ATPIAPP ratio 

decreas~d ( T,,.ble .:.B •. ACenos::..n~ al.;on•.: ;.; ... s at. :..·~ 

parar:iete:-s: -:::he A7P con"':ent. ATP 'Ar:'P :-:;':. ::_.-. 

counteracted a.11 of tr.e a.i ter.?at ions c-n ad"!!n:..ne r.u.:; leot i.oes el 1c 1 ted 

hepatotox1.n 1Table Lo). 
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D"J'.SCUSSIC»l 

An 1.APOrtant po~nt to cons1.der 1.s the íaet that the hepatotox1.e act1.on gf 

CC14 19 not d:u•in:1ahed bv the presen::e o! adenos::..ne 

tl'le necrer;enic t:!iiec't et ':he toxin. evaluated. t.y 

~ra.nsaa:1~ses. \.leos verv sisi11ar in t:::-!- en:: CCl.- •aC.e~esine tr..-.:ated anieal.s 

The d1.lator..- effcc.t ot ad""":"·'='Sin.:. 3!-:~r .:i::-ute CCl."- adrain::.straticn. prev::.curl.v 

re;>crted: ( 14) lasted f"our requ:.:red :ror ad..cncs'l.r.e 

o! 

~ (unput>l.:.shed resu..:ts • 

por'":al. 

l.c.Y CCl.4 dc·se us•.:~. 

plaEmb activ1ti~s of liv~r cvtosol ano r~t~ch~ndria1 en~v~e =arkers as wel.l. a~ 

hvp<e-rt'l.l.i::-ub1n~ri::i.;. tTat·l~ ::!1. The bl<=·c.~·i.n:;; ac~ion of adenosine u;::on 



ef'"f~t was cl.ear1v snown at four weeKs but not at ei¡:ht. suggesting a dela.V ot. 

the necrocenic e:ffect of the toxin l.n tne presence ot the nuc1eosl.de. 

Moreover. the hepatic t"unction ot.· &.!.bur:iin svntnesis. eva..1.uated civ <t:he serum 

1~vel of album::.n. 

agr~ment 

partJ..aJ..l.v prevented tne ear.ly and l.ate :f!.~rosl.s a!" eva!.uat-~~ by <t:ne col.!.3gen 

t Fi&. 

Characteriistics 01· ncrnial collagen preven<t:.:1.ng 't.he increase in CAG 1nduce<1 

the toxin t;:;i=.l. 

To inv~stiJ;ate the inecnanism bV 1.o1nich adenosine dccreeises ov hal:f the 

hepat:1c collag"?!n accu?11ul.21t1on produced civ cn::--cnic ccl.:. admin!.str:!!.<t:.:1.on. 

stud1ed collacen met3bol!.s~. Aecor:jJ..ni;::: to previous t.in·:!l.r.¡;s. in wnicl"". 

i.ncrease in <t:.he: s::.ze of <t:.he liver Pool of' proll.r.~ hi'IS beer. assOCl.3ted wi'th 

hich ra<t:e ci f'l.brccenesis C37i. 1n our e:i<per::.int:n<t:3.l. animals. e::.tner at ,,. or"' 

wee~s of CCl.:. treat~ent. tnerc was an !.ne.reas~ l.n th~ l::.ver pool e~ Proline 

hepatic ~ibros"is: the sti.nu¡3torv effect of' ":.he nucleost.d~ the 

diir>i.nished collacen.c.se act1vt-:.v of' tt'"' c::.!...:.-t::---=::er.te-:: rats pcssiblv produc..-.o:~ 

collaJ::en acC'..lt:'.U!..">'tion. pr~senc'!;! o! 

S'l:ir:iul.ated : it:.rous bios·,..r.thesl.s. Ho\.Jever. th:l.s doe.s r.ot ap;:ei!lr -:;e e;.e .a dirE:C'I: 

stifflulatorv e:f{'ect oC the nuc.leos!•:l.~ on tnis en::.·nne. sine.e adenosine did no't:. 



aCCect col1acenase aet.i.vitv bv itselC. A ~ore 1.i.ke1Y explanation .i.s that the 

anima1s treate-d eoneomitantlv with CCl~ and adenosine wer~ at earl1er ~t&r~ 

those produced aCter 4 weeks ot CC14 treatment. 

in uhieh an inerease in collagenas~ a~tiv~tv was dpoarent ratner the 

d1m1nution observ~d at •ore advaneed staees (~9.3S.39J. The ~ecreas~d Cibrosis 

maY be secondarv to a general 1m~·rovemoer.t 1r. the fun<::t1on 01· ~ht< hepat;oevtes. 

as man.i.Cestec bV the l<:?cs a.ltered t~'.3.tS e:· l.:..ver function (Table :.!J. 

The role Of tne energv 5~3~C cf ~he liv~r cell 1n li~er fitros1s nas not 

d1.l.ucidated; 

(11). In our o:x~er1ment5, 

nucleotid~s in r.:arly and .lat"" c::.orcn:;1:..:. ::.nouce~ e·: ::=el-. 

CTab.le 

h~Patoto>: 1c.1 tv CL"l~ 

aga1nst acut~ CC.l.4 toxicitv (41J 

consiaer"?d 

cou.l~ 

r.ietabo.l.1:e~. cow.ld 

part1-:;:ul.arl•.1 in cen~rilobu.l.ar rei:;1ons of '!:h~ liver. 1.thl.~!'". are norma.l.lV poor.lv 

cxygen&ted. .er • .:::1 .;1r-e the r.:~1n r<:ei;l.:::r.!O affected :iv cc1.:.-1nc:uced .~arna(::~ C4~1. t11us 

contributing to ímprove .l.iver ce.l.ls re6POnse ~o inJury. 
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Recard1eas o! the Mo&ehani.so ~nvolvecl ín the e~feets o~ ~denos1ne on i~ver 

c1rrho~ís. inducecs bY CC1M in rata. the =a1ntenance of th~ enercY par&•eters 

of the l~ver ce11 durinc a chronie i.nsuit cou~d be reievant to preserve l~ver 

fune~~on and to de~ay the f1brogenie eCfect o~ the toxi.n. ~hether iar~~r doaes 

o€ the nueieoside or a dif!erent scnedu1e e~ aami~is~ration may resutt 

dete:rm1.ne<1. 
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TABLE 1-
weichts. 

Effects of CC14 and adenos1ne bodY eond oraan 

SALl:NE ADENOSJ:NE 

A. FOUR WEEKS TREATHENT <n-18 per croup) 

Body weicht 
(C) 

Liver/Body 
we.1.ght x 100 

Spl.een/Body 
weight X 100 

Kidney/Body 
weight x 100 

222 .!:. 1.1 

3 .32:_0.11 

o .23.!:.0- 01 

o .35:..0. 02 

217 :.. 11 

3.52±,0.11 

0.25+0.01 

0.34:.,0.03 

B. El:GHT WEEKS TREATMENT (n•1S per group> 

Body weight 
(g) 

Li.ver/Bodv 
weieht x 100 

Spleen/Bodv 
weight x 100 

264 ~ 13 2ee :!:.. 1s 

3.29+0.14 

o. 20±.0. 02 

CC14 CC14 
+ 

ADEHOSl:NE 

210 !:... B 222 .=. 11 

0.36:.,0.02• 0.30=-0-02 

0.36:..0.04 0.35:_0.03 

264 !:. 13 248 =- 16 

Kidnev/Boav 
wei.ght x 100 o . .Jó±.0. 03 0.:33~0.0:::! 0.37~ . ..0.03 ú.34:.,0.03 

The statistical si~nificance oc the differences was tested bV two-

wav analysis ~f variance (ANOVA); • p < 0.01 vs controls. •• p 

0.01 vs CCL4 + saline. 

20 



TABLE 2. ECtects of cci4 and adenosine 

ceiiu1ar ~njurv. 

A. FOUR WEE~S TREATMENT <n-10 per croup) 

A1bum.~n (g/d.1) 3.·o :. 0.3 2.e ... 0.2 

e~i~rubin(mg/d1) 0.6 :. 0.1 0.6 ... 0.1 

SGPT (U/L) 46 :. s 44 :. 3 

SGOT (U/L) 195 ... 10 196 ... 10 

SOCT (Ult..> 166 "' 14 200 :. 16 

SGOH (U/L> 0.2 "- 0.1 o.z. ... 0.1 

A1k.Ph. (U/l..l 41 ... 2 42 "- 3 

B. EICHT ~EEKS TR~ATMENT <n~10 per groupl 

A1bumin e g/dl. > 

Bi1irubin<mg/d1) 

SGPT (U/t.l 

SGOT (U/L) 

SOCT (U/L\ 

3.0 .:;. 0.2 

o.s~a.1 

50 ::.. 4 

197 ~ 10 

175 .:t. '1.S 

3.0 =.. o.z 
O.Et :!:.. O .1. 

s.z ~ 4 

1.94 ~ 1.0 

190 .:.. l.7 

seru~ parameters of 

3.2 :. 0.1 3.3 :. 0.4 

2.9 ... o.s• o.e ... o .1•. 

$22 "- a3• 107 "- 14•. .. 
626 ... 97• 298 :. 30•• 

547 ... 76° 250 "' 2e•• 

º·" ... o. i• 0.5 ... 0.1 

77 "- 10• 53 ... .. 

1..& !;.. 0.2.• 1..0 ~ 0.2• 

2.43 ~ 37• 200 :.. 2a• 

336 "!:... 47• 

SCOH (U/t..) 

Al.k.Ph. IU/'L) 

0.2 !':-. 0.1. 0.2. .:t. 0.1 

Sl. :... 6 so ~ 7 

T~o-way ANOVA: 'P ( 0.01 VS control.g. •• p < 0.01. VS CC14 + sa11ne 

The effect oc of ~rea~ment duration was aiso signiC~cant for a1bumin. 

by three-way ANOVA. 
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TAl!L.E ECCeets oC CCl4 and adenosine 

synthesis and coliacenase activitY. 

hepa~~c col1agen 

SAL:INE ADEr~OSINE CCl4 CC14 

AOENOSl:NE 

A. FOUR WEEKS TREATHENT (ns10 per groupl 

Free PRO 
(umols/g liver> 0.34:_0.02 o. 32±.0. 02. o.s2=..o.os• 0 .43~0 .03 .. a 

(dpm " 10~/ 

u.1r1ol PRO> 6. 2E =._O. 57 7. 78•.0. 50 6.09:,.0.47 .. 6.87~0.SO 

C-:·l::'.agen-bound 
Pro (uund-/g.) o. 50:_0. 06 0.57:,.0.05 2.00:t.0.27• 1.2a~o.13• 

Co1l.agen tc·.lnd 
Hyp(µmols .... 0.11±_0.0Z 0.1.7~0-02 o. 5e:..o. os.• o .35:_0. 04ª 

Colla¡:enast:: 
activi.tY 1..36!;_0.14 1.61~0.16 o. 99±.0. os 2. 09~0.17ª ••a 

B. EIGKT ~EEKS TREATHENT <n-10 per croup) 

Free PRO 
(LJ.mol/g liver> o .34!;_0. 02 o. 36=.o. 03 0.S0±_0.04• o . :3E- ~o . 02. a 

ldpm " 10::0/ 
1.uno1 PF.0) 7 .&o:..o .s2 7 -:.e±.o. se 7. 60!;..0- se 6.99:..0.50 

Col.1agen t:>ound 
Pro Cumol-1/i:) o .61~0 .09 0.62!:.t.:• .1.0 :3. :=?0=..0.43ª 2.45:!:_0.23'" 

Col.1a~en bound 
HYP {µmol.s/g) 0.13-=.0 .02 0.1~·~0.0:! o. 69~-º. 09. 0.$1~0.04ª 

Col.l.agenase 
act:iV:itY 1.51~0.17 1.44~0.17 0.M.t.;!_0.07 1.84~U. 23* • 

Prol.ine and hydroxyprol.i.ne col.l.agen bound wer.;. ~al.cul.ated ac"=crdí.n;l; 

the specific activitv of t.he precursor ami.no acid in each 

Col.lagena.se activi.ty is expressed a~ ug of degradded col.lagen/h,'mg of 

l.iver Protein. Two-Wav AHOVA: •p < 0.01 vs contro1s •• p ~ 0.01. vs 

CCl.4 • sal.ine group. 



TABLE 4. Effects of CCl.4 and adenos~ne on hepatic energY parameters. 

SAL:XNE ADENOS:XNE CCl.4 CCl.4 

ADENOS:XNE 

A. FOUR YEEKS TREATHENT Cn•10l 

ATPlLlmOl./& w.t.) 3. 04:_0. OB 3. 5&:,.0. 24 2 .... 6:..o.ze.· 2 .95:_0 .30 ... 

ADP 0.89,:..0.02 o.83~0. 00 o .84;:.0 .06 o. 92:_0 .06 

AHP 0.19:,.0.01 0.22:..0. 03 0.24_::..0.02 0.24:_0.02 

P:I. 3 .64~0. 12 3.50:..0 .21 3.1.6::..0.33 3. 59:_0. 33 

Nucl.eotides 4.1.2:_0. 09 4.63:..0. 32 3 .54.:!,0. 35 4 .11:_0. 37 

ATP/ADP 3.44:,.0. 09 4. SO:..O. 41 ª :?. • 86::..0- 13ª 3.1.7::..0.10•• 

Ene rey Charg:e O.BS:,.0.01 o. 86:..0. 01 o.e1,:..o.01• 0.83:,.0.01•• 

PhosphorY1ati.on 
potential. 1SBB::t.66 2211:..220 1624!;..l.25 1694;!;..126 

B. EXGHT WEEKS TREATHENT Cn=l.0) 

ATP(µ.mol./g W.t.) 2.93:_0.0S 3.43.:!,.0. 27 Z.32:_0.18ª 2.86:,.0.13•. 

ADP o.a&:_o.02 o.e.r..:,.o.oe 0.89:_0.06 o. 7t:>.:,O. 07 

AHP 0.20::..0.oJ.. o. 23:..0. 01. o. 21::..0 .02 o.2.r..:..0.02 

P:I. 3. 56,::..0. 07 3.32:_0 .16 3 .02;:.0. 27 3.70:_0. l.6 

Nucl.eoti.des 3 .99::._0. 07 4.49:_0.33 3 . ..:.2.:!,0.:?..;.• 3 .06::..0 .::o•• 

ATP/AOP 3.40:.0.08 4. 30:_0 .4Z• ::.;: .61:.._0. 1.3ª 3.92:,.0.21•• 

Energy Charge o. 84;:.0. 01. o. e&=.0.01 • 0.61:,.0.ol.• o .64::..0. 01•• 

Phosphorviation 
poten't.ial. l.606;:.62 2163~203• 1529:,.l.21 1.766~11.7 

Two-May ANOVA: p < 0.01 vs control.s. •ª p 0.01. vs CC14 • saline. 

Energy Charge ATP 1./2 ADP I A~P + ADP AHP: Pnosphorvl.ation 

potent~al - ATP / ADP X Pi. 
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E,.gur@ Legend 

e.denosi.ne groui;:,g ~ 

a.ni.-1&1s per croup. Two-witoy ~OVA -. •p 

• aal.1.ne. 

zt;Qenoai.ne ~ CCl"- E1, 

o.o~ vs. eon~ro1s. •• p 0.01 va CC14 
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METODOS. 

Trat&lniento de anbna1es. Para 1os experimentos con mitocondrias 

a~s1adas. se integraron cuatro grupos experimenta1es semejantes a 

1oa descritos en e1 manuscrito. Estos a~imales re~ibieron el CCl4 

y 1a adcnosina. simultáneamente a la~j dosis ya señal.atlas. por un 

per~odo de B semanas. 

Los experimentos de reversión consistieron en que. después 

de finalizar el tratamiento 

1os animales fueron tratados 

CCl4 por 8 semanas. la mitad de 

solución salina y la mitad 

ndenosina a las dosis previamente señaladas, la forma de 

inyección cada tercer día por un período de 20 días (10 

dosis) o por 40 días (20 dosis). Dos días después de la úl.tima 

~nyección. los ani~ales fueron sacrificados. 

Preparación de ~itocondrias. Las citocondrias fueron preparadas 

esencialmente de acuerdo a lo reportado por Schneider y Hogeboon 

(72) y la proteína mitocondrial. midió por medio de la 

reacción del biuret (73). Las mitocondrias fueron resuspcndidas 

en un medio conteniendo ~acarosa O. 2-5 :-t. TRLS-HCl 10 :cl-1 y EDTA 

1 mM. pH 7.4. 

Lns determinacionés del consuoo du oxígeno se llevaron 

cabo de acuerdo a Estabrook (74), usando malato l m-~ y glutamato 

10 mH como substratos de sitio 1, as{ como succinato 10 m.~ como 

substrato de sitio 11. El estado 111 mitocondrial (+ ADP) 

inició con la adición de ADP a una concentración final de 266_µ.X. 

Reconstitución de 1a lanzadera del malato-uspartaco. La activi­

dad de esta lanzadera se midió esencialmente de acuerdo a1 
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método de Cederbawn et al.. (75) con las modificaciones :LmpleClen-

tadas por Tobin et a1. (76). Las mitocondrias se incubaron 

medio basa1 la presencia de NADH 5 m..'i y ADP 5 mM y 1a 

actividad endógena de este ciclo fue monitoreada por la aparición 

de NAO en el medio después de incubar la pre?aración por 20 min a 

37oc antes de la adición de HC104 (concentración final. 6%). 

Conociendo la actividad endógena de la lanzadera. los 

experimentos de reconstitución se llevaron a cabo manteniendo la 

formación mitocondrial de 2-oxoglutarato como el paso lü:iitante 

de l.a vía. Las adiciones fueron asparcaco 2 m..'t. gluta.mato 5 m.'1, 

malato 1 m."1. 25 unidades c!c calato-deshidrogcnasa y .2 unidades de 

cransaminasa glutámico-oxalacética.. Las r..<.!Zclas fueron incubadas 

por 20 min. a 37ºC• des?rotcinizadas por la adición de HC104 (6%) 

y el. NAD determinado por la reacción de la dcshidrogenasa 

alcohólica (77). 

Potencial eléctrico (~Y') v 4pH en mitocondrias aisl.adas. El 

potencial eléctrico de las membranas mitocondriales se determinó 

por medio del de la snfranina de acue~do con la técnica de 

Akerman (78). 

E1 pH a través de la membrana interna mitocondrial. 

calcul.ó por la siguiente ecuación donde ~ pH • log [glutamatolm/ 

[giutamato]c de acuerdo a lo publicado por Ka.uppinen al. 

(79). donde m y e se refieren a los espacios mitocondria1es y 

citosólicos respectiva~ence. El g1utamaco fue determinado 

enzimáticamente (80). Una conocidos el C:.'f' y el. .!::). pH de 

nuestras preparaciones, el ~/"'-H+ se ca.lculó a parcir de la 

siguiente ecuación: 
~)'"-H+ - l::.'f'- 2.3 R T/F x ApH 
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REDOX citop1ásmico v mitocondria1. Manteniendo a 1os anima1es 

bajo anestesia genera1. se obtuvo fragmento de h~gado que 

conge1ó y homogenizó rápidamente 6~ HC104. Las muestras 

centrifugaron a 10.000 r.p.m. por 10 min. y 1os sobrenadantes 

neutral.izaron con 4 ~t K;:?:C03. E1 1actato se midió en estos sobre-

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

1a t~cnica de Bucher et al (82), marcadores de REDOX 

citopl.ásmico. Como ~arcadores del REDOX citocondrial, la pareja 

de P.., -hidroxibutirato y acetoacetato fue determinada enzimática-

mente por los métodos de MelL:ioby y \.."illiacson (83) y WilliaI:Ison 

y Me11.amby (84) • respectiva.:nente. 

La relación citopl.'i~r.lica ¡..;'.,\.D/¡..;'.i....DH, se ca1culó a parcir de la 

siguiente ecuación: SAD/SADH - l/Keq LDH x {piruvato]/(lactato}. 

asumiendo el valor de 1.1 x io-4~ para la Keq de la lactato-

deshidrogenasa (LDH) (85). L~1 relación mitocondria1 S1W/::ADH fue 

ca1cu1ada a parcir de :~AD/~ADH "" l/Keq f->-HBDH x [acetoacet::ato)/ 

{~-hidroxibucir.ato J, asumiendo que la Kec¡ para la J?:i -hidroxi­

butirato-deshidrogcnabJ (~-llüDH) es de 4.93 x 10-2 (85). 

_,,C"o:.l,,a_,,,5-"e"'n"'a~..__--"-c"o:.l"a"-g'"-c"-n"-a'°'-s"-a~- Los niveles de colágen.a hepáticos y la 

actividad colagenolícica los animales en fase de reversión. 

detcrmin.aron de acuerdo a lo que se describe en e1 manuscrito 

Síntesis de colágena in vitro. Un gramo de rebanadas de hígado 

fue suspendido en 2 ml de medio Krebs-Ringer. conteniendo glucosa 

5 mM. y mantenido en oxigenación y agitación constantes. Después 

de un breve período de equilibrio la temperatura (37ºC)~ 

añadieron 2 ,..u.Ci. de 14c-U-L-prolina y 1a incubación continuó 
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por espacio de dos horas. Al final de la incubación. se introdujo 

través dei capón de hule 0.2 ml. de hidróxido de hiamina para 

cuantificar la cantidad de prolina oxidada hasta C02. El 

incubó en hielo por 30 min y el medio descartó por filtra-

ción y lavados sucesivos de las rebanadas de h!gado para eliminar 

la marca adherida al tejido. Posceriornence las rebanadas fueron 

homogen izadas un buffer de TRIS 0.1 M. pH 7 .4 y obtuvo 

tejido no colagénico y colágena para la cuantificación de radio­

actividad como se describió en el manuscrito anexo. 
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RESULTADOS. 

Cuando se usaron sustratos de1 sitio I. ta1es como g1utamat:o 

y ma1ato (FIGURA l), la administración crónica de CCl4 produjo 

a1t:eraciones todos 1os parámet:ros mitocondrial.es. E1 CC14 

afectó l.a respuesta de las mitocondrias al. ADP )º disminuyó el. 

grado de acoplamiento de ~stos organelos. Incluso la capacidad de 

fosforilación de ~sea~ mitocondrias se vió disminuida por el 

CCl4. refleja un valor más bajo para la rel.ación 

ADP/0. La administración conjunta de adenosina confirió 

protección completa contra las alteraciones inducidas por el. 

téxico ( Fl.Gt:RA l). 

Cuando la respiració~ mit:ocondrial ensayó succinato. 

sustrato de sitio 11, fue claro que el CCl4 afectó t:a~bi~n l.a 

respuesta al ADP, induciendo un cociente r~spiratorio menor 

estas mitocondrias (FlGt:R.A 2); sin Ymbar~v. la ADP/O fue 

significativamente afectada ~n este caso. La ndrninistración de 

adenosina nuevamente corrigió las a:teraciones producidas por el. 

hepacotóxico (FlG~KA 2). 

Las mitocondrins ¿e ani~ales tratado~ CCl4 fueron 

también incapaces de r.:ovilizar y oxidar adecuadamente los 

equivalentes reductores extra-mitocondriales (SAOH). En la FIGURA 

3 se muestra la actividad, tanto endógena como reconstituida, de 

1a lanzadera del malato-aspartato, principal vía hepática de re­

oxidación de equivalentes reductores citoplásmicos. La actividad 

endógena de esta lanzadera fue significativamente disrninui¿a por 

el tratamiento el. t6xico; la adición de lo...; com.pon~nt~5 

citosólicos de vía incremento su actividad 5-6 



(actividad reconstituida). A pesar del.a adiciones. 1a actividad 

de 1a 1anzadera en l.as mitocondrias de animal.es tratados con CCl.4 

fue netamente inferior a1 control. E1 tratamiento conjunto 

adenosina evitó parcialmente 1a disminución l.a actividad 

endógena inducida por el. CCl4. y en l.a forma reconstituida l.a 

protección fue total (FIGURA 3). 

Esta disminución en la capacidad oxidativa mitocondrial. 

inducida por el CCl4. acot:J.pañó de decremento 

potencial eléctrico de la oecbrana cuando se ~idió por la técnica 

del.a safranina. en presencia de succinato (TABLA 1). El trata-

miento con CCl4 redujo en 20 cV a el potencial eléctrico mitocon-

dria1; como respuesta disoinución. hubo un incremento en 

el. gradiente de pH a través de la ceobrana mitocondrial; sin 

embargo. fue suficientu para mantener potencial electro-

qurntico ( Ll_...v.... H-t-) semejante al control.. La admini.stración de 

adenosina tiende a mantener el potuncial el~ctrico de la membrana 

m.1.tocondrial. corri~i.endo parcialmente los cambi.05 el 4,...~H+ 

que induce el tóxico (TABLA 1). 

Los datos obtenidos de deficiente capacidad 

oxidativa mitocondrial lo~ or~anclos aislados de animales 

tratados con CCl4, ~e reflejaron también en alteraciones ~ 

del estado REDOX. tanto el citoplásmico como úl mitocondrial. 

La administración de CCl4 promovió increoento en el nivel 

de lactato hepático. acompañado de una disminución en la caneen-

tración de piruvato; ambas nlteraciones causaron moderado 

desplazamiento de la relación ~AD/~ADH citopl5smica hacia e1 

estado reducido (TABLA 11). La admini~tración de adenosina 
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oia.ntiene e1 estado REDOX citop1ásmico a expensas de corregir 1as 

a1teraciones sobre el lactato y piruvato inducidas por el tóxico 

(TABLA 11). 

Más evidentes fueron las alteraciones del estado REDOX 

mitocondrial presencia de CCl4 (TABLA 111). El drástico 

aumento del í='-hidroxibutirato y la disminución del. acetoacetac.o 

indican una relación NAD/~ADH mitocondrial ~uy disminuida por la 

acción del tóxico. Esta reducción en la mitocondria. que corre1a­

ciona con la pobre oxidación acoplada de sustratos. inducida por 

el CCl4. fue cocpleca~~nte bloqueada por la acción del nucleósido 

(TABLA 11.L). 

Esta tendencia del CCl~ a alterar el estado redox celular 

vió tambi~n reflejada la pareja de glutatión oxidado v 

reducido. El tóxico promc.·.·ió una disr-.inución sig,nificativa el 

glutatiór. reducido. alterando la relación GSH/GSSG (TABLA IV). 

La admini~tración de ad,;nosina per se t:.cvo el efecto de aurient:.ar 

la cantidad cor.al de 8lutatión, espccialmontc el oxidado, lo que 

disminuye la relación GSH/GSSG. Lna observación interesante [ue 

que la administración conjunta de CCl4 ~ás adcnosina mantiene los 

ni.veles de glut:.at:.ión reducido y Ceja la relación GSH/GSSG en 

valor inter~edio entre el grupo control y los animales tratados 

solamente con CCl4 (TABLi ... l'-"). 

Esta protección completa de la función mitocondrial ror la 

adenosina durante la fibrogéncsis inducida por el CCl4. así como 

e1 manteniciento de adecuada disponibilidad de energía 

celular (ver tabla 4 del ~anuscrito), nos llevó a preguntarnos sí 

el hígado fibrÓtico la corrección d~ es~os parámetros energé­

tícos. por cedio de la administración de adenosina, permitirían 
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revers~ón mis e~~tosa dei proceso fibrót~co. 

Para responder a esca pregunta. se 11evaron a cabo una ser~e 

de experimentos en ios que después de que la fíbrosís hepática 

hab~a ~nscalado por un tratamiento con CCl4 durante 8 semanas. 

estudió 1a evolución del t~jido fibroso en anímales contro1es y 

aquellos que recibiecon adenosína por un período de 20 40 

d.tas. 

La FIGURA 4 muustra la cantidad de co1ágena por gramo de 

hígado en función de los días posturiores a1 tratnmienco. A los 

dos dins de finalizar el tratamiento con CCl4~ 1as ratas mostra-

di:! 4 veces 

hepática; mientras que 

so1ución sa1ina no hubo 

la conc~ntración de co1ágena 

los animales que só1o recibieron 

reversión a?nrente de la fibrosis. 

excepto por una leve caída en la cantidad de colágena a 1os 40 

d{as. los anicales tratados con adcnosina fue evidente 

recuperación o reversión del proceso tanto en función del ciempo 

del número de dosis d~l nuc1~ósido que admini.straron 

(FIGURA 4). 

En 1nc.cnto por di1-uc1dar ~l mecanismo 1nvol.ucrado en la 

reversión de la fibrosis inducida por la adenosina. se oidió 1a 

s~ntes1s de colágena ~ y la actividad colagenolrtica 

eseos animal.es. 

A 1os 20 d!ns despues de interrumpir la administración de 

CCl.4, los an~mal.es que solo recibieron sol.ución salina mostraron 

disminución en la oxidación de pro1ina a COz 1.a cua1 

acompañó de un increcen~o en la incorporación de prolina pre[e­

rencialmence a col.ágena ya que en las pro te í:nas no colagénicas • 

la radioactividad fue: ser::i.cjante al control (TAliLA V). A l.os 40 
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d~as de recuperación se restauró la capacidad de oxidar prolina y 

1a srntesis de colágena apareció normal al compararla a la de los 

animales controles. Por otro lado, los animales que recibie-

ron adenosina se observó que mientras que la oxidación de prolina 

C02 fue semejante al control, hubo una marcada tende~cia 

disminuir la incorporación del amino ácido tanto proteínas 

cola génicas co15gena (TABLA \'). La actividad de la colage-

reveló hechos también int~resantcs: cientras que al finali­

el trat:acien~o co~ CCl4 la actividad de esta enzima fue muy 

baja (FIGURA 5). c:!urar.'tc l.:J recuperación se obs~rvó un increnento 

gradual. en su actividad, siendo ésta c.'íxica en los animales que 

recibieron adenosina durante la fase de reversión. de tal manera 

que a los 40 d!as de recuperación existió un incremento signifi­

cativo de la actividad en los animales que recibieron adenosina 

cuando comparan con aquellos que sólo recibieron solución 

salina por el mismo espacio de tiempo (FIGURA 5). 
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D'I.SCUSl.ON 

La pregunta que surge es. cómo 1a administración del 

nuc1e6sido puede reducir la fibrogénesis inducida por el CCl4 al 

tn.1.s~o tiempo que preserva ln función hepática. dado que como 

demuestra el presente trabajo. 1a adenosina fue incapaz de 

b1oquear el metabolismo del tóxico, y de hecho el retardo que la 

adenosina ejerce sobre 1os efectos primarios del CCl4 sólo están 

confinados al tiempo que tarda en metabolizarse la dosis de 

adenosina e~pleada. 

El papel del estado energ~tico del hígado durante la genera-

ción de la fibrosis hepática ha dilucidado todavía; sín 

embargo, al 

disminución 

responsable de 

existe reporte donde se establece que 

la carga energética en ratas cirróticas 

deficiente síntesis de albúmina estos 

animales (57). Dado que la cantidad de ATP en un momento detenni-

nado el resultado de un balance entre síntesis y l.a 

reacciones consumidoras de energía. rc~ulta 1-ntcrcsante que 

recientemente han demostrado profundas alteraciones de la 

función mitocondrial por la acción del CCl4. Se han reportado 

alteraciones tales di8cinución del de ox!.geno 

(preferenci.almencc con sustratos del sit:io 1.) 9 dismi.nución del 

control respiratorio que habla de defici.ent:e acoplamiento 

mitocondrial y decrementos en la producción de ATP (58}9 asl como 

alta susceptibilidad al daño en mitocondrias de animales 

ci.rrót:icos expuestas a breves períodos de hipox.1-a ( 59). Todos 

eseos antecedentes hacen pensar que en animales crat:ados 

CC14. los mecani.smos de síntesis de ATP se encuentran alterados 
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y pueden ser responsab1es en una gran proporción de 1a caída 

l.a carga energécica enconcrada en e1 presence trabajo. 

En nuestras condiciones. 1os anima1es tratados CC14 

tuvieron una deficience oxidación de suscracos canto de1 sitio I 

de1 sitio II. cuando 1a respiración fue estimulada por 1a 

adición de ADP. Esto produjo una disminución los cocientes 

respiratorios para g1utapaco-ma1ato como para succinato. 

de acuerdo con pub1icaciones previas (58). 1a ADP/O solo 

afectó sustratos de sitio I. corroborando que este sitio 

micocondrial. el mas lábil a la acción de 1os t6xicos. 

también ha sido reportado en la intoxicación crónica con etanol. 

(86.87) •. (FIGURAS 1.2). 

Estas alteraciones fueron acompañadas de transporte 

deficiente. a través de la t:1cmbrana rnitocondrial~ de los equívc~-

l.entes reductores generados citoplasma (FIGURA 3). La 

actividad de la lanzadera del malato-aspartaco endógena 

reconstituida fue disrninuida por el CCl~~ lo cual indica un 

efecto primario en t:<stas m.ít:ocondria!"., que puede ~stnr localizado 

nivel de la membrana micocondriJl, especialmente teniendo 

que e1 CCl4 durante mctabvlismo su~ceptíble de 

generar radicale~ capaces d~ atacar ~ernbranas bío1ógicns-

La protección casi completa que ofreció la adcnosin~ ~obre 

los pariil:letro::> r:i.itocond!'.'ialcs corro::l:1cio1.a bien con acción 

manteniendo adecuada carga energética y niveles de ATP 

hepáticos que pcr~it:an a la célula ofrecer respucst.a la 

agresión que representa la íntoxLcación con CCl4. A ese~ respec­

to. i1emos sugerido en comunicaciones previas (70) que el nucl·-~-

~ido puede ofr~c~r prot~cción estabilizando a las membranas 
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ce1u1ares contra 1os ataques de otros tóxi.cos ta1es 

etano1. 

Re1acionado afirmación fue e1 ha11azgo de que 1as 

a1teraciones que produce e1 CC14 parámetros ta1es e1 

potencia1 e1éctrico de membrana. así como el potencia1 electro­

químico del protón. sean casi completamente revertidas por 1a 

acción de1 nuc1eósido (TABLA I). 

En concl.usión. pesar de que la ad~nosina no b1oquea e1 

efecto tóxico de1 CC14, su acción podría ser a nivel de mantener 

adecuada función mitocondria1 y permitir 

más eficiente de la c~1ula. En concordancia 

recuperación 

esto. 

encuentra e1 hecho de que las células de animales tratados 

CC14 mantienen un estado REDOX ~á5 re¿ucido. tanto citoplásmico 

como mitocondrial. lo cual debe cambiar el pa~rón metabólico de 

c~lulas al interferir co~ las vías dé oxidación que 

requieren t;l~D cocn.:in:.a (TABLAS 1I,1ll), bien pueden 

promover alteraciones del metabolismo de prccursorc~ de 1a 

colágena. de la prolina y la actividad de 1.a 

prolil-hidroxilasa (88,b9). En capbio. el ani~al tratado conjun-

tamente adenosína presentó estado REDOX similar al 

control, 1-o que posibilita corre~:ir las altcra..:ionus que el CC14 

pueda llevar a cabo desplazando el equi1ibric de óxido-reducción. 

Se ha reportado que el glutatión reducido es capa.: de ~ejorar 

ciertas a1tcracioncs d~1 CCl~. tales como el hígado graso (90), 

1-a inhibición de la slntesis du protelnas (91) incl.uso 1.a 

supervivencia de los animal~s a una dosis aguda de CCl4 (92) • De 

1os nivel.es de glutatión reducido representan 

defensa ce1ular al ataque de a1gunos tóxicos (94.95). En nu~stros 
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an:1.ma1es. e1 tratamiento continuo ~1 CCl4 dis~inuyó 1a 

concentración del tripéptido y alteró la relación GSH/GSSG. 

probablemente disminuyendo la capacidad de defensa de 

sistema a la intoxicación. Los animales que recibieron adenosi-

na. a pesar de que el metabolismo del CCl4 fue bloqueado. 

mostraron valores nonnales o ligeramente aumentados de estos 

metabolicos lo que podría contribuir a la protección de la célula 

contra el CCl4 (TA.BL.-\. IV). 

La cuestión refiere a que si la protección la 

función mitocondrial, inducida por la adenosina, permite la 

reversión o la rccup~ración de la fibrogénesis generada por el 

Durante ~O o 40 días después de suspender el tratamiento 

CCl4, el grupo que recibió sólo solución salina 

escasa reversión espont5.nca de l.:i. fibrosis (F!.G\.'R.,.\ 4) - En cn:::i.bio 

el grupo que recibió adcnosina por el ~ismo período de tiempo. 

presentó dc5apariciGn gradual de la coláguna acumulada, 

siendo significativ~ la diferencia entre ambo~ grupos a los 20 y 

40 d!as ae recuperación. 

En varias especies animales cuando se ll~van a cabo traca-

mientes con CCl4 por un pcr{odo de tiempo de l a 3 ha 

encontrado que dcspues de suspender la ad~inistración del tóxico. 

siempre existe cierto carbcn de reversibilidad de la fibro~is 

hepática funciún del tierr.po, ~iendo reversibilidad 

comp1eta parcial (95,96) - Pero se ha C!'.>tnb1-ccido que esta 

reversibilidad ocurre en una etilp.:i que se le denomina temprana, 

para diferenciarla de (avanzada). donde el proceso de 

fibrosis hepática parece irrcvl!rsiblc muy lentamente 

reversible (97). En nu~stras condiciones. la administración de 
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adenosina 1ogró reversibi1idad significaciva de1 proceso 

f1br6t1co en un período de tiempo re1acivamente corco (FIGURA 4). 

E1 mecanismo por medio del cual la adenosina revierte o permice 

la recuperación de la fibrosis h(!pácica esta sujeto a estudio: 

el presente trabajo su exploraron tanto la síntesis 

degradación de colágena en animales sujetos a recuperación de la 

f1brosí~ hepática. En los anímales tratados sólo solución 

sal.ína, v desput!s de 20 días de recuperación, persiste 

est.únul.o en la síntesis de colágena hepática, cuando se co~para 

con l.os animales controles (quu recibieron ac~ite vegetal por el 

mismo espacio de tiempo); esta increccntada BÍntcsis de colágena, 

que persiste después de ~uspcnder ~1 trata~icnto con el tóxico 

ha encontrado por otros autores (98J; estu hecho tal vez 

desprenda de la alca ¿isponibili<lad del precursor (prolína), dado 

qu~ hí.gados fueron deficientes para oxidarla, 

probabl~~entc debido a un efecto en la prolil oxidasa 1a cual 

ha mostrado ser scn~ible al tratamiento crónico con CCl4 (99). 

A los 40 d!as estos defectos se han corregido ~ la cantidad de 

colfigena en el hi~ado t~nd~6 a baj~r. sin ser significativa 

reducción (TABLA\', FlGU1'V~ 4). E.n los animal.es con adenosina, por 

alguna razón, exi~tió una corrccciún mucho más temprana de estas 

a.normalidades metabólicas, lo que favoreció que desde los 20 días 

tuvieramos una reducción neta ¿e tejido fibroso; A los 40 días 

existía una actividad cola¡;;enol!tica incrcmuntada ambos grupos 

(FLGUaA S), pero dicha actividad pareció ser m5s efectiva en el 

grupo de adenosina donde tuvimos un reducción mayor de la 

colágena ht.!p5tica. La pre¡.?,unta a contestar es, ¿por qué la activi­

dad de cola~enasn ~~ alta en los animal.u~ tratados con salina. y 
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1a remoción dei t:ejido co1agenoso ocurre tan ientamente1. Aunque 

carecemos de datos exper1mentales para contestar a esca pregunca. 

posibiiidad a ser expiorada es s! e1 tratamiento de adenosina 

a1 corre&~r parcia1eente las a1ceracíones la col&gena. que 

~nduce el tóxico (e.g. el incremento glucosaaminoglicanos). 

pudiera permitir mSs adecuada unión el sust:rato 

(col.ágena) y la enzi~a (colagenasa). favoreciendo as! 1a 

degradación de mol~cula en un espacio de tie~pa más corta. Sin 

embargo. ~Sta posibi1idad si~ue siendo solo especulación~ 

En conclusión. la administración de adenosina en an~males 

tratados crónicacente con CCl~. evitn parcia1mente la fibrosis 

hepática y permite una t:::i.ayar recuperación del hígado cuando el. 

proceso fibrogénico s~ ha instalado previa~ente. Es~os efectos 

pueden el resultado de un nanceni~icnto de la función 

mitocondrial~ y por ende la dísponibilidad de energía que 

conserve las funciones metabólicas norrnal~s de los hepatocitos y 

les permita respond~r d~ una forma mnb exitosa a l~s aiteraciones 

que induce el hcp~tot5xtco. 

El de 1a adcnosina en las intoxicaciones crónicas 

CCl.4. qut: faci1-i-tan el des".lrrol.lo de cuadros degenerativos del 

ht.gado 1a f ibrosi.s hepática~ se vi.en'-' a sumar al núciero di= 

farmacológicas qu~ s~ pueden emplear para dilucidar los 

mecanismos de lesión crónica del hlgado, as! como posible 

prevención y reversión~ Esto le confiere ai nucleósido la posibi-

1idad d~ í~plicaciones ci!nicas como un recurso ternpeútico 

pacientes que sufren cirrosis. 
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TABLA I 

POTENCIAL ELECTRI.CO Y tÓ. pH MI.TOCONDRI.ALES EN RATAS TRATADAS CON 

CC14 Y AOENOS1NA. 

"Ira e.a.miento Al.¡I ¿),pH 6,µH+ 
(sV. neg. adenero) 

Control.. 148 ± 3 0 .. 40 :t 0.04 172 .:!: s 

Ad.e..nosina 143 ± 2 0 .. 43 :t. 0 .. 04 169 ±4 

CC1.4 128 ± 2"' o.so ± Q.03 158 ::!: 4* 

CC14 + 
Adenosi..na 

142 :t. 3** 0.37 ± 0.03 165 :!: 5 

Los resu1tados son promedio~ E.S. de por lo menos 8 determina-

cienes individuales. El.. potencial electroqu~mico ( Ll./-"- H+) 

ca1cu1ó ~or 1n ecuación descrita en Métodos. En e1 de 1n 

determinación del potencial eléctri..co, el medio de reacción 

consistió en sacarosa 40 rr...~, KCl 40 m..~, EDTA 0.4 m..~. MgC1z lO inM. 

TRI.5-HCl 50 m..'1, Fosfato 4. 8 o:-: :.· safranina 30 µM; L::is mitocon-

drias se incubaron en presencia de succinato 5 mM. 

p L_0.01 

p~ 0 .. 01 

el control 

CCl..4 
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TABLA II 

LACTATO., PIRUVATO Y ESTADO REDOX CITOPLASMICO EN HICADOS DE RATAS 

TRATADAS CON CC14 Y ADESOSINA. 

Trat.:ami.ent.:o Laccat.:o (m."i) Piruvac.o (mH) Re1. NAD/NADH 

C011c.ro1 l. 70 :!: 0 .. 17 0.15 :t 0.02 197 ±: 24 

Ad.enosina 1.60 :!: 0 .. 10 0.17 ±.. 0.02 951 :t. 115 

CC14 2.57 :!: 0 .. 43* 0.12 ± 0.01* 436 ±: 66* 

CC14 + 1.85 :!: 0 .. 20 0.15 = 0 .. 02** 714 ±: a3** 
Adenosinn 

Los resultados son el promedio ± E .. S. de por lo menos 8 determi-

naciones individua.les .. La relación NAD/NADH fué ca1culada como se 

especifica en la sección de Métodos. 

p ..e:.. 0 .. 01 el control 

p .e(.. O .. 01 contra el grupo de CCl4 
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TABLA III 

~ -HIDROXIBUTIRATO • ACETOACETATO Y ESTADO ltEDOX 1'f1TOCONDR1AL 

HEPATICO EN RATAS TRATADAS CON CCl.4 Y. ADENOSINA. 

Tratamiento 

Con.tro1 

Adenos:ina 

CCl.4 + 
Adenosina. 

~ -hidro:acibutirato 

(mM) 

0.2.6 .:!:: 0.03 

0.23 ± 0.03 

0.48 ± 0.01* 

o. 2s ±. o. os** 

Acetoacec.ac.o Rel.. NAD/NADH 

(mM) 

0.21 z- 0 ... 03 16 ... 4 :t 2 .. 3 

o. 22 .:!: 0.03 19 .. l ~ 2. .. 3 

0.13 .:!:: 0.01* 7 .. 5~1 .. 1* 

o. 22 .:!:: 0 .. 03** 17 .. 2 .:t 1 .. 9** 

Loa resu1t..ados son ~1 promedia ± E.S. de por l.o menos 8 determi-

naciones individual.es. La rel.aci.ón ~/NADH se ca1cu1ó de acuerdo 

con l.o descrito en Métodos. 

p -<. 0.01 cont.ra el. control. 

p ,¿:,_ 0.01 contra el CCl.4 



TABLA I.V 

GLUTATI.ON REDUCIDO (GSH) Y OXIDADO (GSSG) EN RATAS TRATADAS CON 

Trac.am:tenco 

Conc.ro1 

Adenosi.na 

CC14 + 
Adenosi.na 

Lo• resu1cados 

i.nd.ivi.dtsales. 

CCl4 Y ADENOSINA 

GSH (mM) GSSG (mM) 

3.74±0.12 0.27 ~ 0 .. 01* 

4.04 ± 0 .. 20 0 .. 36 ± 0 .. 01* 

3 .. 37 ± 0 .. 15* 0.32 ± 0.03 

3.97 ± 0.16** 0.34 ± 0.02 

promedio ~ E. S. de por 1o 

p.C:.. 0.01 contra e1 conero1 

p< 0.,01 contra e1- CCl4 
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GSH/GSSG 

13.9 ± 0.5 

11 .. 2 ±. 0.4* 

10 .. 5 ~ 0 .. 6* 

11 .. 7,:t0 .. 6* 

daeos 



TABLA V 

EFECTO DE LA ADENOS1NA SOB~E LA Sih'"TESIS DE COLAGENA 1N V1TRO 

Traeam:i.eneo 

cone:rol. 

cc.i,. + c20) 
Ad..e.nos:i.na 

CC14 + (40) 
Ade.noa1.na 

POSTERIOR AL TRATA...'11E.h"'IO CON CC14. 

51.4 :t" 4.6 

49.5 ;t 5.1 

46.9 :!: 4.2 

47.2 ::!:. 4.3 

ProceWa no 
c..olagén:i..c.a 
(dpm X 103) 

1.81 ~ 0.15 

1.69 ±. 0 .. 19 

l. 74 z 0.14 

1.58 .:!:. 0.13 

1.31 :t 0 .. 11* 

Col.ágena 

(dpm X 1Q3) 

0-46 :!:. 0.04 

0 .. 51 :t. 0.04 

o.43 :t 0.04** 

Las resultados ~on prouiedio ;t E. S~ de por :l.o menos 6 d.etermi.n.a­

ciones. En paréntesis se indica el número de d~as de recuperación 

después de suspender el CC14. 

p < 0.01 el. c::oncro1. 

** p < 0.01 contra el. CCl.4 
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P1ES DE FIGURA. 

Ti.gura 1. OX1DACION DE SUSTRATOS DEL SITIO 1 ~~ H1TOCO!IDR1AS 

AISLADAS DE RATAS TRATADAS ces CCl4 y .ADEXOS1NA. 

Los resultados se expresan como promedio~ E.S. de por 1o 

7 experimentos individuales. El de ox{geno por 

mi.C.ocondri.as obtenidas tratados aceite 

vegetal. (control) LJ 
de animales 

adenosina Q y 

ad.anosina a 
mal.aco m.'1. 

ensayó l.a adición de gluca:naco 10 =1. y 

ausencia de ADP (S !.\') o en l..o. presencia de 800 

nanomol.as de ADP (S 111). 

Figura 2. OX1DACIO~ DE SUSTRATOS DE SITIO 11 POR ~1TOCOXDR1AS 

AISLADAS DE RATAS TRATADAS ca~ CCl4 y ADENOSINA. 

Los resultados se expresan coco pro~edio ~ E.S. de por lo 

menos 7 experimentos individual.es. La oxidación de sustratos por 

el. sitio 11 m1.tocondrial.. midió con la adición de succi.nato 

10 i:n..~ en los organelos d~ los grupos experimentales descritos en 

1a figura l. 

1"1.gura 3. ACTIVIDAD DE LA l..A!~ZADER,.,\. DEL MA.l....ATO-ASPARTATO EN 

M.I.TOCONDRIAS DE RATAS T~TA.DAS CON CCl.4 Y ADENOSIKA. 

La actividad de la lanzadera del malato-aspa.reato midió 

describe l.a secc ióo de !1.étodos.. tant:.o en fol:'tna 

endógena O • despu~s de 1a reconstitución ~ • Los 

resul.t:ados promedio ~ E.S. del n-Gmero de experimentos 

:lndicados en l.as figuras ~nteriores. 
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Fi.gura 4. NIVELES HEPATICOS DE COLAGENA DURANTE LA RECUPERACION 

DE ANIMALES TRATADOS CON CCl.t, Y ADENOSINA. 

Los ni.vel.es de col.ágena en ani.mal.es tratados durante l.a fase 

de recuperación (después de suspender l.a admini.stración de CCl.4}. 

corresponden al. promedio = E.S. de por l.o menos 

i.ndi.vi.dual.es en cada grupo. 

casos 

Fi.gura s. ACTIVIDAD DE COLAGE.~ASA HEPATICA DURANTE LA 

RECCPERACIOS DE RATAS TRATADAS CON CCl.4 Y ADE..~OSINA .. 

Los resul.tados corresponden al promedio = E .. S. de por l.o 

menos 6 di.ferentes decerr.iinacion~s individual.es. 
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