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RESUMEN

Se ha reportado que la adenosima previene el dafio
hepdtico generado por el etanol y algunos inhibidores de la sintesis
protéica. En esta investigacion se expiora la accion del nucl.éosido
en la intoxicacidn hepatica aguda por tetracloruro de carbono.

En nuestro modelo el tetracloruro de carbono produjo -
grandes cambios eﬁ el metabolismo lipidico, siendo los principales:
una acu'rﬁulaci(m de triacilglicéridos hepdticos, una disminucién enr
la capacidad de secrecion de estas moléculas 'por parte del higado,
un incremento en el ‘aporte de acidos'grasos‘ libres de los depositos,
acompaﬁado. de un aumento en la captacién:-de 4dcido paimitico Iﬁarcado
por pé:fte’ del 6rgano hepdtico. La Administracién de adenosina aminor6
log niveles de triacilglicéridos hepéticos, en-comparacién con los
generados ppr el hepatotbxico, realizando este efecto al impedir la
activacion de los dcidos grasos en el higado, _ hecho que se vid
confirmadoé.l observar una disminuciotn de cﬁerpos cetdnicos séricos,
en los animales a los que se administrd el nuclebsido.

Otro pardmetro que caracteriza el dafio hepdtico por
tetracloruro de carbond es la necrosis celular, en este estudio se
observ6 que la adenosina previene este proceso durante las primeras
- 4 horas de tratamiento. La accién necrogénica estd basada en un

efecto primario del metabolismo del tetracloruro de carbono que'es__,.r
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la lipoperoxidacién, otra vez, al cuantificar este pardmetro la adenosina
disminﬁyé parcialmente al incremento generado por el hepatotéxico.
Al tratar de explorar el mecanismo mediante el cual el nucleésido
ejercia sus efectos, los experimentos realizados apuntaron que uno
de los parémetrbs claves en la intoxicacién por tetracloruro de car-
bono, es el aumento en la disponibilidad del NADPH, ya que esta
coenzima revierte el efecto de la adenosina sobre la lipoperoxldacmn.
Esta suposic16n se vi() reforzada cuando se valor6 el ciclo de las
pentosas, ya que se observ6 que el tetracloruro de carbono, induce
un incremento en esta ruta metabdlica, la cual es la principal fuente
del NADPH, Orro camino metab6lico que incluye el N_ADPH, e inacti-
va a la vez per6xidos celulares, es el ciclo del glutatién; los resul-"
tados obtenidos muestran que el tetracloruro de carbono afecta la
relacién glutatién reduc1do/g1utat16n oxidado, significando esto un des
balance en el mencionado ciclo, mientras que la adenosina es capaz
de evitar esta accién del hepatotoxico.

En conclusién, en este trabajo se demuestra que la ade
nosina mejora de manera parcial, los cuadros de higado graso y ne--
crosis hepatica producidos por la administracién aguda de tetracloru-
ro de carbono. El nucle6sido parece aétuar a través de dos vias
principales, pbr un lado, al impedir -la activacién de los 4cidos _gré-
sos, aminora el hfgado estedsico, y por el otro, con su accién anti-.
lipoperoxidativa pre\(ie'ne el proceso necrbtico generado por el hepato

toxico. El mecanismo molecular por el cual el nucledsido ejerce sus
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acciones,

se encuentra actualmente en estudio,



I. Introduccioén.

La 6-amino-9-BD-ribofuranosil 9-H purina, también
conocida como adenosina, es un nucle6sido formado de adenina y i,
bosa; estd distribuida a lo largo de la escala filogenética y se en--
cuenfra ubicada en casi todos los tejidos de organismos superiores
M.

La adenoéina como nucleésido juega un imbo'rtante pa_
pél al ser mol“ecula precursora de nucleétidos como el.AMP, ADP
y ATP, necesarios en el metabolismo energético y en la constitu--
cion de coenzimas y material genético.

‘Se han  reportado varias acciones biolégicag'de los
compuestos de purina, siendo los mas usuales el ATP y la adenosi
na. Eﬁ este t;‘abajq__sélo se mencionardn 1as. acciones yblos‘ ‘efectos
.cé;lsados por la adenosina.

a) Efectos neuronales

La'existencia de neuronas purinérgicas fue propuesta -
pbr' Burnstock (2), al observar que en las vesiculas de varios neu-
rotransmisores se enconfrabzl_n compﬁestos'como ATP o adenosina,
y >que‘ al vaciarse en el espacio sinéptic._o, eran vertidos a la vez
la.purina y el neurotransmisor. La adenosina. y el ATP tienen efég
tos depresorés en el sistéma nervioso periférico, ademis la adeno-
. ‘ sina posee una fuerte a{:éiéh"depresiva sobre las neuronas de la cor

teza cerebral y antagoniza los efectos analgésicos de la morfina.
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La estimulacién de tejido vascular o nervios simpditicos causan la

liberacién de adenosina y sus metabolitos; la aplicacién‘ iontoforéti-
ca de la adenosina produce hiperpolarizacién y modulaciones del rui
do de membrana. ‘Recientemente se le ha asignado a la adenosina un

pépel hipnogénico (3).

b) Efectos cardlovasculares

Est4 b1en establecido que en condlcmnes de hlpoxia, el .

coraz6n muestra una reducc16n en la resistencia vascular coronaria
" asociada con un increi‘nento en la liberacion de adenoéina (4), corre
f  lacionéndose este efecto con el consumo de oxi'geno del mlocardio. |
- la aplicac16n de adenosina a las auri‘culas alsladas de rata, produée.
Aefectos cronotrépmos e inotrépicos negativos (5). En el cerebro, la
adenosina es un potente dilatador de arteriolas cuahdo se aplica di

rectamente a la superficie cerebral.

c) Efectos sobre acciones hormonales

La adenosma estimula la esterondogénesis, en las gldn
 dulas. édrenales y células de Leyding (4), asf como la secre516n de
- glucag6n y hormona de crecimiento (4); por el contrario, el nuclet-
sidb inhibe la liberacién de insulina bajo estimulo de glucosa (6). La
_adenosina en rebanadas de hipotdlamo, incrementa la incorporacién
de leucina ‘:’rﬁarcada a proiac;tinaﬁ (4), asi como la eritropoyésis v la
‘ sécresibn de histami‘na. pbr célulé.é cebac_ias (5). La édenosi‘n’a con |

' _"qn grupo ,i“éop‘re‘no»adicionado' en la posici6n 6, eslbase,de». un gmpo
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de hormonas vegetales conocidas como citocininag, las cuales pro
mueven divisién celular (7). La secresion de renina por las céiu

las yuxtaglomerulares es reducida por la adenosina (4).

d) Efectos citotoxicos v de inmunosupresion

La adenosina impide el crecimiento de células de ma
mifero en cultivo a c:o'ncentracionés micrqmolares, se conocen tam-
bién acciones bactéreostatlcas por parte del nuclebsido (4).' Los efec
tos citotéxicos de la adenosina se pueden asignar p:é‘inci'palrnente a.
vi.nhibicién de la »étntesié de pirimidinas, alteraciones en el metabo-
lismo del fosforibc;sil pirofosfato, impedimento de metilaciones y
por lo tanto féllas en la fisiologia celular y en la transferencia de
informacion genética (5). Paralelos a los cambios anteriorés, se ha:
observado que la adenosina posee acciones que dificultan o impiden
la respuesta inmune, como evitar la transformacién de monocito a
- macréfago, inhibir I1a linfoblastogénesis mediada por mitbgeno y ei
hechO'dé una activacién de la adenosina dearriinasa cada.vez que se

produce respuesta inmune (5).

e) Efectos varios

La adenosina puede regular el metabolismo del tejido,'
adiposo modulando los niveles de AMPc, a este respecto se han re -
.portado varios sitios receptores de la adenbsina, que intervienen

‘en. el funcionamiento de la adenilato ciclasa con acciones, ' tanto in

‘ -hi‘b\irto__zfias como activatorias (5). La adenosina es capaz de incremen - -,
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tar la liberacién de histamina de células cebadas hasta ocho veces
y la aplicaci6én del nuclebésido a varias células producé que éstas
desarrollen procesos a modo de vellosidades en su superficie, ade
més de alteraciones en la moffologi‘a nucleolar, hecho que se co-
rrelaciona con la pérdida de la capacidad de sintetizar ribosomas
(). '
Algunas de las acciones bioqufmicas de la adenosina E
en el 6rgano hepético y tejido adiposo son (8):
a) Aumento del 40% de la poza de ATP, y consecuente elevaci6n de
la carga energética de la célula hepatica (9). B
b) Aumento de 8 veces de la actividad de la glucégéno gintetasa de ..
higado de rata (10). |

c)bAu‘mento de 13 veces de la incorporacién de glucosa 14C al glucd
geno hepatico (glucogénesis) (II). |

- d) Aurhento de 6 veces la incorporacién de alanina. al glucégeno he-

. ‘,’patico (gluconeogénesis - glﬁcogénes’»is) (12).

é)-‘Aumento de S5 veces de la lipogénesis en el tejido adiposo del epi
didimo (13). |

f) Accion antilipolitica de la adenosina in_vitro (14). 4

g) Inhibicién de la activacién y oxidacion de los dcidos grasos (iS).

‘h) Disminucién de la lipogénesis hepética (16).

El patrén metab6lico que se observa en presencia - de

la adenosina, se caracteriza por una tendencia a incrementar los pro -
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cesos anab6licos, comoc la siniesis de glucégeno y disminuye los ca
tabislicos como la oxidacidon hepitica de dcidos grasos, lo que nos
conduce a la conclusién que por un mecanismo todavia no muy cla-
ro, la adenosina cambia el patr6n metab6lico de un animal ayunado
a uno de animal saciado. Esg p'robéble que el eje alrededor del cual
gira este cambio, sea el aumento de" la carga energética que se sa
be favorece secuencias anabblicas, haciendo io contrério con las ca’
"'tabél‘icars.r_ . 7 o I
Las acciones de la adenosina ubicadas en el contexto
de este trabajo, se pueden mostrar de una manera clara si tenemos
'enb’cuenta el movimiento de las grasas en el organismo, es decir en
la dindmica de lipidos (Fig. 1), La adenosina impide que los triacil
glicéridos en el tejido periférico, por lo que los depdgitos del_ teji-
do adiposo tienden a ser estables. En el higado ocurre una cosa dig
tinta, cuando la adenosina evita la activacion de lds dcidos grasos,
di'sminyu}’reb su oxidaci6én pero también decrementa la formacién _de tria
cilglicéridos hep4ticos, por lo q'ﬁe el resultado final al integrar todos
los efectos, es una inmovilizacién de las grasas periféricas y una dis
minucién en la sintesis de la grasa hepdtica.
o 'Cuar;do un organismo entra en contacto con un agente
- hepatot6xico, se desencadenan una serie de respuestas ‘metabolicas,
_que se traducen en una serie de -eventos pétoiégicoé, que- se cafacter-
rilza‘n principalmente por darle un sentido catab6lico ala fisiologfa ce
Vluyljatr.m’ "iSe‘p'ueden, _in‘tregrar_ estos evéntos en uha .s'er.ie, 16gica A‘de, .eféctos

.
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metab6licos (8):

1. - Contacto con el agente causal.
.= Disminucién de los procesos generadoreé de energia.

.- Carda de la carga 'e‘nergética

= W N

.- ._sttmulo de los procesos catab6licos: a) glucogenéhsls hepitica,
b) 1ip611913 periférica y movilizacién de écidos grasos al higado,
‘5.~ Inhibicion de los procesos anabdlicos: ‘a) biosfntesfs de purinas,
b) biosintesis de 4cidos nucleicos, c¢) biosintesis de protefnas,
d) biqéi’ntesis de gluctgeno. | |
6. - Acﬁmulo de lipidos en el hi‘g‘édo.

La entidad patolégica producida al final de la lista se
conoce como higado‘graéo o hepatoesteatésis, en"‘algunos €asos pue-
de revertir a la normalidad pero en otros puede degenerar hacia h_e_
patitis y en un momento determinado a cirrosis. Para explicar la
acu‘rnulacién grasa en el higado, se debe tener en cuenta que el ni--
vel de tfiacilglicéridos hepdticos es la resultante de varios factores
como: a) biosintesis de grasa, b) utilizacién para fines energéticos,
c) transporte de lipidos de los depésitos-fél hfgado, y d) movilizacién
de lfpidos del higado a los dep6sitos; por lo tanto, las alteraciones
que favorezcan la fo1mac16n de 1ipidos en el hfgado, disminuyen su
utihzacién, estlmulen su movilizaci()n de los. depésitos o impldan el

transporte del higado a los dgpositos, resultardn en una degenera--

ci6n grasa del higado.



.Al hacer una revista de las acciones de la adenosina
en el higado y en el tejido adiposo y compararlas con las secuelas
que produce un hepatotéxico, se concibié la hipbtesis de que la ade
nosina pudiera antagonizar los efectos de acumulacién grasa en el
higado, promévida por hepatotoxicos, al evitar movilizaci6n lipidica
periférica y al disminuir la lipogénesis hepé.‘tica..- asi como. también
al impedir la caida en la carga. eriergética cafacter{stica de los cua -
dros de hepatotoxmxdad Un reporte, publicado por Faber y colabo-
radores (17), en el cual demostraba que la admmistracxbn de ATP,

. a dosis considerables, era capaz de prevenir el dafio hepético pro-

ducido por etioriina, ~reforzd la hipbtesis »rde §ue la adenoéina podr{a '
" asumir, ‘en un momento dado, un unportante papel como agente an- .
tihepatotéxico. Egte hecho fue .comprobado- cuando la adenosma impi

‘di6 el dafio hepdtico producido por ‘la administracién de etionina, ci
~cleheximida y etanol.

La cicloheximida es un -antibiétic::‘o inhibidor de 'Ia sin
tesis protéica, su administracién-:g ratas impidé la -elaboracion de
iipoprbtetnas que son los agregados en’ca:gados -de exportar los tria
'cilglicéridos hepdticos; una dosis de adenesina evita toda acumula--
éibn.g_msa (18).

| - Ya ‘que el nuclebsido previene la entrada de aéidos.grg_
éos y aungue la cxclohexlmida evita la sahda de los tnacilghcérxdos :

por inhibir la formaclbn de las lipoprote{nas este efecto compensa -

- 10 -

el



la accién de la adenosina, por lo que los triacilglicéridos hepaticos
no se acumulan.

La etionina es un hepatotbxico que produce higado es-

—.teAsico al depletar de ATP a la celdilla hepdtica, generando en for-

ma secundaria una inhibicién de la sintesis protéica y por lo tanto,
impidiendo la- secrecién ‘de las lipopfote{nas, todo esto hace que los
triacilglicéridos hepdticos se eleven 4 veces sobre los niveles basa-
les. Una dosis de adenosina previene totalmente el dafio hepético; al
evitar la cafda en la carga energética, ésf como al impedir la capta
cidén de los dcidos grasos proyenientes.dg los tejidos periféricos (19).

Es bien conocido que la administracién de una sola do-
sis devetanol, produce un cuadro reversible de-higado graso a través
de la -alteraci6n en. el estado reaox, causada -por 1a mxidagiﬁn hépéti-
ca del fArmaco; esto es, éue- al ser catabolizado por la alcohol deshi
drogenasa, genera una gran cantidad de equivalentes reductores (NADH),
los cuales desplazan el equilibrio de una serie de enzimas oxidoreduc
toras citopldsmicas, entre las cuales la alfa glicerofOSfato deshidrogg—:_
nasa estd directamente involucrada en la biosfntesis de triacilglicéri-
dos, de tal manera que‘-estos ﬁambios condicionan un incremento de 4
veces la concentracion de triacilglicéridos hepaticos.

El nucle6sido previene parcialmente esta degeneracién
grasa, por medio de mecanismos que sugieren una mayor capacidad -

en la reoxidacion de los equivalentés reductoresipor la mitocondria
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(20). Estos mecanismos se hallan en estudio en nuestro laboratorio.
Otro hepatotéxico muy conocido es el tetracloruro de

carbono, el cual trataremos con mds detalle en este trabajo.

Dafio hepdtico producido por tetracloruro de carbono.

- Antecedentes hist6ricos.

A mediados del siglo pasado, erar utilizados frecuen-_
temente como anestésicos el cloroformo (CHCI ) y el tetracloruro
de carbono (CCly), su administracién era por 3{a oral o por inhala-
cién; ambos al poco tiempo de uso prodll.cfan el cuadro conocido co-
mo atrofia amarilla del higado. A principios de esta centuria, el te
‘tiacloruro de carbono fue popularizdndose en las industrias y en la
década de los veinte se le asign6é un papel como poderoso agvente'ag
tihelmintico. De manera paralela fue creciendo la incidencia de en- -
fermedades hepdticas producidas por el tetr@clorurd de carbono, lo
Que, origindé que la atenci6n de ‘los hombres de ciencia se avocara ha
cia ese problema. En la primera mitad de este siglo, los élvances
en este sentido fueron: caracterizar los signos de la intoxicaci6n agg
da y crénica por este hepatotdxico y determinar las condiciones die-
téticas que exacerban o aminoran el dafio hepatiéo; de‘esta manera,
ge concluy6 que la administracion aguda de tetr_acloruro de carbono -
' .Vproduc':i‘a higado estedsico o graso y que la administracién cfénica

del hepé.totbxico degeneraba de tal manera el 6rgano hepitico, que

=12 -



desembocaba en un cuadro muy similar al de ci;rosis, ambas:;e‘nti-
Jades patolégicas cursan o implican procesos de necrosis celulgr.

La tendencia desde la segunda mitad del sigilo hasta la
actualidad, es la de tratar de responder a las siguientes preguntas:
¢Por qué se afecta particularmenre al higado?, (Qué esula lesiién ini
cxal? z,Cuéles estructuras celulares son atacadas en primera mstan
cia, y de qué manera son atacadas?, J,En qué se. basa la. mflltramon’
grasa?, (Cudl es la base de la necrosis hepatocelular tan extensa'?,‘.’:,
En el esfuerzo de dar solucibn a tales cuestiones 'se han ido s’u'ce"-‘:'
diendo una serie de_ hipétesis de .trab'ajda: io largo del tierhpo,» edi;f
ficdndose una espructuré de conocimiento que tievnde‘.‘cada vez méé a:
una visién cabal del mecanismo de accién por el qﬁé el .tetracloruro_'_'..

ejerce su acc16n tOxica. Las principales hipdtesis han sido

Hipotesis de los fosfolipidos. - Hasta 1948 se pensaba
que los écxdos grasos de cadena larga, eran transpo:tados de un Or
ggano a otro en la fase acuosa del plasma en unién éster, con deri-
ados del acido fosfatidico, como fosfolipidos, por lo ,que- cualquier
_Lratamiento que 'afecta,ra 1a si’ntesis de los fdsfolfpidos, comb 1a ‘déf‘
" ficiencia de coliﬁa, tendrfa que reperchtirr en el fnetabolfsmo de'ios
: Sc_idoé grasoé, favoteciendo su incorporacién a triéciléiicéridcs y ori ]
ginando asi él higado estedsico. Los estudios ‘postefiofés.dem_ost:ra,—"
ron que el higado. era e_l dnico Organé capacitado para rerribver_y eiz% |

borar los fosfollpidos plasmdticos y que en el "stress" se lleva a ca.

- 13 -




‘bo una gran actividad lipolitica que desemboca en la produccién de
glicerol y dcidos grasos por los tejidos periféricos; la integracién
'de‘ los dos reportes, refut6 la hipstesis de los fosfolipidos en su
forma original, pero actualmente el metabolismo y movilizacion de
los fosfolipidos ha recobrado’importan‘cia en relacién con las lipopro
téfnas, Ias cuales funcionan como medio de transporte de tiiacilgh’-
: céridos en la sangre (21). | |

Hlpétesis mltocondrlal - El trabajo sobre hepatotom-

dad por tetracloruro.de carbono en la década de 1950 a 1960 se ri
grb por la creencia de que el hfgado graso producndo por este hepa
tOtOXlCO era esenmalmente una ’ enfermedad mitocondnal Este nue

. vo enfoque fue posﬂale gracias. al desarrouo de técmcas como la ho T
' rr'ogenizamén y la centmfugacx()n d1ferenc1al acopladas con el cono-
cimiento de funciones bioquimicas de los compartimientos subcellula- ‘
res. Por eée tiempo se réporté que el tetracloruro de carﬁono' alte-
raba el ciclq del 4cido tricarboxflico en ﬁitocdndria aisladas y en
'rétas, i’ntegras después de 12 horas; se observé también un desacopla
miento de 1a:fosf0rilaci6n‘ oxi‘dati'va,'. 1o cuai Hevo a sugerir que la

' ‘acumulacién grasa podri'a, tal vez ser, una’ falla en la oxidacién de
los aC1dos grasos por una deflciencia en el aporte de ATP necesa-

: ';'io ‘para su activacion. Otras alteracmnes mitocondriales reportadasg
é:an ellhlincharmie‘nto que el tetraclc“)i'u‘:q de carbono prodvuvcta en es-

 :tos organelos, asi como también, la pérdida del control respiratorio

| -,14 5



y activacién de la ATPassi, pero éstas y las anteriores secuelas se
producen muy taxde en el proceso temporalvdel daiio hepdtico, por
lo que, sin negar estos efectos mitocondriales, se empez6 a dudar
que en ese organelo se llevara a cabo la lesion Inicial del hepatots
xico. Actualmente estd abierta la posibilidad de que el dafio mité-
condrial pudieraymestar impiicado en los procesos de necrosis celu--
lar; que es uno de los éignos caractéi‘fsticos del dafio producido por
tetracloruro de éafboqo, ‘aunque’ de aparicibh tempor'a_l, més tardfa.
Enwel afio dé 1959 él campo sufri6 una bifurcacién; pbr;un lado un
grupo de trabajo se preocup@ pbr los cambios qué ocurffan en el
e'f'gastoplasrha a tiemposb muy tempranos y paralelamente otra linea
de trabajo intent6 entender el higado graso y la necrosis producida
por el tetracloruro de carbono como una mamfestacn’m de descarga
masiva de catecolaminas. ‘Revisgremo_s primero é&sta Gltima (21).

Hipétesié' de catecolaminas. - Esta hipbtesis se basa

en el po-stulado de que el tetracloruro de carbono ongma una des-

: carga de catecolammas, asf como una act1vac16n permstente del

: sistema ngrvioso _si’mpatico, el primer efecto implica un aporte‘

- aumentado de 4cidos grasos provehientes de los tejidos pgrifériébs, ‘
1o que incidiria en el eétablecimiénto de un h{gadt‘)'graéo, ‘el se‘gun-
do .‘efectoj causarfa una dismiﬁucién en-el flujo sangufﬁeo hepético,

7 alsbciado con hipoxia ceﬂntrilobular» la cual produci;fa necrosis célu—

: lar. Al é:vc_plorar' la primera posibilidadfde nnnefé,rﬁﬁs cOmpleta. -



se tuvo que considerar un cuadro de dindmica de lipidos, el cual im
plicaba conocer la captacién de &cidos grasos sangui’neos kporA pafte
del hfgado, el catabolismo y anabolismo de las grasas en ese 6rga-
no, asi como la exportaci6én de triacilglicéridos desde el hfgado,
los resultados en este sentido demostraron que, aunque se observaba
un incxemento en los ruveles de éc1dos grasos séncos, éste no co-
”]rrelacmnaba con: el aumento de trlacilghcendos hep&ticos y que un
' efecto més notable era la supres16n de la secrecién de tnacﬂghcé- »
ndos del higado, 10 que llev6 a 1a caracterizaci6n de las clases de
.lipoprotei'nas, que es Ia manera por la que viajan las- grasas por
la sangre, asf como los organelos o las estructuras celulares que
: “perrnitfan la sfntesns y la mov1hzac16n de dmhas macromoléculas.
Al poco tlernpo de emit1da esta hlpétesis, tuvo un serio revés cuan-
| do se cornprob6 que las catecolammas no se mcrementaban después :
del tratamiento con tetracloruro de carbono, por lo que la gente de
cieﬁcia, -enfoc6 sus inVéstigacidnes ala acéién del }hepatotéxico. g0-
- bre las lipoproteinas; por un lado se decia quéf el éfeétq del tetra-
,clorﬁrb sobre la sintesis protéiéa impedfa la sintesis de las 1ipopr9_
~tefﬁaé'y por el otro se decia que el efecto era sobre el isistema mi
‘ érosomal, responsable de 15. exportacién de las mismas, este punto
se analizara con mis detalle (21) |

Hi Jétesis de 1a denresién en_ la si‘ntes1s protélca - El

"tetracloruro de carbono, ejerce una fuerte accién depresora sobre
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la sintesis de proteinas en el 'higado, ha sido demostrado que una
hora después de su administracion, escinde ribosomas y disminuye
la incorporacién de aminodcidos marcados a proteinas, por lo que
varias investigaciones adoptaron como linea de trabajo suponer que
el efecto de tetracloruro de carbono sobre la sintesis proteica,
era el causante de la infiltracién grasa, asi como de las acciones
ﬁecréticas del hepatotoxico. Sobre este tdltimo punto, los reportes
de que la etionina y la actinomicina D suprimen la sintesig proyéi-
ca, 7~per'o sin causar necrosis, hace pensar que estos dos pardmetros.
nomnecesariamente estdn unidos, Respe.cto del pnmer punto, varios Te:
portes han verificado que la parte protélca de la hpoprotema la ghco 7
' 'protefna conocida como apoproteina aceptora de 1i‘p}dos. tiene una v1da ,
media larga y-su captura rdpida de.l hi’gado.' permite la secrecion de‘l_i_,“
; poprotefnas gin necesgidad de sintesis de novo de esa proetina, por
lo que un impedimento en la sintesis" protéica no deberfa evitar la
presencia de lipoproteinas en la sangre, sino hasta 3 o 4 horas des
pués de iniciado el efecto. El tetracloruro de carbono ejerce su ac
ci6n depresora de la exportaci6n de lipoproteinas, casi de inmedia-
to a su administracién, por lo que-debemos pensar ciue este hepato
“téxico éjerce su acci6én primaria en el acoplémiento de la apoprotei
na con ‘su grupo pmstético graso 0 como parece mas probable afec-
tando la fnovilizacién de las lipoproteinas intrace}ularmente, al da--
N far el sistema .membranoso microsomal, como lo sugiere la s_ighieg
te hip6tesis »,.(2;1).1 ” | o
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Hip6tesis Lipoperoxidativa, - Muchos reportes publica

dos hace algunos afios, contenfan informacion sobre efectos tempra
nos que producfa el tetracloruro de carbono en el reticulo endoplds
mico. Los principales eran: A nivel microscopico era posible obsexr
var que a los pocos minutos de administrado el tetracloruro, se
producian hinchamientos y disgregaciones en los sistemas membra-
nosos del retfcﬁlo endoplismico liso y en el reticulo endopldsmico
rugoso se observ6 desprendimiento de ribosomasg; a nivel biogquimi-
co, se constataba que las actividades enzimiticas propias de reticu
lo endopldsmico liso, como la glucosa 6 fosfatasa y las metilasa e
hidroxilasas del sistema microsomal que actfia contra Xenobibticos,
ge perdfan a los pocos minutos del tratamiento con el téxico. Para
explicar los resultados anteriores, los investigadores avocaron sus
estudios hacia el metabolismo del tetracloruro de carbono, siendo
uno de los principales hallazgos descubrir que al poco tiempo que
el hepatotéxico hacfa contacto con el higado, era posible detectar
la presencia de radicales libres, Cl. y CCl3, los cuales promueven
reacciones en cadena conocidas como peroxidativas. La génesis de
los radicales libres, se explicé como una acci6én del sistema mi--
crosomal de transporte de electrones no fosforilante, caracterizado
por la presencia del citocromo P-450, sobre el tetracloruro de car
" bono, produciéndose una escisién homolitica de esta molécula. Los

radicales libres asf formados son muy reactivos teniendo afinidad
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muy marcada por los electrones pi de las dobles ligaduras de las
moléculas orgdnicas, por lo que interaccionan con proteinas, A4ci-
dos nuclefcos, 4cidos grasos insaturados, etc.; si hacemos refe-
rencia a la interaccién de los radicales libres y el tejido graso,
nos ubicaremos en un terreno que ha sido muy Gtil para estudiar
este tipo de fenSmenos conocidos como lipoperoxidacion (21).

La degradaci6n peroxidativa de 4cidos grasos poliinsa
turados implica: a) una reaccitn inicial que guia a la formaci6n de
un radical libre del 4cido graso poliinsaturado; b) la subsecuente
reaccién de este radical libfe con oxfgeno para producir un radi
cal ‘peroxi; c) la reacci6n de este radical con otra molécula de
dcido gmso poliinsaturado, para formar un hidroperéxido y otro ra
dical libre del 4cido graso que feaccionaxfé de nuevo con el Oy; d) ‘
Los hidroperbxidos reaccionan y dependiendo de 1a regi6n del 4ci-
do graso donde se formaron, producirin aldehidos, cetonas o hidro
~ carburos, fracionando los dcidos grados y terminando asi la cadena
de reacciones de este proceso (22) (Fig. 1).

En el caso de intoxicacién con tetracloruro de carbo
no, los radicales libres producidos por la accibn del citocromo
P-450, son los que inician la serie en cadena del procesb lipoperoxi
dativo. La degradacién peroxidativa de 4cido grasos poliinsaturados,
tienen como consecuencia una severa destruccién de estructuras ce-

lulares, altamente organizadas como son las membranas biol6gicas, -
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lo que acarrea una serie de disturbios en importantes actividades
metabé6licas (Fig. 2).

La actividad lipoperoxidativa se presenta de manera
natural en todas las células y se considera como una forma de to
xicidad del oxigeno, evolutivamente han aparecido ciertog mec;nig_
*rﬁoade seguridad, que modulan las concehtraéiones de lag diver--
sas clagses de 6xfgeno reactivo, siendo los principales blba_superéx_.i_
‘do ‘dismutasa y el sistema de 1a glutétidn'perbxidasav y glutation re
'. ‘ductasa; éste ﬁltimq es mds trascendente con el contexto en el que
'estax;nos situadoé, ya qué los peréxidos geﬁerados por los fadicale's
C1 y CClg., van a ser procesados por la glutatién peroxidasa, em
pezando una serie de reacciones que se coriocen con el nombre de
ciclo de glutatién (23) (Fig. 3).

La glutatién peroxidasa es ﬁna enzima que necesita se
lenio para su funcionamiento, cuando reaccioné oon el perdxido lo
inactiva y al hacerlo, transforma él tripéptido glutatién de su forma
rédugida ala oxidada, la otra enzima, la glutatién reduCtasa, que’
>e_s una \ﬂavoprote'fna, regenera el glutatiébn a su forma r_educida pa-
ra lo 'cual necesita NADPH, que se k‘convex;tiré en la forma oxidada
NADP, finalizando el cliclo. Visto de manera fntegra, el ciclo del
glutatibn va a éer modulado por la concenfra(:ién de perﬁxidqs y por

el estado redox, dado por la relacion NADP/NADPH,

Los cambios en la organizacién celular que produce
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la lipoperoxidacién generada por CCl4, implican la imposibilidad -
del hepatocito para llevar a cabo una adecuada secreci6tn de tria--
cilglicéridos a la sangre, ya que el organelo que se encarga del
ensamble de las lipoproteinas, estd siendo severamente afectado
en los primeros estadios de la intoxicacién con tetracloruro de car
~bono, por lo que ]g. hipétesis lipoperoxidativa aclara el estableci--
. miento del ﬁi.'gado graso generado por tetracloruro de carbono; por
_otra parte la persistencia de la actividad lipoperoxidativa que cau-
sa daﬁos a las membranas celulares genera a mediano plAzo, pro
éesos ’dé muerte ce_l_ulai' 0 necrosis que son caracterfsticos en un
cuadro producido por te_trgclo;'uro de carbono (24).

Con baset en- los antecedentes re nciommdos, la hipbte
éi‘s.'que motivs este trabajo, es verificar si la adenosina puede fun
cionar comd un firmaco, capaz de evitar la patologia generadé por
la administracién ag.uda:’dé'tetracloruro de carbono,‘ para lo cual
se midieron parametros implicados en el higado estedsico o graso,
: cémok son concentraciones hepéticas y séricas de triacilglicéridos,
nivéles en sangre y captacién hépética de &4cidos grados, anabolis-
mo de estas moléculas en el higado y pardmetros implicados en la
necrosis celular, como sbn niveles séricos de transaminasas y ac-
tividad lipoperoxidativa, y en este contexto evaluar los metabolitos
y evnwz_imas del ciclo de glutatién, asf como la actividad de la ruta
'mefabéliCa ébﬁocidg como ciclo cie 1as‘1pen‘to‘sas,’ c;orn_o indicadora -
de 1a relacion NADE/NADPH. |
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FIGURA No. 2
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I1I. Método Experimental.

Los expérimentos sé' realizaron con ratas macho ayu-
nadas de la cepa Wistar, que pesaron en promedio 180gs. Las ra-
taé éé dividiéron en 4 gfupo'y ée les 'dieroﬁ 168 éiguientesﬁ trata--
mientos al grupo I ge le adminlstré aceite de. cartamo por medio :
de una sonda intragéstrica y soluci(m salina al 0 8% intraperitoneal
‘ mente, ambos compuestos-se-aplicaron a razdn‘de 1 ml por cada
100 gs. de peso corporal' al grupo I también se le dio aceite mine'
ral intragéstricamente, pero se le aplico una dosis ‘de adenosina in
| traperltoneal de 200 mg/Kg de peso corporah al grupo expenmen- '
| tal III ge le administro tetracloruro de carbono en forma dlrecta
al estémago, a una dosis de 2 5 ml/Kg de peso corporal dilutdo
con - aceite vegetal mﬁs una aplicaci6n intrapentoneal de solucic'm
salina. al grupo IV se le traté con tetracloruro de carbono intragas‘ o
trico y. adenosina intraperitoneal

' . Los grupos experimentales asf planteados permiten
constatar los efectos producidos por la sola aplicacxon de aden051-
- na (grupo II) los efectos. originados por la administracion de tetm

cloruro de carbono (grupo III) Y las posibles acciories o efectos que |

' pudiera tener la adenosina en. esta situacién (grupo IV) comparando o

'V_todos ellos con un. grupo testigo o conttol (grupo .

Los pardmetros experimem:ales explorados y las téc- - .

, nicas que se emplearon para ello son lag siguientes ;
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1. - Cuantificacién de triacilglicéridos. - Se realiz6 por

el método de Butler (25), que brevemente consiste en extraer los 1li-
pidos en éloroformo, separar los lipidos neutros con zeolita activada,
saponificarlos con potasa alcohblica, estabilizarlos con peryodato de
. godio.y coiorea_rlos, a altas tempémtums; en pregencia de'écido‘ cr_g
' fmotfép.icb;. la lectura final se verlfica a 570nm. Las imueéfraé_ Vbiolg
gicas ensayadas fueron h{gado y sangre. / |

2.- Cuantificaciﬁn de écidos grasos, - El método - de Do, :

les y Meinertz (26) se reduce a realizar una titulaci6n de los 4cidos
- grasos extrafdos del plasma con azul de nilo en presencia de hldn‘)xi-‘
do de sodio. I_os resultados se ~reportan como microequivalentes por |
lltro ' |

e

3. - Cuamtificacién de cuerpos cetSnicos,— Los cuerpos

cet6nicos, acetoacetato y beta-hidroxibutirato, se midieron co‘m_o"rr'ié-
todos enzimaticos (27), los cuéles consisten en seguir los cambios del
estado de oxidoreduccién de la coen‘iima nicotinarhfn-piridfn ﬁuclééti-
do, hacia un estado u otro segln sea el caso, siguiendo la reaccién
‘con lecturas a 340 nm. Los niveles de estos metabolitos ge obtuv:g_
ron en sangre. |

4. - Incorporacion de e Acido palmftico. - Los experi

‘' _mentos para determinar mcorporaciﬁn hepética de écidos grasos cir-
culantes, se llevaron a cabo administrando Acido palmfcico marcado

“con. anterioridad a los tratamientos usuales, y ‘despuérs del sacrlficio
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de los animales se cuantificé radicactividad en los lipidos hepéaricos,
para lo cual se realiz6 una extracci6én por el método de Folch y co
laboradores (28). La radioactividad se conté en un espectrémetro de
centelleo lquido (5 g. de PPO y 0.1 g de dimetil-POPCP en 1,000 ml.
de tolueno).

5. - Cuantificacion de transaminagas. - Las dos-enzimas,

transaminasa glutdimico-pirtvica y la fransamina—sa glutdmico-oxoloacé
tica, se midieron en sangfe utilizando métodos emzimdticos, en la pri
mera se c;:dantificé el piruvato formado a partir de alanina, al hacerlo
reaccionar con 2, 4-dinitrofenilthidrazina emmedio alcalino, la lectura -
del complejb colorido final se hace a 505 nm; la segunda enzima se
cuanf:ifiéa -al medir el complejo colerido formado por el~exaloacetato
con la 2,'4-dinitrofenilhidrazina-a 525 nm (29).

6. - Cuantificacién de actividad lipoperoxidativa. - Los ni

veles de peroxidos dependen principalmente de la presencia de oxigeno
activado, asf como de -cofactores como NADPH y ADP. La -actividad 1
poperoxidativa implica forméci(m de hidroperSxidos en las-dobles liga-
’ duras de los 4cidos grasos de los fosfolipidos, "al reaccionar con do--
bles ligaci&fas en la posicién’ 3 omega, el producto de esciaiQn forma-
do es el dialdehido mal6nico el cual se cuantifica por el método del
dcido tiobarbitarico (30), con el que forma un complejo colorido que se
extrae en una solucién de butanol? piridina y es lefdo-a 532 nm. La

_ac;ivid_ﬂd.lipoperdxidativa‘medida en ausencia de cofactores, nos infor
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ma de la concentracién basal de éstos, y se llama lipoperoxidacién
end6gena. Si al ensayo se le adiciona algdn cofactor, como NADPH,
ADP o iones ferrosos, la lipoperoxidacién se considerard suplemen-
tada; respecto al Gltimo cofactor mencionado, hay que hacer notar

que -los -iones ferrosos no son fisiolégicos y su utilizacién nos infor .
‘ma-sobre la capacidad lipoperoxidativa méaxima del sisterma, ademads

del .grado de insaturaci6n de los 4cidos grasos presentes.

7. - Determinacion de los niveles .de glutation. - La ga
ma—glutamilcisteinilglicina se puede encontrar en dos formas pi'inci- ‘
‘pales, como monSmero, también conocido como glufatién reducido
(GSH) 0 como -dimero formado por la oxidaci6n de la forma reduci-
da, por lo.que se conoce t:o‘mo-‘ﬁglutat‘:ién oxidado (GSSG). La cuanti-
~ficaci6n del GSH.-s‘e llevé a-cabo enzimiticamente (31); -los extractos-
- ~percléricos obtenidos de los higédes de -animales trétadds, se hicie-
ron réaccionar de '1a siguiente manera: en »presenc.ia de la enzima’
glioxilasa I se form6 un ~coi'r;p1ejo entre el rglutati6n‘ ’reducidor y el
‘metilglioxal que fue medido en un espectrofotdmetrd a 240 nm. El
glutétién oxidado se cuantificé al reducirlo a GSH en p:eééncia de
:NADPH y glutati6n reductada observandose un -decremento en densi-

dad Optica a 340 nm.

8. - Actividad de g_lutatidn peroxidasé (GSH-per). - La
actividad de esta enzima se midi6 i'nediante una reacciénr enzima4ti-~ a

'~ ca acoplada (32), la cual se lleva a cabo de la-siguiente manera: -
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se hace un homogenado de higado en sacarosa isoténica, que servi
r& como fueﬁte de enzima, y se pone una cant;dad conocida con 1a
siguiente mezcla de reacci6n, un buffer de fosfato a un pH y con--
centracién adecuados, azida de sodio (NagN), GSH, glutatién reduc-
'tasa y NADPH; l1a reaccién se inicia con un sustrato secundario de
la enzim‘a'como es el per6ximo de hidfégeno (H202), 1a enzima
GSH-pér descc;mpone‘ el peféxido y. en.-el- proceso c0nvierte el GSH
en GSSG, que a su'vez sixve de sutrato ala glutatién reductasa ra
ra que-en presencia de NADPH que se oxida, reduzca el GSSG, por
1o que la reaccion se observa en un espectrofotémetro a 340 nm. La
azxda de sodio macnva la catalasa por lo que la Cmica enzima que
maneja el H202 de la reaccion es la GSH- per

9, - Acnvidad de glutatioén reductasa (GSSG R) - Esta

‘en21ma se cuantific6 siguiendo el método de Bergmayer (31) en el ‘que
toméndose un homogenado de higado como fuente enzimdtica, se Ie po
ne en contacto con su. sutrato GSSG en un buffer de fosfato y en pre- .
sencia de NADPH se verifica 1a reacmén que implica oxidaci6n de la
coenzima y por lo tanto un medio de seguu' la reaccién a 340 nm

10. - Actividad del Ciclo de 1as Pentosas - Este camino

metabblico ge estudi6 por el método de Gumaa (33) el cual consiste

- en medir la_conversién_ de glucosa marcada en el carbén uno en bi6-
-xi&o de ’carbpvno, el pfcce'so se lleﬁo a cabo en fel:i_ané.das de hfgadb
"vin'cu_badasl un“.p‘ar de horas en un ringer Krebs-bi;:afbphatd, el CQé
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marcado se atrap6 en hiamina y se cuantific6 en un espectrémetro
de centelleo liquido (5 g de PPO y 0.1 g de dimetil-POPOP) en 1, 000
ml de tolueno.

Los datos que ée presentan a continuacién como resul
tados, son el promedio de ﬁor lo menos cinco experimentos, indicdn
dose el error esténdar Los datos fueron; analizados mediante la prue

ba de R con 'un nivel de probabilidad de 0.05..




II1. - Resultados.

La secuencia de resultados que se exponen a continua
cion, se debe al desarrollo de las siguientes consideraciones: en pri_
mera instancia se exploré el efecto de la adenosina en el cuadro de
higado esteasico producido por tetracloruro de carbono; a continua--
cién se valor6 la acci6én de la adenosina en otra secuela caracteris-
tica de la intoxicacién por tetréclorufo de carbono, como es la necro
gigs celular. Con los resultados obtenidos hasta ese punto, sé gengré
la nécesidad de cuantificar uno de los fenSmenos mis tempranos de
la intoxicééiéri por tetracloruro de carbono como es la lipoperoxida-
cién, asf como evéluar la influencia de la adenosina en este parime- _
trd y iaor tltimo se realiz6 una exploracion tehdiénte a determinar é.-l,’
mecanismo mediémte el cual la adenosina, afecta la actividad lipépe--

roxidativa generada por tetracloruro de carbono.

A), -~ Higado graso.

El higado graso es una entidad patolégica que se carac
teriza “por un disturbid en la dindmica de ‘lfﬁidos"corporales, que guia
a una acumulacién de triacilglicéridos en el 6rgano hepéitico; el hfga-
do ‘graso generado por tetracloruro de carbono es uno de los méis ég
veros, a continuacién se reportan los efectos de la adenosina sobre
Ia acumulacién de triac1lghcéridos en hfgado, asf como en la dmémi

' ca de lfpidos de los animales 1nfectados con el t6xico. .
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1. - Triacilglicéridos. - La administracién de tetraclo-.
ruro de carbono incrementa la cantidad de triacilglicéridos hepA4ti-
cos (Figura 4), la administracién simultdnea de la adenosina amino-
ra este efecto. La diferencia entre el grupo tratado comn tetracloruro
de carbono més salina y los animales tfatados con tetracloruro de
carbono méis adenosina fue estadisticamente significativa a las 4, 6
y 8 horas de tratamiento. La adenosina sola no cambia el contenido“
hepético de triacilglicéridos.

2. - Dinamica de lfpidos.- El incremento de triacilgli-
céridos ‘generado por tetracloruro de carbono, implica un aumento
en el apoxte de 4cidos grasos desde los tejldos periféricos, por lo
que se exploré el posible efecto de 1a adenosina sobre este paréme- '
tro,’ ya que el nuclebésido es un potente inhibidor de 1a lipblis1s en
tejido adiposo Los resultados se presentan en la tabla 1. El tetra-
cloruro de carbono increment6 los niveles de écidos grasos circu---
_lam:es 8 horas después de su administracién, pero la adenosina fue
incapa? de bloquear este efecto, a ese tiempo. _

o Oero posible mecanismo para prevenir el incremento
de triacilglicéridos en higado producido por tetracloruro de carbono,
es incrementar la liberacién de estas moléculas por el 6rgano hepid
tico, por lo que se cqantificaron los niveleé de triacilglicéridos sé&-
‘ricos (Tabla 1). El tetraclorﬁm de carbono impidi6 de una manera

muy marcada (60%), la secrecién de triacilglicéridos hepéticos, y -
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la adenosina, otra vez, no alter6 esta accién del toxico.

Se sabe que la adenosina inhibe el paso inicial dell
metabolismo de los 4cidos grados en elvhrgado, O sea, la fo'rmg_
cién del aciltioéster, por lo que se exploré la posibilidad de que el
nucle6sido pudiera afedar la captaci6n o el metabolismo de estas -
moléculas. Fn la Tabla 2, se observa que el tetracloruro de carbo
no incrementa significativamente la captacién de écido palmitico max
cado (1- 14C) por el higado; la adenosina evité este efecto una hora
"después de su aplicaci()n, pero a tiempos posteriores fue diﬂcil de -

tectar esta acc:16n De manera consistente con la mhibic16n por la
adenosina de la captaci6n de écidos grasos por el higado, se obser-
v6 que el nuclebsido reduce mgniﬂcanvamente la oxidacxén de los éci
dos grasos, visto esto, como un dramético descenso en los niveles
séricos de cuerpos cet6nicos (Figura 5) (14).

La adenosina previene el higado estedsico o grado. me,
‘ diante un proceso que se sugiere como el de evitar la si’ntesis de
1riac11glicér1dos, por su accidn inhibitoria en . la activacién de los
.1cidos grasos, seg(n los resultados de 1a Tabla 2 y la Figura 5y

. basadas en la referencia 15. !

B) Necrosis celular, o ;
La muerte celular y la destruccién de la organizacién
' hepétlca que lleva consigo, es otro de los signos de una intoxica---

cién aguda por tetracloru:o de carbono. La disgregaci6n celular que

ey -




‘produce este fenémeno, -se refleja por un aumento en el torrente --
sanguineo de una serie de metabolitos de localizacién estrictamente
intracelular, los cuales sirven como paridmetros para cuantificar es
te dafio .eelular En este sentido, es ya tradicional medir como fndi
“'ce de muerte celular y daﬁo hepﬁtico, 1os niveles en ~ sangre de dos
'enzimas con acuvidad de transaminasa, como son la transaminasa E
glut&mico—pn'ﬁwca y la transammasa glutémico—oxoloacética, por lovv
que en este estudio se evaluo este parémetro y la influencia que la
adenosina ejerce en él | '

| Transaminasas - La adenosina demostré ser eflcaz enA
’ prevemr Ia necrosis hepatocelular inducida por el tetracloruro de
‘ .»carbono, durante las pnmeras 4 horas después del tratamiento. La}
necro: pis celular se cuantificé con los n1ve1es séricos de las enzi-~
mas, transammasa glutﬁmico oxalacénca Yy transaminasa gluté.mlco-
: pirﬁvica, como se muestra en la figura6. A tiempos tardfos los ani

males tratados con el hepatotémco y el nucleOsido presentan un au- .

o mento en los niveles de- las transaminasas circulantes, pero siempre

manteniéndose a un nivel inferior que e1 grupo de tetracloruro de car*' !
‘_bono mas soluc16n salina. ' | |

La adenosina protege la integridad del hepatocito, evi- = -
a tando la necrosis, mediante ‘un procedimiento paralelo a la revencion '
"del hfgado graso, ya que existe ‘una. correlacusn ev1dente entre ambosi

o 5;‘eventos (r = 0 997 entre triacilglicéndos hepéticos y actividad de la




transaminasa glutimico-pirtivica y r = 0.997 entre triacilglicéridos
y actividad de las transaminas glutdmico-oxaloacética); por lo que
la adenosina debe actuar durante la fase temprana de la intoxica--

cién por tetracloruro de carbono.

C) Lipoperoxidacion. ‘

Uno de. los efectos primarios en la infeccién aguda por
' tetraclﬁruro de carbono, es un aumento en la aétividad--lipoperoxida-
tiva. Egte incremento se debe al ataque que efecttan los radlcalesl_g_
bres, sobre los Acidos grasos poliinsatux"ados‘de las membranas del
hepatocito; los radicales libres son producidos al escindirse homoli-
ticamente la moiécula de tetracloruro de carbono por.-accién del ci-
tocromo P-450 de localizaci6n microsomal. La lipoperoxidaci6n gene
rada de -este modo es un proceso autocatalitico y, a la larga deter-
mina.daﬁoé irreversibles en la célula hepitica que se traduceh en
‘muerte celular. Los resultados de los incisos anteriores motivé ex
“plorar la ‘éccion de la adenosina sobre este parimetro. ,
| 1 - Lipoperoxidacién ‘basal. - La adencsina aminort la
lipoperoxidacién end6gena méxima inducida por tetracloruro de car-
bono_',r la cﬁal se presenta a los 15 minutos de 'tratamieﬁto (Figura 7).
Se observé un pequefio, pero consistente incremento en la actividad
lipoperoxidativa en los grupos controles, tratados con aceite vegetal

y salina o adenosina, compardndolos con animales no tratados, pro-
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bablemente como resultado del "stress" causado por el tratamiento
(Figura 7).

2 - Lipoperoxidaci6n suplementada. - Para explicar el
efecto de la adenosina sobre la lipoperoxidacién enddgena estimula-
da por tetracloruro de carbono, se realizaron experimentos de 11159_
peroxidaci6n suplementada, ensayando concentraciones crecientes de
- los siguientes cofactores: ADP, jones feri‘bsos y NADPH, observén-
dose los siguientes resultados: en presencia del nucle6tido ADP (fi- :
gura 8), la actividad lipoperoxidativa no sufri6 maybres cambios en
ninguno de los grupos tratados; con los iones fen"osoS (Figura 9), .
se fegistrdun incremento cons‘t’ante en la Hpoperoxidacibn, pero sieg_
do éste. aumento similar én todos los grupos expéririxénmles; con la
coenzima NADPH' (Figura. 10), se logré reproducir el efecto proté;:-'-
tor de la adenosina sobre la actividad lipqperoxidativa a bajas con-- '
centraciones del piridin nucle6tico, pero al incrémentar la concen--.
traci6n del NADPH, el efecto protector se diluy6.

o 3 - Ciclo de las pentosas. -~ Un posible medio para in-
,creﬁlentar los niveles de NADPH es la activacién de la ruta métabé-"
licavccnocidé como ciclo derlas pentosas, por lo cﬁal se midi6 su ac
- tividad (Figura 11). El tetracloruro de carbono increment6 el ciclo de
las pentosas a rlos 7.5 minutos de tratamiento de manéra significati-
va, la adenosma prevmo esta accicn, mientras que los otros grupos

no mostraron camblo alguno durante 30 minutos.

La adenosina ‘-disminuye un evento clave de la intoxica- o




ci6n por. tetracloruro de carbono, como es la lipoperoxidacion, tal
vez, intexfiriendo con el funcionamiento del sistema encargado del
fraccionamiento del tetracloruro de carbono a radicales libres, que

es el citocromo P-450 y compuestos asociados, el cual esg depen--

diente de NADPH,

D) Ciclo del Glutati6n.

| - Uno de los siétemas ‘enzimdticos encargados del pro-
cesamiento de los peréxidos formados, fisiolégicos o inducidos por-
el tetracloruro de carbono, es el del llamado ciclo del glutati6n, el
cual consta de dos enzimas, la glutatién peroxidasa y la glﬁtatién
‘reductasa 'y de un metabolito, el glutatién, que buede presentarse - -
en su versi6n reducida u oxidada. Para que el ciclo del glutatién |
funcione, se requiere la presencia de NADPH, Por los resultados ob.
tenidéé al medir la actividad lipoperoxidativa se considerd conveniér_l_ |
te caracterizar el ciclo del glutatién en el presente estudio.

1 - Glutatién reducido y oxidado. - El glutatién reduci-
do (GSH) sufri6é un decremento por la accién ‘del tetracloruro de car
bonova 1oé 30 minutos de tratamiento, mientras que la adenosina evi
t6 este efecto del toxico (Figufa 12). Los grupos controles no mos--
traron cambio alguno,

El glutatién oxidado (GSSG) evidenci6 un incremento pro'

'movido por e1 tetracloruro de carbono, mismo que fue prevenido por '

- -



la adenosina (Figura 13); de nuevo no se verifico6 cambio alguno en
los grupos controles.

Los cambios en los niveles de glutatién, tanto reduci
do como oxidado, pueden ser mejor entendidos si se expresan como
variaciones de la relacién GSH/GSSG de log diferentes tratamientos
en el tiempo. Al hacerlo (Figura l4), se ve que la Gnica relaci6n
-que varia es la que corresponde al tetracloruro de carbono, siendo
el-cambio principal a los 30 minutos dé tratamiento.

2 - -Glutati6n peroxidasa y reductasa.- lLa glutatién pe
roxidasa (GSH-per) increment6 su.actividad en el grupo de tetraclo-
ruro de carbono a los 30 minutos; la adenosina s6lo previnp parcial
mente el efecto del toxico (30%) y’ a los 60 minutos elg‘grupo de te-
tracloruro de carbono mds adenosina mostr6-una ligera elevacién al
compararlo con el grupo de tetracloruro -de carbono més salina (Fi-
gura 15). La glutatién reductasa (GSSG-R), evidenci6 cambios Gnica-
mente -con los animales del grupo de tetracloruro de carbono més ade
‘nosina, éiendo éste un incremento de actividad a los 30 y 60uminutos
de tratammiento (Figura 16).

La adenosina, en presencia de_tetracloruro de carbono;
es capaz de activar la enzima glutatién reductasa y de esa manera
"prevénir cambios en la relacién GSH/GSSG, la cual es profundamen-

te afectada por el incremento de actividad de la glutati6én peroxidasa.
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Tabla 1, Efecto del Tetracloruro de Carbono y Adenogina en

los 1ipidos sé&ricos,

Acidos grasos libres Triacilglicéridos

, >CC1

4

Los valores controles. fueron 444.1 + 77,3 umol/l y 79.5 + 2.4 mg/100 ml para acidos grasos 1i-

bres' y triacilglicetidos respectivamente. Ninguna diferencia fue observada en los valores _con-

troles al compatar 4 y 8 horas. Los resultados mostrados son el promedio. + error estandar “de

al menos 5 - experimem:os diferentes.

a 0.05_’y P

b

0.02

“contra el grupo control (cirtamo + salina).’

‘Tratamiento ' Tiempo ]
o R (hrs) ) (% del control) ( % del control)
Cértamo + salina “ “100- 100-
" Cartamo a§enosina 4 86 + 16 89 i. 5
cer, "+ salina 4 el 1z 75+ 62
4 adepqsina 4 86 + 11 - ‘ 86 + 1ka
| Cartamo + salina 8 " ki'qo.';; : 100~ '
Cérgan;o ~'adenosina 8 “93 _-t 7 - 97 + 8
el salina 8 160 £ 13% 54 + 10
“cal adenosina 9 . 1264 11 39+ 5



Tabla 2, Efecto del tetracloruro de carbono y adenosina en la

incorporacidn de (1- C) palmitato en 1lipidos totales

de higado.
Tratamiento ’ cpm/g higado Actividad Especifica
. (peso himedo) » “(cpm/mg de lipido)
éittamo +.salina . ' " 5109 + 382 ' 233 + 34 _
Vcértéﬁb + adenosina 5370 + 862 : 191 + 46 ~ ,l_‘“  ?'*i, . '_‘? '
ccl, .+ salina - 8678 + 793° 267419
CCl,  + ddenosima 5114 + 1059 : S 71+ 3P

Las determinaciones fueron hechas, 1 hora despues del tratamiento. Los resul-'.~'

tados son expresados el promedio + error estandar de cinco. experimentos inde"w

Vpendientes.
a, - '0.005 comparado a cértamo + salina
b

p  _ 0.05. éomparado a tetracloruro de carbono + salina.
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IV. Discusitn

La discusién de los resultados obtenidos en est;l in--
vestigaci6n, se centrari en la accién de la adenosina sobre la ,hepg
tofoxicidad aguda producida por tétracloruro de carbono, .Siendolrel
objéfivo de esta seccidn el esbozar la secuencia de” eventos metabo-
liéos que hacen posible 1a a'cdén protectora del nucleésido

o Los efectos que produce la adenosina para evitar la
acumulacitn de triacnghcéridos hepéticos (Figura 4), -parecen A,‘ubl-'
carse. principalmente a nivel del metabollsmo de los 4cidos grados,
como lo sug_iéfen los datos de lipemia, .captacién de rpalmitato fgdig_ ‘
-activé y los de Cuerpos ceténicos séricbs.

| La adenosina evita el incre'mente en actividad lipolfti-

ca generada por el tetracloruro de carbono, pero sélo'-a t.iempos'lag '
gos, como indiéa la Tabla: 1, auht;ue a tiéfnpos cortos como 1 hora,
disminuye la réaptacién de 4cido palmitico radioactivo, tanto las.cuen
tas totales como la actividad especifica (Tabla 2), estos "rgsultados |
sugieren 'queb' el higado graso éroducido por tetraclorurd de carbono
en ese tierﬁp_o, no se debe a un apofte incremeﬁtédo de material li- .
pidico de 1a periferia‘all 6rgano hepétlcb,~ acepci6n que se." ubicarfa ~
_en el contexto de la teorfa de las catecolaminas y nos sugiere que
el efecto prlncipal de la adenosina no es por una accicn anulipoli’n— _

a, sino a través de un efecto en el metabolismo de los” éc1dr)s gra— .
8OS hepéticqs, hecho que se confirma con los datos de nive'le‘s_ séri- .

]
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cos de cuerpos cet6nicos (Figura 5) la baja concentracién de estos
metabolitos cuando el nucle6sido estd presente, sugieren fuertemen
te que la adenosina estd impidiendo el proceso lipolitico hepitico al
evitar la activacién de los 4cidos grasos.

Es sabido que el tetracloruro de carbono impide la sg
creci6n de triacilglicéridos, accién que se confirma con los datos
de txfjacilglicéridos sériéos (Tabla 1), es interesante notar que la ade
nogina no modifica‘ la accién del hep‘a‘totéxico,r ‘pero este heclp sé ex
plica al considerar que el nucléésidd al ‘impedir la activécibn de los
dcidos grasos, evita su estérificac.ién a triacilgliceroles, por lo que
al no haber grasa en el hfgédo, ésta no se transporta a la. sangre.

| Si observamos el efecto de la adenosina en la implanta
cién del higado graso, éalta a la vista que la accién del nucle6sido
es s6lo parcial y transitoria, a diferencia de‘ la prevencién total que
efectGa la adenosina en los cuadroé generados por etionina y etanol
(18,20} aan asf el efecto principal por el que la adenosina alivia el
higado estéésico en los tres casos, parece radicar en su acci@n inhi
bidora de la tiocinasa que evita la formacién de nuevas moléc;ulas_ de
triacilglicéridos. Al explorar la acci6n de la adenosina en el higado
graso y comprobarse que' el nucle6sido aminora este cuadro, se tu-
vo la inquietud de cuantificar otro simbolo patolégico caracteristico
del dafio hepitico producido por tefracloruro de carbono, s’iveindcv) este

parimetro la necrosis celular; Los resultados al medir enzimas - que
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se escapan al suero cuando se rompe la célula, otra vez indican
que la adenosina actfia retardando el efecto producido por el hepato
t6xico (Figura 6).

En este estudio se encontré una correlacién muy bue-:
na en el curso temporal de la adquisicion de higado graso y delvpro
ceso necrogénico, al comparar los niveles . de triacilglicéridos hepi-
ticos y los de transaminasas séricas (Flgura 1 y 3) el coeficiente
de correlaci6n encontrado fue muy ‘cercano a la umdad, presentindo
se la misma conducta en el‘girupé de tefracloruro de carbono més 8a
lina y en el de te_traéloruto de carbono mds adsenosina. Este hecho ,
nos sugier,eb que. eh el caso . particular del tetracloruro de carbono am -
bas entidades patoldgicas, acumulacién‘grasé. y necrosis hepatica, se
, desarrollan de manera paralela, pudiéndose pensar que ‘un efecto texh
prano del tetracloruro de carbono las desencadena por igual y que, co
mo la adenosina actﬁa sobre estos dafios hépéticos de manera paie‘ci-'
" da, esto es, suprimiendo al principio y aminorando después, se sugie
re fu;artemente que el nucle6sido posee una accibn, total o parcial, so
bre éste pardmetro de accién primaria del tetracloruro de carbono y
- que la literatura nps'indica que es la lipoperoxidaci6n.

, ‘En el presente trabajo, logramos reproducir el efecto
del tetracloruro de carbono sobre la lipoperoxidacién hepética (14), "‘op_ |
teniendo un inciementq'impo,‘rtante a los 15 ininutosde t;ratamiento‘(F;i_vv

‘gura 7), el resultado asf obtenido correspondi6 a una lipoperoxidaci6n

e
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basal, sin cofactores, por |

de ellos, fue el paso limirta
de aminorar el incremento
que se continud el estudio t
ba el nucyleésido impidiendo

Los experime

traron que el nuclestido AD

1a actividad lipoperoxidativa

genado de tejido en vez de

sos indujeron un incremento

Ii

gura 9), esta conducta fue
ca qué la yfelacion.de éc;ido
afectada por ninguno de los
tor, la coenzima NADPH se
'aderrlosinar a bajas concém;ra

"el efecto del nuclessido des

que la diferencia en la capg

tracloruro de carbono mis
' méas adeﬁosina, reside en u
que como sebdijo es indispe
P-450.

VEst,e déto nos

tetracloruro de carbono, so

o que el contenido endégeno de cada uno
ite del proceso. La adenosina fue capaz

en la actividad lipoperoxidativa, por lo -
ratando de averiguar por qué medio esta
esta accién. |

htos de lipoperoxidacién suplementada, mos
P no influy6, en nuesti'as condiciones,. én

b probable_mente por haber utilizado homo
tejido integro (Figura 8), los 'iones fgrro--
lineal de la actividad lipoperoxidativa (Fi
imilar en todos los grupos, lo que signifi
gfasos “saturados e—insaturadbs, no se vio
tratamientos. Al ensayar el Gtlmo cofac--
vobse-rvé que se reproducia el efecto de la
ciones de NADPH y que al incrémeﬁtarlas
aparecia (Figura 10). Esto parece sugerir
cidad lipoperoxidativa entre el grupo de te
salina y del de tetracloruro de carbono

na disponibilidé(l de la coenzima NADPH,

nsable péra la: activacién del citocromo

impuls6é a explorar un posible efecto del :

bre el ciclo de las pentoéas, que pudiéra
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explicar los resultados obtenidos al medir la actividad lipoperoxida
tiva. Los resultados obtenidos indican que el hepatotéxico promovié
un incremento en la acti_vidad del ciclo de las pentosas a los 7.5
minutos de tratamiento, no presentdndose esta conducta en los ani-
males tratados con el nucledsido (Figura 11). Euste efecto del tetra- |
cldruro de carbono no es facil de explicar,‘ pero los reportes en la
literatura indican que el ciclo de las pentosas se regula principal-
mente a nivel de la déshidrogenasa de lé ‘glﬁcosa 6 fosfaro y que los
métébolitos alostéricos de esta enzima son, hasta ‘aho;-a, el AMP y
el glutatién oxidado (34). ” '

Con los datos presentados no es posiblé ‘détérminar
‘conAf cefteza-, la relacién' causa-efecto de los procesos lipopeioxidaqi_
» v-ds'y‘ del aurhe_nto del ciclo del' las pentosas, -por lo que tampoco po
demos concluir con seguridad si la accién pr.in.uarie.t de la adenosina_,
e'sr,a través de no permitir un incremento en el ciclo de las pento-
sasJ o prevenir la actividad lipoperoxidativé geherada por el -tetrac_lg 1
ruro de carbono. Aunque se puede aventurar qlie el tetracloruro de
carbono ejercerfé. su efecto sobre el ciclo de las pentosas, al au-- -
mentar los nivelos de gtutétién oxidado por acciones qﬁe_ revisare--
moé posteriormente; pdr ahora soélo diremos que el incremento en
la actividad del ciclo .de las bentosas, promovido por el tetracloru-

ro de carbono sugiere que es la fuente de NADPH, cofactor Que de-

“mostré ser el paso limitante ‘en la actividad lipoperoxidativa,‘ al ac-
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tivar al sistema del citocromo p-450. La adenosina al omitir el
aumento en el ciclo de las pentosas, evita los niveles incrementa-
dos de la coenzima y asf la lipoperoxidaci6n resultante sélo se de-
be a los niveles basales del NADPH. El resultzdo final es un decre
mento en la lipoperoxidacidén generada por el tetracloruro de carbo-
- no, por parte de la adenosina que podria explicar el efecto protec-
tor del nucleésido sobre la necrosis hepitica y el higado graso de
-la -siguiente manera:

El proceso de necrosis o muerte celular se produce
Por una pé;i:lida en la estructura de las membranas del hepatocito,
"esta deficiencia en la integridad celular-es debida al proceso de li-
poperoxidacién,- el cual disgrega el-ordenamiento de los fosfoli’pidds
de los sitemas membranoéos celulares; este dafio en los componen-
’tes lipidicos de la membrana respercute también en las pmtei’n’as in
trinsecas de membrana, las cuales pierden su funcionamiento al ver
alterados ‘sus grupos prostéricos; esta pérdida en la estructura y fun
cionamiento celular lleva a la muerte del-hepatocito, que al destrufx
se libexja, entre ‘otras muchas cosas, las .ya mencionadas enzimas de
 escape. La adenosina al arﬁinorar la actividad lipoperoxidativa retar
da los procesos necrogénicos, explicando asi los resultados de la fi
gura 3.

Como vimos, el higado graso generado por la adminis-

tracion de tetracloruro de carbono, se caracteriza princpalmente por
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impedir la salida de los triacilglicéridos del 6rgano hepdtico (Ta-
bla 1).

Se puede entender la forma en que el tetracloruro de
carbono estd afectando el proceso entero al incrementar la .actividad
lipoperoxidativa en el hepatocito y de esa manera atentar contra las
endomembranas del mismo, —impidiendo por’ un lado la formaci6n de
las lipoproteinas y ademis evitando la «sectec'iOn de las mismas al
desorganizar el aparato de Golgi. La adenosina alivia el .cuadro de |
higado esteésic'o,r impidiendorla' activaci6én de los -g4eidos grados, co-
.Imo. ya revisamos, pero ademds- al aminorar la ;lipoperokidacibn, pre
serva las estructuras celulares que serfan afectadés ‘por-el hepato---
téxicd. Aunque la adenosiné no incrementa o normaliza los miveleé
'dé -triacilglicéridos séricos (Tabla 1), esto se-debe-a que no se for:
man dichas moléculas, y ademadis, los cortes histolégicos demues--
t:rag.que la estructura e integridad del hepatocito se,-presefvan -con-
- tra -el ataque del tetracloruro de carbono, gracias a da adininistra-’
cion del nucle6sido. (Datos no mostradds).

En esta investigacion, se ha puesto de manifiesto la
importancia de la disponibilidad de la coenzima NADPH, por lo que
ademis del estudio del ciclo de ‘1as‘ pentosas, se hizo necesario ca-
racterizar el ciclo del glutatién, el cual afecta la .relgcién NADP/
NADPH y procesa los per6xidos celulares. Los resultados muestran '

que el tetracloruro de carbono afecta significativamente la relaci6n
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GSH/GSSG (Figura 14), a expensas de una reduccion en el tripépti
do reducido (Figura 12) y un aumento en el oxidado (Figuré 13),
mientras que el nucle6sido evita estos efectos. Las variaciones del
glutation, tanto reducido como oxidado, promovidas por el tetraclo-
ruro de carbono, correlacionan con el aumento en activifiad de la
glutatién peroxidasa generada por el hepatotoxico (Figura 15) la ade
nosina no evita el efecto dei tetracloruro sobre la glutatién peroxidg._ v
sa, ya que se presenta cierto aumento en la act'ividéd de esa enzi-
ma, pero““lé;‘relaciér.x _GSH/GSSG se mantieney estable, ya ciueel nu--
cledsido ﬁroduce un inci'emento en la actividad de la glutatién rédu_c_ ,
tasa (Figura 16), hecho que compensa el efecto de la enzima ant‘e.-‘- :
- rior y que no se presenta en el grupo tratado con tetracloruro de’l"}
carboro. ' . |
Los resuitados anteriores sugieren é@e los peréxidos

_generados por el tetraclofuro de carbono, se preséntan en cantid;a--
des Similares en arrﬁ:os grupos, aunqﬁe no se puede comprébar esta

- sugerencia, ya-que la GSH-per se satura a bajas concentraciones;

B3 =g

por otro lado, ‘la actividad incrementada de la glutatién reductasa en
el grupo de fétraC'lorqro de carbono més salina, corigribuiria’a movi -
_lizar la coenzima NADPH a la foi:ma oxidada y de esa manera coad- .
: yuvér,a una dismfnucibn en el aporte de esa coenzima al siétema de
o trahsporpé de electrones microsomal, 10 que’ impedirfa el ‘_fhnc’ion‘a--‘f‘

miento del citocromo P-450.




El proyecto desarrollado en este trabajo se continua-
rd con exploraciones més detalladas de la accion de la adenosina sg
bre el metabolismo del tetracloruro de carbono, para lo cual se ad
ministrari esta substancia marcada radiocactivamente y se cuantifica
rd su incorporacién a diferentes fracciones hepaticas, como lipidos,
proteinas y dcidos nucléicos; el tetracloruro de carbono incorporado,
sers el que haya sufrido la escision homolitica del citocromo P-450
y éste .actuaria coi-nq radicai libre; lo qué nos indicard si el nucled _
sido estd previniendo.la generacién de los peroxidos 70—.—prornc_>viéndo

su :degradacitn méé ripidamente.
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