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1.0.00  RESUMEN

En el presente tranajo, se estudio la‘accxvxdau del
si1stema de la gamma giutamil tiranspeotidasa (GGTF). en -
las membranas plasmaticas de hepatocitos provenlientes Ae
higados en regeneracion ¥ de higacdos cirroticos.

Los animales tratados acudamentve con CCl1  recabire——
ron una dasis unica de V.S mls 100 g de peso., de una mez—
cla de CCl /sAceirte de maiz 1:1 v,/v, dgministrada por via

4 .
oral. Los animales testigo recibleron unicanense la do--—
sis eguivalente de acei1tve de maiz U.23 mislog g de peso
por la misma via. .

La 1ntoxlcacion cronlca (Ci1rroslis:, s produ.jo me--—

diante la administracion de CCl tres ;ecea por semana -
4 .
durante siete semanas, por via latraperitoneal. E1 ol
. 4
se administro diluldo en aceirte mineral. la uilucion ———
vario desoe 1:7 a l:4, de modo de compensar la dosis ---—
con la variacion del peso de los animales. .

Otro gruso de animales recibi1o el misme tratamiento.
con CCl. durante siete semanas; DErc conuntamente, re-—-
cibieron una dosis de 10 microgranos ae colcnicina di——-
suelta en 0.5 ml. de agus Dor via oral. cinco dias a la
semana. Otro gruno de animales recibio solamente la col-
chicina en la misma torma antes sehaladga.

Nues tros resulcadns indican gque la activipad de la_

gamna glutamil transpeptidasa diminuye & las tres horas

despues de la intoxtcacion aguda y alcanza un minimo &



las once horas, postel‘lnl‘men_te la actividaa se recupera
y sobrepasa el valor normal para llegar a un maximo a -
las setenta y dos horas despues de la intoxicacion, al-
&an:ando los Qaloras normales a las doscientas cuarenta

horas despues de haber administrado el CCl .

En los animales cirroeticos, la actividad de la -
gamma Qlutamil transpeptidasa, no mostro variaciones --
significativas cun-respecto a los controles. Los arupos
tratados con colchicina tambien se compoarsaron caoma los
normales.

Nuesgrcs resultados 1ndican que despues de una he-
patitis toxica, el higadeo se regenera, pero aue no exis-—

te evaidencia de regeneracion nepatica en los higados. ——

cirroticos tratados o no con calchicina.



nresenta cuatro lobulos separados déumanera.lhcomabeta y.

su superficie externa estd revESt1da DOriUNA Tina capsu-

conductos hepaticas (2

El higado tiene un dob

guinea (Figura 15, La“vena: p
gue ha pasado hor los :apiiéres:oel,;ubq o

bazo y del pancreas, sumintistra-apro

tancias nutritivas, pero relatvivamente Dobee en Qu[qenui

‘For otra parte, la arterla‘henétxca‘tEEQSDQQCaisanQrg"i’"
biren oxlaenada. Ambos si1stemas ae aucrté sénguineo\éé'——’
mezclan &l pasar por las si1nusolo@s oe los lobulillos.

La sangre ae las sinusoildes fluye hacia el centro ~
de cada lobulillo donde es recocloa oot ls vena central
(3). La unidad eshruccture] clasica det organo es el lobu-
lillo hepatico, un prisma poliedrico de ta2j)lao. gue —=—-—-—
contiene placas anastomosadas ge celulas parenguimatosas

v un sistema laperintico de sinusoides sangulneas. Las -



—4-

Sinurcides

Remo delo
vena potia

Ramodela
arteric hepdtico

- Fig. 1.- Direceidn dg los flujos sanguineos y biliar en un
- segmento de lobglillo hepdtico. Las liminas celulares

y los sinusoides se disponen en forma radial alrededor
de la vena central {venula hepitica terminal). La san
gre, proveniente de terminales de la vena porta y de
la arteria hepatica, situadas en los canales portales,
fluye a lo largo de las sinusoides y se vacia en la ve
na central., El dibujo estd basado en una ilustracidn
de A.W. Ham. textbook of Histology. ‘I.B. Lippincott
company, Filadelfia, 1965. )



.ramaé de 10s vasos sanaulineas aterenrces y de los conduc-—
tos hepaticos corren a lo largo de los boraes del polie-
dro 'y ta vena central pasa por el centro ds este (2).

La bilis producida por las celulas parenauinatesas,
es secretads en el 1nteri1or de diminutes capllares o ca-
naliculos billiares gue exlsten entre las celulas epite——

liales glandulares. En la periferia del lobulillo, la —-

bilis fluye hacia pequenos conductillos hepaticos y,
posteriormente hacia conductos biliasres mas grandes. E1
higado esta Tormado por aproximadamente, un milldn de
unidades lobulillares. El higado es esencial para la vi-
da y los mamiferos sabreviven & la hepatectoma parcial
fundamentalmente porgue las ceélulas tienen extraordina—-
tr1a capacidada de regeneracidn y la facultad de soportar
grangdes aumentos de erigencias metabédlicas. Funciona como
una glandula exédcorina v como una glénaoula Endécr}na. S
creta bilis, que fluve hacia el dunodeno y que tiene, en-—
tre otros componentes, sales biliares, colesterol, Tos——
folipidos y pilgmentos tilliares. La lecitina aue es el —-—
tosTalipido mas i1mportante v el colesterol san insolu~--—
bles en agua, pero son capaces de formar micelas mixtas
con las sales biliares, por lo cual, permiten que se —-—-—
lleve a cabo la emulsificacidn de las grasas antes de =u
digestion. La sangre portal lleva los alimentos digeri——
aqos y sh! se almacenan carbohidratos iglucogeno), oro—--—
teinas, vitaminas } algunos lipidos. Las sustancias al—-—

macenadas aue No son utilitacas por el nepatdcito, pue——



den ser liberadasa a la circulacion general, ya sea di-—
rectmente como la glucosa, © blén ligados a un téanspov-
tador cémo los triglicéridos, que salen formando parte de
una lipoproteina (2).

El higado también sintetiza muchas sustancias en ~—
respuesta a las oemandas. oel organismo: albUmina y otras
proteinas plasmiticas, oluccsa, aci1das grasos para ta —-—
sintesis de trigliceridos, colesterol y fosfolipidos.

Metaboliza compuestos exdgenos, como drogas @ Lnsec—
ticidas y compuestos endboenos. como asteroLoes.

A causa de su gran capacidad vascular, Sirve comag =
reservorio sanguineo. Durante la embriogenesis y en cier-
tas entermedades del adulto. tiene actividad hematopoye-—
tica. Finalmente, la abunaancia de macrdragos, hace ael -
higado uno de los principales filbros para las particulas
extrafMas, especialmente las bacterias y antigenos prove—-

nientes del intestine (Z).

2.1.00 BASES ANATOMOF ISIGLOGICAS DEL DRAAO HEFATICO.

l.a organizacidn de las unidades microctrculatorias ~
ael higado, influye &n &l WMECARLISMO d8 MUCNOS cambios pa-=
tolégicos 2).

Rappaport (S mencilona oue el hepavocito no esta or-—-
ganizado alreoedor de la vena central, (dobulille elasico)

s1N0 Que la unidad estructursl y funcional del higado eg

2l acino hepdlico. esta unidad es semejlante al lobulillo

portal y. a menudo e descripe como ila unlgada funcional



mads pequefia del higado. El acino hépético simple, se de—-—
fine como una masa irregular de tejido parenguimatoso ho
encapsulado, que se encuentra entre dos o mas venulas he-—
paticas terminales (venas centraleé). £l eje de esta uni~—
dad llamado esp#cio portal, contiene una raiz del canal
portal principal, una venu{a portal terminal, una arte---
riola hepatica, un cqndu:txllo biliar. vasos linfaticos y
nervios . En los cartes hxstopatolégxcus. comprende sola-
mente peguefios segmentos de los lobulillos cldsicos aa---
yacentes (39). .

€l concepto de zonas circulatorias ac;nusas. ha sido
extendido por Rappaport, para esplicar . la apariencia ---
hiscnlégiEa de muchas alteraciones patoldoicas en el hi-——
gado (6). )

Rappaport y cols., encontrardn que el tejido dentro
de cada acino recibe sangre de 10s vasos de su propio es—
pacio portal. Dentro de cada acino, las celulas parecen -
agruparse en Zonas toncéntricas alredeaor de su eje. Lag
células mads préximas del eje y 1os_vasns aferentes termx;
nales (zona 1) son las primeras que reciben sanare y sus—-
tancias nuéritivasw las ultimas que mueren y las primeras
en régenerarse (6);

Las cédlulas en la Zona 3, estan situadas en la peri—-—
feria del acino y reciben sangre que ha intercambiado ga—.
ses y metabolitos :oé las células en las Zonas 1 y 2. Este

anillo parenquimal es mas sensible al dafo por disturbios



Los cambios en 1a mic

cpservan In vivo después ae " un

bidas principalmente al.aaho def

do por una sustancila enddae

Las sustancras’ tdxicds s empiri@zan a,'ﬂrauoli:ér»an

la Zona 1, dabiando las microcavas .afer enao

un 1RCremento en la permeabllidan -y,

henortag:ia.

c10 portal a las fZonas 1.

rrelacion funcional de la @struccura §c1n§r propuesta  por

Rappaport (4.

2.1.08 ZONAS CICROCIRCULASTORLIAS 1t S HETEAUSENE (DAL EMZLIMAT LA

Y METABOL1ICHA.

La diferente 1rritacidn v presién ae oxigeno en las =

Zonas 1 ¥ oL Crean un micrgamblente especitico para actil-—



vidades enzimaticas.

La Zona 1, en &l area periportal, tiene una presidn -
de oxlgena no alta, mientras que la presidn de oxigeno en
la Zona 3, gue se encuentra en la ner{ferxa del acing 'y en

la vecindad de la vena central, s baJja.

En la Figura ( Z ) se observa la difarente orgal ;:éf~”
cion metabédlics en estrecna relacion con la direccidn dei

flujo sanguineo en el acino hepsvico. =

Las células en la Zona 1, presentan mavat ﬁ;nt?sisﬂde

glucdgeno que las de las otras zonas, como se-indica:por -~

los altos niveles de VDF glucosa wuridin dlfasiain;glucnsa.
L=4 glucasil transferasa. fosforilasa x'q}ucn5;‘;<é{; ;—f_
vfnsfatasa (7). Estas célulées contienen numerasas mx:ﬁcun—~
drias y los procesos oxltgatblvos operan a un alto nivel por
via del ciclo ge kreps. tamblén se NA encontrads actividad
de enzimas resniratorlas, como succinill oesnidrogenasa, ——
cxéa:romu ouidasa y —glucurodinasa, para la glucuronizacidn
de sustancias y Qrogas a ser excretadas.

Se ha demostrado que la Zona 1, es la principal srea
en la formacidn de proteinas plasmdticas. La‘Zfoma 1, -=————
también es mas activa en la ssecrecidn de bilis.

En la Zona 3. se ha observado mayor cantioad de re-—-—
ticulo endopl4smico y menos mitoconorias gue la Zona L, —--
agui hay mds cantidad de NADH y NADPH (9). El glucoueno se
almacena y hay formacién de grasas v pigmenctos (3.

Esta heterogensidao enzimdtica de las celuiss en las

diferentes zonas. estd relacionada con la lesion selectiva



Fig. .

Lot X

Bbpdersbutyiare dehydogerare 23
Slucore-d Podehydiogeran oo reduttote)
NUTRITION,

Tccinaty detydrogenase .
leonal debpdogenate s

re wning Momfercia 72!
lvtanic dehydragrore s

NADH and NADM teductonen”s? Z 3

Areas metab8licas en el acino hepitico, las actividades enzimd
ticas especificas indican predominantemente funciones metabdlicas
en cada una de las zonas microcirculatorias del acino.

P:V, vena portal; ThV, venula hepdtica terminal; BD, conductor
biliar; hep. art, arteriola hepdtica; z1= Area periportal; 23= Area
Perivenular.

Rappaport physicanatomical basis of liver injury. Toxic injury
of the liver. Pact A. M. Farber and MM. Fisher. Marcel Dekker
I.N.C. (1979).
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de las celulas en diterentes partes del acino’in

presencia de agentes nepatotdiicos (19;1}}. 

Las células de la Zona 3, son.ricas.en @stos: corac-

tores v agdemas en reticulo endoplasmico v en el sistema -

t1dasa de funcian mixta. gue consiste de NADFH ClLtocromo

reductasa y Citocromo F450 (13 . responsable de uwn gran -

numero de reacciones en el metabolismo de draogas (i),

La toxicidada de una sustanCi&. MUCRAs veces No esta
dada por ella misma. s1n0 por alguno ge sus metabolitos.

Como va se ha dicho., las celulas nepacticas localiza-
das en diferentes zonas ael lobulo hepatico. son netero-
geneas, con respecto a su estrucTura Yy DrOP1edades bilo--—-—
quimicas. He ha sebhalado aus el‘amu de los nepatocitos --—
normales de rata SON @sTructuralmente homoueniCos. paro —
que. las celulas que roo2an a la vena centtal difireren —--—
dgel resto (ti1enen menos mitoconnri1as v mds resiculo endo-
pDlasmico) . EStOS dEeScuprimiantos SOon 1anortantes Dara en-—

tender la patogenia de la toxicload nepatica (1.
Z.1.0% ESTRUCTURA ¥ FUNCLWN HUOKimL DE LA SUFERFICLIE CELULAR
DEL HEFATOCITO.

E!l hepatocito que normalmenta presenka apariencia —-—



poliédrica, tiene cuatro caras: Dos caras adyacentes‘a %?',
otros hepatocitos, la sinuosidad y la pared del cahalituic
biliar, Se ha estimado que representan el 37, 50 y 13%, =
respectivamente, del Area membranal de los hepatocitos.

ta superficie sonusoidal presenta numerosas microve-—
llosidades y es ei sitio a través del cual‘se'lleva a ca-
to el intercambia metabdlico entre el hepatocito y la .——-
sangre.

- El canaliculo biliar estd formado por la separacidn
de dos o mas hepatocitos adyacentes, aproximadamente 1-2
de didmetro y se ha ohservado gue su pared tiene numero-
sas microvellosidades mas regulares gque las de 1ls super-—
ficie sinuscidal (1&). :

De acuerdo a Wisher y Evans (17), hay una polariza——
cidn en las caracteristicas biogquimicas de las supfraccio-
nes aisladas de la membrana plasmatica del hepatocito de
rata, la subfraccién derivada de la superficie sinusoidal
se caracteriza por una alta actividad de.adenilato cicla-
sa sensible a glucagon, las subfracciones de la membrana
éanaliculaw presentin alta act;vidad de diferenies enzi-—
mas, incluyendo Mg+é—ATPasa, % —nucleotidasa, nucleotido
pirafosfatasa; fosfatasa alcalina, sin embargo, la sub-—-
fraccidn derivada de la superficie adyacente a otro hepa-
tocito presenta baja cantidad de todas estas enzimas. Far
observaciones histoquimicas, se ha demostrado que hay va-

tias enzimas gque pueden usarse como marcadores de funcién



de la membrana plasmdtica, por ejempleo, fosfatasa y amina
transferasas, aunque no se dfstribuyen uniformemente en -
Ia.superficie del hepatocito estan concentradas ‘en la cara
canalicular (17).

La membrana plasmatica que envuelve a la célula, es -
una bicapa de lipidos, en la cual se encuentran insertadas
proteinas lobulares. En este modelo de mosaico fluido, -=——
propuesto por Singer y Nicolson, la bicapa de lipidos provee
la base estructural de la membrana y es responsable de 13
integridad, estabilidad y permeahilidad de la membrana.

Algunas proteinas de la membrana son estructurales, -
otras funcionan como ennimas; algunas estan encargadas del
transporte transmembranal; otras son receptores para hor--
monas o moléculas fisiolédgicamente activas; mientras que -
otras, principalmente glucoprotelinas, estan involucradas -
en la adhesién celular y en el reconocimiento de célula a
célula (18).

En la cirrosis hepatica, hepatocarcinoma y hepatitis,
se han observado cambios en la superficie adyacente de un
hepatocito con otro, consistentes en la presencia de mi-——
crrovellosidades. Se ha sugerido gque tales cambios pueden -
servir a la compensacion del reducido intarcambio metabd—-—
lico entre el hepatocito y la sangre (1é).

Como se ha estudiado las respuestas del higado frente
a una intoxicacidn aguda :oﬁ CCl1 y se ha visto que un aa—
Mo agudo produce necrosis que aﬁqseguida de una regenera--—

cidn rapida.



Los complejos, even¥a5 reparatorios que aparecen des-—
pués de la administracidén de repetidas dosis de CCl varian
con la magnitud del intervalo existente entre las dgsis.

Los intervalos cortos, no permiten una reparacion his-—
toldgica completa y aungue los higados se vuelvan relativa-
mente resistentes a la accidn del CCl , después de adminis-—
traciones sucesivas se produce un gragual Eesarrcllo de c;—
rrosis (47).

Ahora bién se ha establecido que el hepatocito mani~—-
tiesta lipoperoridacién a nivel de membrana y ctrog_dvgaﬁé;

los cuando se dasifica tetracloruro de carbono.
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2.1.03 - HECANLSMO. DE LIFOF

E|

En el caso ﬁé‘lA intonx:édxpv
no, las aitevaé:nnes en laiﬁumﬁné:é;bn quinm
(=13 neben‘; la peroxidacion @e’lippdaé
peroiidacion es una de las fcraés‘QE
tﬁmdgnaé Nidra=—

Qerna que se encuentran en metllenos’ sep QoS- pot dobles en~- .

laces de acidos grasos polienolcos,) son altamente .suscepti——-

bles de ser atacados por radxac1bhé san'}nestahleé Yy
estan swieros a una sarle de tranéfﬁFmaExﬁnes; veacctun;n ra-
plrdamente con oxigeno malé:ular fcfménao un péroxtdo organico,
es en general un compuesto 1nestanlé'y baJo wuna serie de ———;;.
reacciones complejas y paco entendidas ga lugar a la rupturra
de la cagena, con la formaqlon de algenidos v cetonas, maloal~
dehidos v otros productos. La ruptura de Jos peroiidos organl-—
cos tiende a ser homolitica, dando Qos nuevos radxcéles Li——-
bres, las cuales pueden atacar pusntas cercanos de metileno, -
este.proceso una ves 1niclado es autocatalitico (21).
Recknagel v Glhoshal, hacen las sigulentes consxcera¢1c;~
nes para apayar @ste mecanismo de 1 21pooerorildscion: Los é;tL—;
dios de histopatologia v patologla bioquimica en la toxicidad
del CCl . imdican claramente aue el retliculo @ndoplasmico de —
las celulas del parenguima hepatico es uno de los organelos -—
principalmente dahados., va aue los componentes menoranales son
delgados, delicados y ricos en lluoprotélnas, las zonas lipi--

dicas de este organelo estan compuestas de grandes cadenas de



“lle =
acidos grasos de lipldas comp lejos. ‘la mavoria fés1c)lpluni -
(21,22). : 7
Si 1maginamos que las_pnﬁoxeﬁadas funcionales del PECiCU-V
lo énnoplasmx:a Hependen del ordenamiento dé las estructuras - -
iipoproteicas, una gran fraccion del orden de 4Q% dé las fbsfnli—
pidos totales del higado son polienoicos, con un alto contenido
de acido araquidonico 23) y sSi precisamente 2n los comoonentes
lipidicos del reticulo engoplasmico es aonde hay alta densioad

de puentes de metileno. oonae prevalecen 1as 1nsaturaclones, —

el sitio donde principalmente ocurren las rupturas es el ——--—

reticulo endoplasmico « Aungue tambien exi1ste la posibilai~

dad de que estos praductos miuren y puegan causar dafio en -
diterentes lugares, la alteracion de electrolitos i1ntracelula—
res, es un factor 1mportante en la vesiculacion-del reticulo -~

endoplasmico. En el caso del CCL , se ha visto gque hay una ——-
4 .
acumuliacion intracelular de calcio. En el caso ge la itionina.

se ha notado gue hay una dismunucion de kRIF, gue 1ncrementa la
. + +
concentracion de Na y disminuye la de r en los hapatocitos.
. - ;
Es posible que. la entrada de Ma & la celula resulte en
un aumento de este 10n dentro g las cisternas del reticulo --
+

endoplasmico. La disminucion de b también i1nhibe =l transporte

y la secrecion de albumina y lipoproteinas en el higado de rata

Se ha visto una importante correlacion ensre 21 grado de -

desartrollo del reticulo endoplasmico liso (R.E.L.s. y la i1ndu—-—

ccion de enzimas microsomales, lo cual ocurre despues oe la ad-

ministracion de agentes tales como el fenoparbical, 0T, dieli--
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drin, A 4-penzopireno. toxafena, linoano, etc. Ademas de los —-—
agentes menclonados. UNA gran variedad de drogas, cancerigenas,
hormonas esterocidales, pesticioas Yy OtroS compuestos exogenos

y endogenos, pueden inducir las enzimas milcrosomales hepaticas,
particularmente aguellas i1nvolucracas en las reacciones de bio-
‘transformacion (24.25,26.27.28,59).

Diversas observaciones indican una posible correlacion en—
tre la proliferacion del R.E.L., y &l itpcremento en’ la activi——
.dad de las enzTimas microsomales, pero dicha relacion parece set
complela. For ejemplo: Con l& proliferacion del R.E.L.. 16auc1—
da por tenabdarbital, s& 1ncrementa la accxviaad de enzimas oii-
dativas y las i1nvolucradas en la transterencia de elactrones, -

pera la activigad egpecifica de giucosa &-fosratasa. STFasa, -—-—

NADH, Citocromo C~reductasa. disminuven (20,21,.32,233.34), Se ha
detectado gue la colchicina provoca Campios en la permeabpllidad
de la membrana del hepatocito. contrarestanda los efectos aesl -

CCl 42y,
4
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2.1.04 MECANISMO DE ACCION . DE COLCHICINR

.La colechicina es un alcaloide aislado del colauito de

otoho (colchicium autumnale) (Fig.3s.

COLCHICINA

» H
K. C—O o
:f: b-—l&"Cﬂﬁs

B £-0
7
C}b 0

Dy

., La colehicina puede aliviar el dolor esneccacularmente-
y llevar a cabo una disminucion de los cambios intlamato=--—-
r10s. La caich1c1na ncluye su acclon en los «MT) microtu-—
bulos, son los organelos responsables del movimiento i1ntra-
celular, par ejemplo, la separacion de los pares de cromo--—
somas durante la mitosis, los microtubulos son ensamolados —
por la polimerizacian de la tubulina. una proteilna semejan—
te a la actima. La colchicina es capaz. en el organismo —-—-
intacto en cultivos de parar la milosis en la metarase.
Sabemos aue la colchicina @S un agente gue 1nhhibe la — -
secrecion de procolagena e (mpide su conversion a tolagena.
Las celulas expuestas & la colchicina revelsn un 1ncre-
mento en 1 numero de vacuolas y vesiculas asociadas al —-—-—

aparato ge Golgi, algunas de las cud&les contienen Agregados



b;holgx ¥ oque

‘dE la ca—-

Ezka droqa»Lamnxen altcva El Lrangpor—

xteracxon que s -
presenta en la gamma glutamil;en’ las ratas -

cirroticas.

Fosiblemente eliminaio; Factores -

el CCI L En

fular meaora (407, Acemas.'ﬁadkxhd

las ratas cirroticas se racabanlcon

les ae

accion de la droga sobre lus me;anlsmcs ae nansparce celu—

lar.

Eersnencbicn ha reportado aue algunas ae las énomal]as
que se presentan en los enfermos Cirroticos. pueden sar me-—
Joradas, tratando a los pacientes con colchlcina (84, La -
colchicina es un agente antumicrotubular aue 1nnibe la for-
macion y el stransporte age la colsoena.

AOemas, Se Sane aue e@stld droga 98 capdl de aumentcar la
produccion de colagenasa en diterentes te)1dos (4,47, 48) .

Come se ha menciconsio en

wrans blasmatica s en—

‘cuentran areas metabolicas tmportantes en las cuales se -—-——




.1lleva a cabo ai1ferentes activicades an:x»mat'}cﬂs’ eguecx'fu:és
ya q;e se encuentran enzlmas como: L o L
Gamma glutamil transrerasa .
'Transamlnasa pirravica
LDH (oeshigrogenasa lacticar
Sucecinato deshidrogenasa
Cirtocromn F-450
Glucosa e-"rn‘s'idto
Fostatasa atcalina
Glucosa a-uesh1drogenasa
Al fa-d4-glucosil transterasa’
B-glucorinasa

Alcoho! deshiarogenasa

Como se puede ver en la figura ( 2



2.1.05 MECANISMO CATALITICO DE LA ENZIMA

GAMMA—GLUTAM EL—~TRANSFERASA.

El glutation, es €l tripeptido L;qlutamxl—L cisteinil~
glicina. Se encuentra ampliamente distribuido en la natura-—
leza y, difiere de los peptidos encontrados en las protei--
nas en que el carboxilo gamma del acido glutamico esta uni-
do por medio de un enlace peptidico. El wlutation se en-—-=
cuentra en todos los tegidos de los animales e 1ncluso en la
sangte, siendo el compuesto sulthiderilico mas abundante en
las cé&lulas vy su funcion es la de mantener a mucnas en:xﬁas
en su conformacion activa. La oxidacion espontanea de los
arupos SH de muchas enitimas da lugar & la tormacion de ——--
puantes disulfurros. La reaccion entre el glutation y 10; -——
grupos disulfuro, restauwra las formas sulifhigrtlicas acti--—
Vas. La.slnéesxs del glutation es 1ntracelular y es catali-
Zada por la accion sucesiva de la gamma—-glutamil cisteina -
sintetasa y de la glutsation sintekasa, como se 1ndica en —-—
las reacciones siguientes: (41).

1.- L-glutamato + L-cisteina +aATF >L—gamma—glutam11

cisteina + ADF + Fa. .
2.— L~gamma-glutamil-cisteina + qlicina + ATF >'
Glutation + ADF.
Estas reacciones fueron las primeras gue se demuétraron
en sistemas libres de celulas por EBlock y Snoke (194%9)., Eg--

tas enzimas fueron porteriornente estudiadas en algunas cé-——

lilas v han sido obtenioas v’ purificadas por Meister (1974,
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La gamma glutamil transpeptidasa \WGBGTF? es una en:;ma
unida a la membrana tenzima intrinseca’ aue cacaliza la -~
transterencia del grupo gamma-clutamico del glutation a un
aminoacido o & un peptido gue actua como aceptor, de ——

acuerdo a las siguientes I"eacclones:

J.- Glutation + a.a )ISamma—qlutamllo ta.a. cistei-——
nil-glicinal.

Esta reaccion es de gran importancia dengro del meta—-
bolisma gel glutation, ya que las reacciones (1,2,3), Eétan
xnvolucradaé en el transporte de aminoacidos a traves de la
membrana por 1nteraccion entre los aminoacidos extracelula--
res y el glutation intracelular (45,445,

La gamma-glutamil—-transpeptidasa muestra cierta especi—
ficidad con respecto al donador del gamma-glutamilo, por lo

tanto, esto hace posible la determinacion cuantitativa ae la

,activaidad de la enzima .

La qamma—glutamll—transuéptxdasa. tiene un =itio que —--
interacciona con el glutation i1ntracelular, tormandose ast,
ua complejo gamma-glutamilo-enzima. FPosteriormente, el atomo
de N de un aminoacido ataca sabre el carbowilo del carbono -
gamma, del complejo pasa a formar un aminoacido que puade --
entrar a la ceélula, tal ves por camblos contormacionales en
la membrana, inducidos por la union del suscrato o. poElble~
mente por otro tendmeno (2).

Se ha demostrado que el higaao fetal, éénELene una ————

actividad considerablemente alta de esta enzima y, que va —-—



»dxsmznuyenao durante el desarrollo. Esta enzima parece déQ——
dempenar tambien un papel 1mportante en el transporte de los
aminocacidos en el higaoo tetal (17.;9.45.4a.47.45).

Por otra parte, esta enzima tambilen sSe considera comg —
un marcador de malignidad hepatico durante la carcilnogenesis
causada por agentes quimicos.

Shigeki, Tsuchida vy colaborszdores, abservaron gue, la -
actividad de la gamma-glutamil—-transpepticasa se encuentra -
incrementada, no solo en los hepabomasj si1na tambien en los
nodulos hiperplasticos. Fror lo tanto, esta enzuma s& ha -—=~
consilaeraqo biloguimicamente como un marcadgor histoguimico de
los hepatocitos preneoplasicos. Tambien se ha reportado que,

en los hepatomas transplantados, 1a actividaa s&@ hava incre-—

mentado (43




J.0.00 OBJETIVD

Se considera sumamente atractive un estudilo & nivel de
1a membrana plasmatica, ya que esta estructura esta 1ncima—.
mente relacionada con procesos de proliferacion, ya que en
todas las etapas de entermedad hepatica, y particularmente
en casos de obstruccion de vias biliares se observa una —---
elevada actividad ge B6T. La enzima es un 1hdicador precos ¥
continuo de enfermedad hepatica mucho mas sensitivo gue las
aminotransferasas o la fosfatasa alcalina.

Con el objeto de profundizar mas en el tema, se 1nves-
t1go en membrana aislada de hepatocitos de rata, la'si=—-—-
guiente serie de alteraclones causadas por el tet;gélﬁﬁ@rb

de carbono (CCL ).
4

a) Desterminar la importancia bioldg{cazqelusistema
Gamma Glutamil Transpeptidasa, y'los.&amﬁxos en
la actividad de esta enzima., durante un pariodo
agudo y cronieco de intoiicacian por CCl1 ¥y el -
subsiguiente de regenaracion.

b

Tambien, determinar si1 el tratamiento de las ——

ratas cirroticas con colchicina, mejoran la -

funcionalidad del higado cirrotico.



4.0.00 MATERIALES Y METODGS
4.0.01 MATERIAL EIOLOGICO
4.0.02 Tratamiento de los Animales

4.0.03 Hepatitis Toéxica'(Intoxicacidn Aguda con CCl ).
4

Se utilizardn cincuenta ratas Wistar adultas (180-250 g){
machos con libre acceso a la comida (Purina Chow) y agua.

lLos animales tratados con CCl recibierdn ﬁna ddsis anica
de 0.5 mg/100 g., de peso de una m:acla CCI-/a:eite de maiz —--
(1:1, v/v), gue se administrd por medioc de ﬁna sonda intragds-—
trica. Los animales control trecibierdn dnicamente .la dosis --~
equivalente de aceite de malz, por la misma via. Los animales
se mantuvierdn en las jaulas en condiciones adecuadas hast; -
gue se sacrificardn.

4,0.,04 Cirrosis Hepatica. (Intaxicacfan crénica con Cgl ).

Se utilizardn 120 ratas Wistar wmachos de S0-100 g. de pe-
so, al inicio del tratamiento.

La intosicacidn crénica con CCl , se efectué_de la si—-——
guiente manera: Se prepararon las si;uientes diluciones de CCl
en aceite mineral 1:7, 1:6, 1:5, {:4, v/v. Los animales se di-
viden en grupos de 30. A los animales del grupo utilizado para
estudiar los efectos de la intoxicacion crénica con CC1 se -
les inyectd 0.15 ml. de la mezela CCl :aceite por via in:raps—
ritoneal tres veces por semana. El tr:tamientp durd 7 semanas

y se inicid con la dilucidn 1:7. En las semanas siguientes se

utilizaréen las otras diluciones sucesivamente 154, 1:5, 1:4, -



las tres Gltimas semanas de tratamiento se les inyectd la di--
lucion 1:4. Esto se realiza con el objeto de mantener la dosis
para compensar el aumento de pesos de los animales.

Los animales del grupo control solamente recibierdn la -~-—
dosis equivalente de aceite por la misma via.

‘Un tercer grupo de animales idéntico al grupe 1, reciﬁié
el mismo tratamiento con CCl durante 7 semanas petro conjun—-—
tamente estos animales recibi:ron una dosis de 10 mg de col-—-—
chicina (Sigma) disuelta en 0.5 ml. de agua por via oral, ad--
ministrada por medio de una sonda intragastrica cinco dias a -
la semana. El tratamiento con caf:hicina finalizd junto con el

tratamiento con CC1 .
4

El cuarto grupo de animales que se utilizd¢ como control —
para la colchicina solamente recibid esta droga (10 g/0.5 ml)
por via oral, cinco dias & la semana durante 7 semanas.

Finalizando el tratamiento se formardn las muestras de —-—

tejido hepatico para el éxamen histopatoldgicao.



4.0.05 METODOS
4.0. 06 FPREFARACION DE LA FRACLCLION DE MEMBRANAS
SEMIFURIFICADAS DE HEFATUCLTOS DE RATA.
l.as membranas se abtuvieron usango la Tecnica de Neville
con una dgescrita por Fabl (19 . Todo el proceqaimiento aebe ——

o o
realizarse a temneratura ge O & 4 €, y consistio en lo -~

sigulente:

Se sa;rlflcaron las ratas y rapidemante se les extirpo -
el higado. Se les guito el tejido conectivo y se coloco cada
higado en un vaso de plastico trio v el tej)ido se dasmenulo -
con tijeras. Los fragmentos se pasaran a unvnomogenlzadur ———
(Dounce) grande con embolo tloygo (Blaessing Glass Spec. Co..

Rocrester, N.Y.), con 25 ml., ge Na HCO  1mM y se nomogenicta—

ron con ocho a drex choques del embolo. Operacian que sa re-~-
ﬁitio para cada higado.

Por cada das higados, se agregaron 450 ml. gde MaHCO Lpt

i

frio y la mezcla se agito por tres minutos con varilla de vi-
drio, se filtro a traves de gasa ogople v luego a traves de ——
gasa cuadruple. El Tiltrado se aistribuvo en botellas de cen—
trifuga de 250 ml., y se cenér:fuqarcn & 2,900 rem L3500 A g
en una'centvlfuqa Beckmann TJ-o durante treinta minutos; el -
sobtrenadante se desecha can'mucho_cuxnano y se& resuspend1o la
pastilla en un minimo de wmeaqin.

Todos los precipltacos resUusSpencilqos se coiectarun en el
mi1smo nomogenlzadoar Dounce y se homogenlzaron ¢on btres chogues

suaves del mismo embolo. Freviamenie, sSe preparo una solucion



de sacarosa y se ajusto a una concentracion de 69 + 0.5 4 —~——
(p/p), con la avuda de un refractometro Abbe. En una probeta
se mezclaron un volumen del homogenizado y .76 volumenes de
sacarosa al 69%.

La mezcla final debe quegar a una concentracion de saca-—
Fosa 44 + 0O.1%. S1 es necesario ajustar, se ahade agua o sa-—-—
carosa al 69%. Con esta suspension se llenaron 2/3 partes del
volumen de los tubos. El tercio restante se llensd cuidadosa——
mente con una solucion de sacarosaa ajustada previamente a ——
una concentracion de 42.I + 0.1x'(n/p)

Los tubos se centritugaran’a 105,000 % g., durante cien—

to cincuenta minutos. S8 quitd la porciron flotante que co
rresponde a las membranas semipurificadas coq una espatula --
tipo cuchara. Las membranas se colocaron en un avso con un -—
.pequehn veolumen de MaHCO 1mM y se resuspendieron, haciéndo--—
las pasar por una aquaaqvmc. 18 y luego por otra del No. 20.
Estas membranas se lavaron con NaHCO 1meM para guitar el
exceso de sacarosa . Se mantuve la prnpnr:1nn_de un volumen de
suspens1on a cinco volumenes de NaHLO . Despues se centrifugd
a 15,000 x g., duhante-dxe: a auvince ;1nucos en una centrl?uga
o
Sorvall RC-5SH, refricerada a 4 C.
Las mempranas sedimentadas se resuspendieron en un minima

de sobrenadante y se tomaron alicuotas, que sea almacenaron en

o
nitrogeno liquido a =—180 C. (Diagrama 1
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DIAGRAMA 1
METODO DE OBTENCION DE

MEMBRANAS

10 g. DE HIGADO DESMENUZADO.
+
25 mi, DE NaHCO 1 mM.
M 3

HOMOGENE { ZARLO

+

250 ml. DE NaHCO 1 mM.
3

CENTRIFUGAR 1500 g 30 min.
SOBRENADANTE, PASTILLA
DESCARTARLO
HOMOGENE [ ZAR
+
SACAROSA AAL 69%

AJUSTAR CONC. 44% + 0.18

FORMAR GRADIENTE
DISCONTINUD SACAROSA

CENTRIFUGAR 10,500 g. 150 min.
SEPARARMATERIAL FLOTANTE

+
10 ml1 DE NaHCO 1 mM.
3

CENTRIFUGAR 25000 g 30 min.

PASTILLA . SOBRENADANTE
(MEMBRANAS PARCIAL-
MENTE RURIFICADAS)

ALICULQTAS

ALMACENAR EN N
L1Quib0. 2



4.0.07 DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINAS

PRESENTES EN L.AS MEMBRANAS.

La determinacion de la copcentracidn de las proteinas,
se realizd siguiendo el método de Eradford (49), utilizando
como estandar de proteinas, una solucidn que contiene albu-~
mina sérica bovina' a una concentracién de 1| mg/ml. (Sigma -~
Chemical Co., Fraccién V, 946-79% de pure=zajl.

Las lecturas de densidada dptica a 595 nm se efectua-—

tédn en un colorimetro Coleman Modelo 44. (Figura 4).



ABSORBANCIA 595 nm.

g(l ) . : 3’0
ALBUMINA ( g)

FIE. 4 CURVA STANDSRD OE
FROTE LNAS,

40



4.0.08 CETERMIMACION LE LaAS SONDICIONES JFTIMAS
DE IHCUBSCION FAaRA EL ENNSAYD DE LA GGTR.
La aeterminacion ae la aclivigao oe la GGTF se utilizo
Gamma~Glutamil p-~nitroaniliaa (GGFNA2 como sustrato y, se -
basa en la siguirente reaccion:

Enzima GGT
(membranas)

Gamma-glutamil p-nitroanilida > Gamma-glutamnil
Gliciriglicina
Glicii-glicina AMAr1L10
(Ama=420nm

+ p—nltruanllzdé ,

En la Figura § se muestra la curva 3TD de p-mitroanilida.

* Se determinaron las condiciones optimas de xncubaéxan pa=

ra el ensayo oe la actividad ae la enzima Yy, Se ensayaraon las
S1QU1entes condlclones:

a

Actividad VYs. Vienpo (Figura No.os

D) Actividad Vs. Concentracion de Sustrato (Figura No. 7.

¢) Actividad Vs, Concentracion de Glicil-glicina (Figura
No.8) .

d) Actividad Ys. Concentsracion de Cloruro de Magnesia ~—

(#1gura Na. ).

Despues de ageterminar las CoOncentraciones optlmes, s& -—
procedid a determinar la actividad de la enzims gamma—glu-—-—
tamil-transpeptidasa, las medidas se realizaron en las conoi-
ciones dptimas que a continuacion se muascra 2! protocolg —---

utilizado en el Cuadro (1).



4.0.09

CUADRO No. 1t

COMPOSICION DE LA MEZCLA DE REACTIVOS.

Reactivos Conc. (mM) ! .Vol.. (ml}

[e]e]

Trig-HC1 200 pH-8.2
S (Trihidroximetilamino-

metano~Acido clorhi---

drical Amortiguador.

MgC1 200

|53

Glicil-glicina ) 40

Gamma-glutamil p-nitro-

anilida (sustrata) . 10
Membrana 30-50 ug de
(proteina)

El volumen total de reaccidn es de 1.0 mi.



Las membranas congelagas Se& suspenaen en Tras-HC1 200 mit

pH=8.2. Frevia i1ncubacion de& los reactxyos'dor
o . T

Lguincelninutas.

incuba a 37 C durante tretnta minuctos. vy

ne con * ml. de acido acetico 1.5.-M.

Se lee la absoroancia en celdilla




absorbancia

200 300 400 450
n moles / tubo

. FIG. 5 . CURVA ESTANDAR DE P NITROANILIDA.



D000 RE &S U LT ADDS

5.0.01 CONDICIONES OFTIMAS DE LA GArMA-BLUTAMIL-TRANSFEF TLI= "

DASA.

Como se menciono en la seccian de metodos, se osterminarsh
las condiciones optimas de incubacion de la reaccion en:\mat{éa:

de la cual se obtuvieron los siguientes comentarios.

A) ACTIVIDAD CONTRA TIEMFO.
Los datos de la Figura numero é&. muestran aque la act1v1d§h

es lineal con respecto al tiempo, por lo menos hasta una’ hora.

B) . ACTIVIDAD CONTRA LA CONCENTRACIOM DE SUSTRATO

Se midio la actividad de la enzima & los treinta minucos y

: o
a una temperatura de 1ngcubaci1on de 37 C. @n el nmeoio descrito -
en el Cuagro Ho. 1. Salvo que se vario la concentcracion Qe sus—
trato como se observa en la Figura numera 7 se pusde opservar -

gue la activigad aumenta linealmente con el aumento ode la con--—

centracion de susteato 4.0 o

03] ACTIVIDAD CONTRA LA CONCENTRACLION DE GLICIL-GLICINA
(ACEFTOR, .
En la Figura numerso 3 se opserva el eTecto ae la concencra-—
cion de Glicil-glicina sobre la acc:v;nah de la enzima. A mesioa
que se aumenta la concentracion de Glicil-glicina aumznta la ———

actividaa enzimatica, alcanzando un maxims cuanao la concentra—-—



cion de glicil-glicina es de 1.2 mil, va que la gllcxl-qlxcina -
acelera la reaccion por encima de la proporcilon obteniaa en un —

medio simple amortiguadao.

D) ACTIVIDAD CONTR& LA COMNCENTRACION GE MaCl
Lo

En la Figura numero 9 se puede observar que la actividad —-—
aumenta progresivamente a medida que aumenta la concentracion de
Cloruro de magnesio hasta gue luego comienz& & disminulr la con-—

centracion de MgCl .

e
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$5.0.02 ACTIVIDAD DE LA GAMMA-BLUTAM I L-TRANSFEF T I DASH
EN LAS MEMERANAS DE LOS HEFATOCITOS DE RATAS

INTOXICADAS CON CCl (HEFATLITIS TOXICAY.
4

En el Cuadiro No. 2. y en las Figuras No. 10 y (1, se mues-—
tran los resultados de la actividad de la enzima Gamma~Glutamil-—
Transpeptidasa, determinada en las mempranas plasmaticas de los
higados de las ratas into:ilcadas en forma acudga con CCLl . Como

q
se puede observar. tres horas oespwes de la intoxicacion la =———
actividad de la enzima Bamma-Glutamil-Transpepticasa comienza a
disminuir vy alcanza un minimo a las once horas, luego la acti-
vidad se recupera y se observa un aumento con un pico a las se-—
tenta y deos horas, que supetra el valor normal en cuatro veces.

Los resultados se expresan como el oromedio de die:x deter-—

minaciones + 1 desviacion estandar.

Los resultados se analizaron estaaisticamente, mediante. la

prueba "t" ge student.



CUADRO No. 2

ACTIVIDAD DE LA GAMMA-GLUTAMIL-TRANSPEFTIDASA

EN MEMBRANAS DE HEPATOCITOS DE _RATAS

INTOXICADAS AGUDAMENTE CON CC1 .

Horas Posteriores a la Act. Gamma-glutamil-
Administracidn de CCI4 ) trangpeptidasa
[¢] o ) 27.1 + 5.'3
3 . B ' 22.0 : 4.3
) 15.7 : &.0
11 S.69 : .8
i8 18.3 : S.3
20 23.4 ; 7.7
24 19.6 : 2.6
48 32.0 : 20.7
72 106.7 : 24.2
?6 ) 80.4 : 26.7-
120 ' ' 72.0 + 25.0
144 ) 6.2 + 17.0
168 ‘ 52.9 : 21.8
192 ’ ; 40.6 : 17.0
216 ) ‘ 38.7 : 15.5
240 R I4.2 ; 8.4
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5.0.03 Cirrosis Hepética
$.0.04 ﬂCTIVIDAb DE LA BAMMA-GLUTAMIL-TRANSFEFTIDASA
' .DETERMINADA EN MEMERANAS DE HEFATOCITOS DE ——
RATAS TRATADAS CRONICAMENTE CON CClq‘

(N MOLES/MBE PROT/MIND.

En el Cuadro numera 3, Figura 12 se aprecian las resul-
tados de la actividad enzimatica en los dias posteriores a -~
la administracion de la ultima dosis de CCl1 . El tratamiento

4
estadistico indica que los cambios no fuerdn significativos.

CUADRO No.3

Grupo - Actividad
{nmoles/mg prot/min)

Contraol . IO + 9
CCl (Cirrosis) 32+ 21
4 -
€C1  + Colchicina 33+ 14
5 : -
Colchicina ' . 34+ 15
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6,000 DLECUSLON

G100 HEFATITIS TOALCA. :

LOS resuliados de 108 experlmentos 1reéallzados. con ratas -

1ntosicadas en Torma aguoa con una unicasdosis deGCLl i indi-

de maxima sintesi1s de Dnﬁ-en:antéapp e

1gual forma por otros autores (38

6.1.01 CIRROS1ES HEFMTICH

tratando a las ratas con CLY . v aue Dtége,raca
a4 5

ademas tratamiento con :oi:qL;Lna.,La HCE1VIC
mdio en la m2mprana d2 230038 n:gédé;}f
La activicaa de la qamma*qlunaﬁll;trénébeét;aésa ﬁo.su——

frio campios significatives en 1os axfévén§é5‘gruDo§ de ani~-—

males.



De acuerdo a lo que se menciond antes, para el caso de -
hepatitis tonica, podriamas decir que, en la cirresis no hay
un aumento en la actividad de la enzima porgile no hay regene-
racion hepatica.

For lo tantao, nuéstros datos también apdyan la idea de -
que, en la cirrosis no hay regeneracion, incluso, aun cuando
se tratan los animales con colchicina qQue, como ya Se menciond
eé una droga que se emplea en el tratamiento, produciendo la
cirrasis efectos benéficos en el sentido de mejorar la funcio-
nalidad del drgano.

Otro grupo de animales recibid el mismo tratamiento con
uCCl , durante siote semanas, pero conjuntamente, recibieran —

q
una dosis de 10 microgramos de colchicipa disuelta en O.5 ml.,
de agua por via oral, cinco dias a la semana. 0Otro grupo de ——
animales recibid solamente la celchicina en la misma farma -—-—
antes seflalada.

Nuestros resul fados indican que la actividad de la Gamma~
Glutamil-Transpeptidasa disminuye a las tres horas después de
la intoxicacién aguda y, alcanza un minimo a las once horas, -
posteriormente, la actividad se recupera y sobreﬁasa el valor
narmal para llegar a un maximo a las setenta y dos horas des-—-—
pués de la intoxicacidn, alcanzando los valores normales a las
doscientas cuarenta horas después de haber administrado =1 CCl1 .

En los animales cirrdticos, la actividad de la GGT no —-—4
mostrd variaciones significativas con respecto a los controles.

Los grupos tratados con colchicina, también se comportardn



como los normales.

Se considera que la actividad de la GGTF aumenta en los --—
procesos de division celular, como lo son los anteriormente -—-—
citados, nuestros resultados indican que después de una hepati-
tis tonica, el higado se regenera, pero gue no existen eviden--—
cias de regeneracidn hepdtica en los higados ciprrdticos trata~——

dos o no con colchicina.



: 7.0.00  CONCLUS [UNES

Durante la etapa regenerativa posterior a la intoxicacion

aguda con CCl  los cambios permanecen mientras las necesidades

del proceso lo i1mponen, cuandeo el organo ha completado su re--—
generacion se recuperan las condiciones basales, por lo tanto
hay tregeneracion hepatica.

En los ammales cirroticos., las alteraciones observadas —,
no se parecen a las alveraciones tipicas ae un higado en rege-—
neracion y éunque algunas de ellas son semejantes, estan combi-
nadas con otros que se deben al mal tuncionamiento general del
organismo.

Ademas hay que tener en cuenta gue la cirros:s ﬁn es un —--—
estado patologico gue salo incluye al higado, sina que el cuadro
cllnlqo completo, tambien participan muchos oiros tactores. -
por eacé razon fue gue se estudio la cirrosis en la etapa ——-——-—
temprana de la enfermedad para ver si porr lo menos la regenera—
ciéon se'xnxcia aungue despues las complicaciones i1mpidan que el
procaeso corrctive lleqgque a su tin.

Los datos que aqul se reportan soore la accion de la col--
chicina en la cirrosis hepatica pueden ser utiles para conocepr
mejior el mecanismo por el cual, esta droga mejora a los enfer——

nos.



=P N IVIN]
1.~ Janes, A.L. and Mills,
Greep. R.0. and Weiss, .

Za. Edicion: p.p. S09-559

2.- Rappaport, A.M.:

rez. Toxic Enjgury’of

ber and M. M. Fisﬁgﬁ

3. - Rappaport, AJMI"
"Disease ot the Lar

delpniaw. 3d. p.p

phosphatase in Microdis

rat Linea Tissue. Tebbs

%.- Le Boutan &v. Heteroueneirty ot Fratd e ﬁ@;lsh‘ﬁecwéen

By S Crerr. reda.

Linear Calls as Studied bw-Radioaucogr

Hiol. Z:111 1968H.

&.~ Farber, E. y col.: Histochemical Localizatidn an Speci-
Tic Oxidataive Enmaimes" 1.- Tetrazalim Strain for bepnos-—
phopyfldlne Nucleotide Diapnorase and Triphosonopyridine
Nucleotide Diaphorase and Triphosohopyridine Nucleotide

Diaphorase. l. Histocham. Cytochem. 4:254, [95a.

7.- Stonen, H.EB.: The Mechanism of toxic Necrosis.

Br. I. Exp. Pachel. 37:11s. (95c.



12.=

14,-

41215, 1966

Fnenobatrbitone and B—disthylamxn

Acetato (SKF 5258) on ‘the. Toxic
by Ngaione in the digse

1972,

nders:Company’

Jones, L. 'y col.: Morpnometric Analysis or Rat Hepatocyveois
After Total Biliary Dbstr@ctibn.'Géétrdehéernlcgy. 7111050~

1060, 1976,

Loug., A.V.: A Cuantitative Sterolocical Description af the

Ultrastructure of Mormal Rat liver Farenchymal Cells. 1.

Weibel, E.R.: Stereological Frinciples ror rorpnometry in

Elecrton Microscopic Cytology. 1lnt. Ked. Cytol.

1969,



= mdel

bjs;— Miyai=k.: Ultrastructural Basis ver lnjuny. Taiic -=

aroer Vand:.l'l'.. M. ‘-'-‘-"

16.~ Wisher, M.N. and Evans, W:H-

Hepatocyte Surface Membprane

of plasma membrane subfract
bili nanalecular and. cochingu

Ei1ochem. J. 146:375-388

17.- Singer, S.J.: .ang Nitk

the structures.of:cel

18.< Oudea.. P.R. Anorexl
- croscopic study‘a¥ter indection,

Sciciest. '12:386-394..19a3.

19.— Hicks, S. y col. Preferahtlélﬂéymiesiéjcffferrltln and —=

albumin by diferent populations of linea polysonus.-Science

164:584-585. 196%.

20 Chedid. A., ang Mair, V.: Disseaseal Rhythm'xn'EpdonlAsmlc

reticulum of rat liver. Seience. 175:176=-179. 1572,

iidation theory far carbon tetrschloriae llvéﬁkin.

Israel J. Med. Sg1. 4:301-311l. 1974,



&)
1
1

2&.-

27.-

28.-

.Fharmacology. 412:329-3338. 1977,

- 58, -
kinashita, F.k. y col: Quantitative Measurement ot -lnduction =

of heppatic microsomal. Enzymes by Various chtaPyELevé s @t

DDt and Toxaphine 1in rats, Toxical and applied Phaﬁmadélnq'

9;505-513. 1966

nistration on hepatic microsomal Drug metabolism 1

FP.S.E.B. M.V, 114:3868-371. 1963,

Lowy, K. Albrecht v col.: Dtermination ot the
Level" of two pesticides, Luedann'anqLE;ﬁ

mal enztyme activities of rat liver. Toxic

Couney, A.H., v col. : Metabolic Sucétagtiun

mental chemicals and drugs. Scrence. 178

Ortega, F. y col.: Pathologic Changes
atter Teidug lou levels of various sureclécxdésf‘ﬂn&n, Fatn.

S$4:614-624, 1973,

Eilbrought, R.D.. et.al. The Ultrastructure of lineas. of rat

fed DDT and Dieldrin. Arch. Envirom. Healt. 23:460-3467. 1971.

Kilbourght, R.D., et. al. Combined efrcts or DOT Fypethrim ana
Fiperonyl Butoxide on rat Linea. Arch. Envirom. Health. 161333

Z41. 19&8.



llular ultrastructure. Eilolo: L

3Ii.~ Reynalas. £., amer. J. Fabhol

i

Cacumulation n

PoWinNg rats upon ~--

= Hircak: Ratp and vasow Nak
trichioroethylene toxicaities
layer cylture: lts relationship to

F—450. ToMicoiagy Latters, 34:55~3

1984,

34.~ Martinez~Caiva, l.. Campos ¥naez. M.: Vitamn € loproves -———

membrane lapid alterations ingduced by CGL1- 1ntodication,.
4

Jaurnal of dpplied Toxcolooy. Vol.d, No.- 5 15934,

IS.~F1useppe Fali., Chiarpottco, £.: Cartion tetrachloride- tnduced
inhizbition of hepatocvte lipopdroteln secretion: Funtional --
Impairmtient of Golg: Hoparatus 1N the =2arly phases of such ~—

injury. Lite Sciences, Vol. 3&, pp S33-53v.
Y



41

a4z -

Histochemical and Biochemical lrnvestigations of Gamma-Glutamil
Transpeptidase 1n the tissues of man and -laporatary rooents. by
Zyamunt Albert Jadwing, A. Oirlowaka, Marian Orlowski and fpoli-

nary. Szewesuk. Acta Histochem. Bd.B:78-79. lYad.

Mourelle. M,, and Rubalcava, B.: Changes 1n the regenerating —-—
liver 7ollowing 1ntoxication with carpon tetrachloride.. Birochem
Biophys. Res. Comm. ©68:18Y-986. 19

Borisy, G.H5. and taylor, E.W.: The mecnanism of action oF col--
chicine bending to sea wehino eggs the micotic apparatus. The

Journal or Cell Biology. Yol. IZ4, pp.335-




44, -

d4&, -

a7.~

48, ~

49, -

S50. -

vEdwxn. W. Taylor, Fh.

=88 o

Bor1sy; 6.6, and Taylor, E.W
chicine binding of: cql'lyzn‘ c:
J.opr'nal of Cell: éia'_lcg V.
of mitosis. The' Journa

Mourelle, M., and Rubalca

88:189-198. 1979.

Mourelle, M.: Tesis. de Mae
logia. Centro de 'In‘véﬁ_ﬁ_lga_l:__l

Instituto Folitecnico Mac1iol

Martinez-Calva, I.. Campcé‘—ﬁpae: Mourellae, M.:

Vitamina E 1mproves membianeili

a,t_xons‘xnm.u:ad by €C1
intoxication. Journal of fApplied Joxicology, Vol. 4. ho. S. pp.
2706-72. 1984,

Brandford, M.M. Rapid ana Sensi;xve rlecnoa forr the guantitatiaon

ot microgram quantities of protein utilizing the prancicle of

protein dve pinding. Anal. Biochem. 72:348-5d. 1976,

Goldberg, J.A., Fineda. E.F.. Smith, E.E., Friedman, 0.M., —--—

Rutenberag, V.M. -Basl:m:eh'tennlggi o f."“F

Orlowsky, M., Szewctuk, #A.: Clain. Chem: fcta.. 7:989. 1962.



on ==

liver

S7.~ Leningher: Eiogquimica. Segunda prcxoﬁ.

58. - Howard 0. Hépns: Pacolugia. FaQ; S08=-30%,

w
i
1

.~ .Fredericic. H. Feyers: Manual de Férmacolnglarcllnlca;'

Ja. Edl:iah. paa:-487.




	Portada
	Contenido
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Objetivo
	4. Determinación de la Cantidad de Proteínas Presentes en las Membranas
	5. Resultados
	6. Discusión
	7. Conclusiones
	8. Bibliografía



