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ABREVIATURAS

ADP = Adenosindifosfato.

ATP = Adenosintrifosfato.

BSA = Albúmina de suerobovino (Bovine SerumAlbumine).

CPK = Creatinafosfoquinasa.

DNA = Acido desoxiribonucléico.

DTPA = Dietilentriaminapentacético.

DTT Ditiotreitol.

EDTA Acido etilendiaminotetracetico.

EGF = Factorde crecimientoepidérmico.

FAD = Flavín adeníndinucicótido

GSH = Glutation reducido.

GSSG = Glutation oxidado.

HEPES Acido N-2-hidroxietil piperazín-N’-2-etanosulfónico.

NAD~ = Nicotinamidaadeninadinucleótido.

NADP~ = Nicotinamidaadeninadinucleótido fosforilado.

NL = Norepinefrina.

PBS = Tampónfosfato salino (PhosphateBuffer Salme).

RNA = Acido ribonucléico.

SNC = Sistemanerviosocentral.

TBA = Acido tiobarbitúrico.

t-BOOH = Terbutfl hidroperóxido.

TCA = Acido tricloroacético.



ENZIMAS

ALAT = L-alanina:2-oxoglutaratoaminotransferasa,EC 2.6.1.2.

ASPI = L-aspartate:2-oxoglutaratoaminotransferasa,FC 2.6.11.

CAí = Hidrogeno-peroxidooxidoreductasa,EC 1. 11. 1 .6.

CitocromoP-450reductasaNADPH, EC 1.6.2.4.

G6PDH = Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa(D-Glucosa-6-fosfato:NADP~

1-oxidoreductasa),EC 1.1.1.49.

GGT = Gamma-glutamiltransferasa(gamma-glutamil-péptido:aminoácidogamma-glutamil

transferasa),EC 2.3.2.2.

GK = Glucoquinasa(ATP: D-glucosa6-fosfotransferasa),FC 2.7.1.2.

GPx = Glutation peroxidasa(GSJ-I: peróxidode hidrógenooxidoreductasa),FC 1.11.1.9.

GR Glutation reductasa(NADPH: GSSGoxidoreductasa),EC 1.6.4.2.

GST = Glutation S-transferasa,EC 2.5.1.18.

ICDH = Isocitrato deshidrogenasa(L-isocitrato: NADP~ oxidoreductasadescarboxilante),

FC 1.1.1.42.

11K = Hexoquinasa(ATt’: D-hexosa6-fosfotransferasa),FC 2.7.1.1.

ME = Enzimamálico (L-malato: NADP~ oxidoreductasadescarboxilante),EC 1.1.1.40.

6PGDH= 6-fosfogluconato-deshidrogenasa(6-fosfo-D-gluconato:NADP~ 2-oxidoreductasa

descarboxilante),FC 1.1.1.44.

SOD = Superoxidodismutasa,EC 1.15.1.1.
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1.- IINTRODUCCION

La destrucciónselectivade células hepáticasen la regiónperiportal o perivenosadel acino

hepático,producidaporuna dosissubletaldecocaína(60 mg/Kg) aratonespretratadoso no

con fenobarbital(Kloss et al 1982a)y el procesoregenerativoque tienelugar inmediatamente

después,han permitido estudiaren este modelo experimental las fases de necrosis y

regeneraciónhepatocelularoriginadas por esta droga hepatotóxica. La secuenciade

reaccionescelularesqueconducenala necrosishepática,inducidaporxenobióticos,sedebe

principalmente a las especies químicas reactivas generadas en el proceso de

biotransformaciónde estosagentes.La necrosishepatocelularinducida por la cocaína,se

asociacon una serie de alteracioneshepáticasdebidasa la formación de metabolitos

reactivos, derivados de la cocaína como son la N-hidroxinorcocaína(Benucket al 1989)

y la cocaínanitróxido (Rauckmanet al 1981). La formación masiva de estasespecies

químicasreactivastraeconsigounaseriedealteraciones,entreellascabecitar las siguientes:

el estrés oxidativo, la oxidación y depleción del glutation (Vos y Bladeren 1990), la

oxidación de los tioles protéicos(Nicoteraet al 1985),la peroxidaciónlipídica, la elevación

del calcio y la muertecelular (Orreniusy Bellomo 1986; Orreniusy Nicotera 1987).

Existen evidenciascontrastadasque demuestran,que el metabolismooxidativo hepáticode

la cocaína,juegaun papel definitivo en su hepatotoxicidad.Talesevidenciasprocedende

comparacionesde la potenciahepatotóxicaentrela cocaínay sus diversosmetabolitos(Misra

et al 1976), de correlacionesentre la actividad metabólicay la susceptibilidad a la

hepatotoxicidaddela cocaínaentrelas diferentesespeciesy razasde animalesde laboratorio

(Silva et al 1991) y de los efectosde inductorese inhibidores de su metabolismode la

cocaína, sobre la intensidadde la lesión hepáticainducida por la cocaína(Petersonet al

1983).

El metabolismooxidativo de la cocaínase verifica medianteel sistema monooxigenasa

dependientedel citocromo P-450y se inicia con la N-desmetilaciónde la cocaína,segúnel

siguienteesquema:
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Cocaína---> Norcocaina---> N-hidroxinorcocaína<---> Norcocainanitróxido’

Permaneceaún sin resolverla identidad de los mecanismosmediantelos cuales, estos

metabolitosN-oxidados,inducenla muertecelular.Sehapropuesto(Silva et al 1991;Powell

et al 1991),quela hepatotoxicidadde la cocaínasedebea laperoxidaciónlipídica originada

por la formacióndel aniónsuperóxido,en el ciclo fútil entrela N-hidroxinorcocaínay la

norcocainanitróxido, queconsumeNADPH en ambossentidos.Otromecanismoposibleque

puedejustificar la lesión hepáticay muertecelular inducidaporcocaínaesel producidopor

la unión covalentede uno de sus metabolitosreactivosa macromoléculascelulares,con la

interferenciade algunafunción celular vital (Bartolomeet al 1988).

Existen evidenciashistopatológicasque demuestran,quela región intraacinarde la necrosis

inducidapor cocaína,puedeser alteradapor pretratamientocon un inductor del sistema

monooxigenasamicrosómico,comoel fenobarbital,o por continuadasdosis de la misma

droga(Powell eL al 1991). Estehecho que muestrala peculiaridadde la hepatotoxicidadde

la cocaína,nos ha permitido lograr dos tipos de lesión hepática,periportal o perivenosa,

según que la cocaína se administre a ratones pretratados o no con fenobarbital,

respectivamente.

El proceso de regeneraciónhepáticasubsiguientea la lesión y muerte hepatocelular

originada por la cocaína supone la restauración de la funcionalidad hepática. La

caracterizacióndeparámetrosrelacionadoscon laproliferacióncelularpost-necróticapresenta

un gran interésdesdeel punto de vista fisiopatológicoy clínico. La hepatectomíaparcial,

como modelo de proliferación celular sincrónoma,ha sido ampliamenteestudiadopor

numerososgruposde investigadores.Sin embargo,el procesoregenerativopost-necrótico,

inducidoporhepatotóxicos,apenasha merecidoatencióny son muy pocaslas publicaciones

que serefierena estetema(Mehendale1991).

Hastael momentoningún estudioexperimentalacercade la hepatotoxicidadde la cocaína,

se ha ocupadodel procesoregenerativosubsiguientea la lesión hepática,por tanto, el

objetivodenuestrotrabajoesel estudioen profundidadde la restauraciónde la funcionalidad
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hepática,despuésde una dosis subletal de cocaínaa ratones.Trabajosanterioresen el

Instituto de Bioquímica de la Facultadde Farmacia,han estudiadoestosfenómenosen un

modelo de regeneraciónpost-necróticainducido por la administracióndel hepatotóxico

tioacetamida a ratas (Cascaleset al 1992; Díez Fernández1992a; Díez Fernándezet al

1993a). En estemodelo ha sido facil conseguir,tanto una claranecrosismasivaselectivade

la regiónvenosa,comoun procesoregenerativocontundente,evidenciadoporevaluaciónde

la ploidia y la distribucióndel DNA en las distintas fasesdel ciclo de división celular. El

incrementode la síntesisdel DNA en 20 vecesen el períodoque fluctúaentrelas 36 y las

48 horas de la administracióndel hepatotóxico,y la aparición de numerosascélulas en

mitosis en cortesde hígado,son pruebaevidentede la proliferacióncelular regenerativaen

hígadopost-necrótico.

El modelo experimentalbásico, tema de investigaciónque se presentaen estaMemoria

Doctoral, es conseguiruna lesión hepáticaen ratones,mediantela administraciónde una

dosissubletaldecocaínaporvía intraperitoneal.La rataesel animal deexperimentaciónmás

utilizado en estudiosbioquímicos,pero es muy poco sensibleal efectohepatotóxicode la

cocaína,debido a que poseeunasesterasasen plasmae hígado,que hidrolizan la cocaína

dando lugar a derivadosde la benzoilecgoninano tóxicos (Englert et al 1976; Frecmany

Harbison 198½).El ratón (PowerseL al 1992) así corno el humano(Perino eL al 1987),

poseentambienestasesterasas,peroen menorconcentración,de forma que una partede la

cocaínaque llega al hígado,puedemetabolizarsevía oxidativa y originar los metabolitos

reactivoshepatotóxicosantescitados.

En todo modelo de muertecelular hay que distinguir dos formas: apoptosisy necrosis

(Boobis et al 1989). Ambasse manifiestanen hígadoen casosde intoxicacióncon sustancias

hepatotóxicasy ambasseevidencianpor incrementode las aminotransferasasséricasy por

parámetrosde lesión hepática.Actualmentela apoptosispuedeser diferenciadacon gran

exactitudpor medio de citometríade flujo, en hepatocitosaisladosen suspensión,tratados

con yodurode propidio (Vindelov et al 1983).

En el modelo que presentamosse da la oportunidad,de estudiarla respuestaregenerativa
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derivadade un procesode muertecelular, por apoptosiso necrosis,ubicadaen la región

periportalo perivenosa.La unidadmicrocirculatoriadel hígado,el acinohepático,consiste

en hepatocitosheterogéneosdesdeel punto de vista funcional y bioquímico debido a la

distinta exposicióna oxígeno,nutrientesy otros factores.Estasdiferenciasson de un gran

interésen estudiosdehepatotoxicidadya quela respuestaregenerativapost-necrótica,tiene

que estar condicionadaa la región del acino que sufre la muertecelular, por efecto del

hepatotóxico.Los modelostan estudiadosde hepatectomíaparcial puedenservirnospara

compararla evolución de la restauraciónde la funcionalidadhepáticadespuésde la necrosis

inducidapor cocaínacon la que seobservaen animaleshepatectomizados.

1.1.- Heterogeneidadfuncional del hígado

Cuandolos animalesde laboratoriose exponena xenobióticos,apareceunarespuestatóxica,

que es mayor en el hígadoque en otrosórganos.Esto sedebefundamentalmente,a la alta

capacidadmetabólicade esteórgano,y al aportede sangrepor la venaporta. En el hígado

esdondesemetabolizanla mayorpartede los xenobióticos,dandolugar a metabolitos,en

ocasionesmás tóxicosque la sustanciade partida. Debido a su misión comovía primaria

de destoxificación,el hígadoactúaprotegiendoa otros órganos,aunqueello le acarreesu

propio dafio (Cascales1987).

En ratay ratón, adultos, el hígadoconstituyeel 4-5 % del pesodel cuerpo. Tiene cuatro

lóbulos: izquierdo,medio, derechoy caudado.Los tres últimos, compuestosa su vezpordos

sublóbulos. En el ratón, la vesícula biliar, se localiza en una hendiduraentre los dos

sublóbulosdel lóbulo medio. Recogela bilis a travésdel conductocísticodesdeel conducto

hepático,el cual continúaal duodenocomo un conductobiliar común.

El hígadoestáformadopor cinco clasesde células, que seclasifican en parenquimatosas

(hepatocitos)y no parenquimatosas(Kupffer, endoteliales,del conductobiliar y del tejido

conjuntivo). La célula del parénquima hepático es el hepatocito, que constituye

aproximadamente,el 60 % del total de células del hígadoy el 80 % del volumenhepático.

Los hepatocitos, muestran una uniformidad histológica, pero revelan diferencias
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histoquimicas.De esta heterogeneidaddescriptiva (Novikoff 1959; Rapapport 1960) y

funcional (Jungermanny Sasse1978) de las células parenquimatosasdel hígado, existen

diferentesrevisiones (Jungermanny Katz 1982).

Las célulasno parenquimalesestánconstituidaspor las célulassinusoidales,perisinusoidales

y biliares. Las célulasde Kupffer, soncélulasfagociticasmononucleares,que derivande la

médulaosea,son de formaestrelladay sesituanen la superficiede las célulasendoteliales,

proyectándoseal interior del espaciovascular.

Los hepatocitos son células poliédricas, con nucleo central redondeadoy abundante

citoplasma. La membranacelular tiene tres localizaciones:perisinusoidal, intercelular y

pericanalicular.El canalículo está localizado en el poío opuestodel sinusoide. La bilis,

secretadaen el canalículo, fluyealrededorde los conductosbiliares portas.Los hepatocitos

estánorientadosen cordones,compuestospor una simple fila de células, separadasdel

sinusoidevascularporcélulasendoteliales.La sangrefluye a travésdel sinusoide,desdela

regiónportal a la región venosa.

El hígadorecibeun dobleaportede sangre, la arterial,a travésde la arteriahepáticay la

venosa,a travésde la vena porta que procededel drenajevenosoesplénico.La circulación

y la excreciónbiliar estáncompartimentalizadasparafacilitar el intercambioentresangrey

hepatocitos.

La sangrellega al hígadopor la arteriahepáticay por la vena porta. La arteriahepática

aportaoxígeno, mientrasque por la vena porta, se transfierenlas sustanciasnutritivas,

absorbidasporel tractogastrointestinal,parasu metabolizacióny eliminación.

La arteria hepáticaasciendedirectamentedesdeel eje celiaco y sedivide en dos ramales

gástricoy gastroduodenalsiguiendoa travésdel ligamentohepatoduodenalya comopropia

arteria hepática,antes de bifurcarsee introducirseen los segmentosdel hígado. La vena

porta drenael efluentevenosodel tracto digestivo y del bazo. En los mamíferos,la vena

portarepresentael únicocanalvenosoqueatraviesaotroórgano,el hígado,antesde retornar
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al corazón. Al igual que la arteria hepática,la vena porta se bifurca en ramalesque se

distribuyen en los segmentoshepáticos.Por último, la sangrearterial y la venosaportal se

encuentranen el sinusoidey de ahí drenan,vía venahepática,en el interior de la venacava

inferior.

La arquitecturahepáticase encuentraorganizadaen modelos lobulillares o acinaresy la

sangreaferentearterial y venosa viajan separadamentedentro del tejido conjuntivo

interlobularo interacinarantesde mezcíarsecompletamenteen la región perivenosa.Las

arteriolas terminalesse vacian tanto en el interior de los capilares venosos, como en el

interior de los sinuosoideshepáticos.Observacionesdirectasde las oscilacionesen el flujo

de la circulaciónsinusoidalsugierenqueel intercambio (entraday salida)del flujo sanguíneo

sinusoidalse regulamedianteesfínteres.

El sinusoidehepáticoes un capilar recubiertopor un endotelioqueposeeporos o fenestras

a través de los cuales circula el plasmasanguíneo.Las células de Kupffer o fagocitos

especializadosse distribuyenentrelas célulasendoteliales.En algunasespecies,lasparedes

de las venashepáticasposeenesfínteresmuscularespotentes,peroen humanoslas paredes

de estos canalesvascularesson muy finas (Witte y Witte 1974). Una porción dcl flujo

hepáticoarterial pasaa travésde una fina red capilar queencierraconductosbiliares antes

de mezcíarsecon la sangrevenosaportal.

Anatómicamente,los hepatocitosestándistribuidosen tresáreas,definidaspor su proximidad

a los terminalescirculatorios: periportal, mediozonaly perivenosa.Funcionalmente,se

consideraque los hepatocitosresidenen acinos,compuestospor tres zonasmetabólicas:

Zona 1: Mayor aportede sustratosy oxigeno. Se consideracercanaal áreaperiportal.

Zonas2 y 3: Menor proximidadal aportevascular.

Lasdiferenciasen la distribuciónanatómicay en la función metabólicasetraducenasímismo

en ligeras variacionesmorfológicasen los hepatocítos.Así, los hepatocitosperivenosos,

tiendena ser de mayor tamañoque los periportales,y poseenel retículo endoplásmicoliso

más desarrolladoy menoslípidos cítoplásmícos(Popp y Cattley 1991).
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Arquitecturahepática.Organizacióndel parénquimasegúnlos conceptosde lóbulo y acino.

(CV) vena central, (P) espacioporta (Popp y Cattley 1991).

La mayoríade las funcionesde los hepatocitossolovaríanen magnitudde las realizadaspor

otrascélulas,perotambiéntienen funcionesespecíficas,comoesel casodel ciclo de la urea

y la formación de bilis.

Se encuentraaún en debateel conceptode unidad estructuralde hígado que englobela

totalidadde las células hepáticaspara formar una unidad funcional. El clásico lóbulo en su

modificaciónde ‘zona falciforme (Matsumotoet al 1979) secaracterizapor unazonade

influjo de sangredirectamentedel tractoportal que forma zonasfalciformesde equipotencial

hemodinámico.El acino (Rappaport1976), por el contrario,sedefinecomoun influjo lineal

de sangreque forma estructurasde tipo granulosode equipotencialhemodinámicoalrededor

del ejevascularaferente.De acuerdoconel flujo sanguíneopuedendelimitarsedosregiones,

tanto en el acino comoen la zonafalciforme de los lóbulos: la región periportal (aferente)

regadacon sangrerica en oxígeno,sustratosy hormonas,y la región perivenosa(eferente)

que recibe sangrepobre en oxígeno, sustratosy hormonas,pero rica en CO, y otros

productos.Como la calidad de la sangrecambiadurantesu paso por el hígado, puede

asumirseque la localizaciónde las células en las diferenteszonasdel parénquimahepático

cualquieraque seala organizaciónfuncionalqueposean,hande tenerestructuras,capacidad

enzimáticay funcionalidaddiferentes.
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Relación entrelóbulo y acino en la estructurahepática(Scheuer1980).

Los métodosparaestudiar la heterogeneidaddel hígadoson de diversanaturaleza.Análisis

morfométrico mediante citología e histología cuantitativa. También la histoquimica ha

representadoun medio importanteya queha permitido distinguiractividadesenzimáticasen

las diferentesclasesde células y en el interior de los compartimentoscelulares.Mediante

técnicasinmunohistoquimicaspuedenincluso establecersediferenciasentreisoenzimas.La

separaciónde los hepatocitosen periportalesy perivenosos(Keraet al 1987), es uno de los

mediosmásimportantesparael estudiode la heterogeneidadcelulardel hígado.Por último,

la fluorescenciade superficie, es una técnica que usa guías microluminosaspara analizar

procesosmetabólicosen regionesperiportalesy perivenosasdel hígado(Ji et al 1981).

1.1.1.-Distribuciónheterogéneade enzimasy estructurassubcelularesen el parénquima

hepático.

Metabolismoenergéticooxidativo

El catabolismode los sustratosenergéticos,tales como la glucosa, alanina o palmitato,

puedensubdividirseen dos fases:la degradacióninicial a acetil CoA y su oxidación final a

CO,.Todoslos hepatocitoscatalizanla oxidaciónfinal, pero lascélulasperiportalesal recibir

másoxígenoparecenser máscapacesdel metabolismooxidativo ya que contienenun mayor

volumenmitocondrial,actividadesmáselevadasde los enzimasdel ciclo tricarboxílico y de

la cadenarespiratoria(Wimmer y Pette 1979).

y
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La roturadeaminoácidos,ácidosgrasosy glucosaparecequesedistribuyenrecíprocamente.

Esta localización inversa está de acuerdo con la desigual distribución del metabolismo

oxidativo final. El catabolismode aminoácidosy ácidos grasosa acetil CoA esposible sólo

en presenciade oxígeno, por tanto, los hepatocitosperiportalesse encuentranequipados

preferentementecon alaninaaminotransferasa,tirosinaaminotransferasay beta-hidroxibutiril

CoA deshidrogenasa(Welsh 1972). El catabolismoinicial de la glucosa (en su parte

glucolítica)esposibleen ausenciade oxígeno.Por tanto, las célulasperivenosasson las que

poseenpredorninantementela glucoquinasa(Fiscberet al 1982) y Japiruvatoquinasa(Guder

y Schmidt 1976).

El hígadoelimina el excesode glucosade la sangresintetizandoglucógenoo transformándolo

en triacilglicéridos,vía glucolisisy liponeogénesis.De manerainversa,el hígadomantiene

el suministrode glucosaa los tejidos, sistemanerviosocentral y eritrocitos,mediantela

liberación de glucosade sus reservoriosde glucógenoo sintetizándolade novo a partir de

lactato,aminoácidosy glicerol, vía gluconeogénesis.

El metabolismo del glucógeno parece estar distribuido heterogeneamentedentro del

parénquimahepático.Todos los hepatocitospuedensintetizary degradarglucógeno,peroel

tiempoy la velocidadde estosprocesosson diferentesen célulasperiportaleso perivenosas.

Son muchos los factores,que delimitan estasdiferencias:composiciónde la dieta, ritmo

diario de ingestión,etc. Generalizandocon algunasreservas,en ratasalimentadascon una

dieta normal rica en carbohidratos,la degradaciónde glucógenoduranteel períodode luz

(ayuno)es más intensaen la zonaperiportal,mientrasquela síntesisde glucógenodurante

el periodo de oscuridad(alimentación)ocurre más rápidamenteen la zona periportal, el

glucógenoseencuentradistribuido casi por igual en el parénquima(Sasseet al 1975).

La glucolisis como también ]a liponeogénesispareceque son predominantesen la zona

perivenosa.Esto sedebea la localizaciónmayoritariaen la zonaperivenosade los enzimas

clave de la glucolisis: glucoquinasa,piruvatoquinasay enzimasgeneradoresde NADPH

(Rieder 1981), todos ellos implicadosen la síntesisde ácidos grasos(Gibsonet al 1972).
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La heterogeneidadhepáticaes compleja respectoa la localizaciónde la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa(Rieder 1981). Con técnicasde microdisecciónse ha comprobadoque la

elevadaactividad de este enzimaen el áreaperiportal se debea la elevadaactividad que

poseenlas célulasno parenquimatosaslocalizadasen la zonaque rodeaal terminal venoso.

La gluconeogénesisaparecepredominanteen las célulasde la regiónperiportal, debidoa la

localizaciónde la fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa,la fructosa1 ,6-bisfosfatasay la glucosa-

6-fosfatasa.Los enzimaslactatodeshidrogenasay alaninaaminotransferasa,quemediantela

conexión entre lactato y alanina con la vía gluconeogénica,muestran actividadesmás

elevadasen la región periportal (Katz et al 1977; Teutsch 1978). La predominanciade la

gluconeogénesises un procesoendergónicoqueha de acoplarseal catabolismooxidativo,de

ello su localizaciónen la región periportal que poseemayor cantidad de oxígeno. La

glucolisisanaeróbicay la liponeogénesis,por el contrario,queson procesosexergónicosque

no necesitanoxígeno, se sitúan en los hepatocitosdel áreaperivenosa.

Un proceso que dependedel NADPH, como la ureogénesisa partir de aminoácidos,

mecanismogeneralde destoxificaciónse localiza en la zonaperivenosa(Sies et al 1977).

Bíotransformación

El hígadoes el principal órganocuandose tratade la biotransformaciónde los xenobióticos.

Las sustanciasextrañasson destox~ficadaspor oxidación, reduccióno hidrólisis y posterior

conjugación.La oxidaciónestá, en su mayoríacatalizadapor hidrolasas(monooxigenasas)

dependientesdel NADPH ubicadas en el retículo endoplásmicoliso. Este retículo es

predominanteen la regiónperivenosay se induceen estazonapor los barbituratos(Wanson

et al 1975).Los enzimasgeneradoresdeNADPH, comola glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa,

la 6-fosfogluconatodeshidrogenasa,la isocitrato deshidrogenasay el enzima málico,

predominanen el espacioperivenoso.Tambiénlos enzimasconsumidoresdeNADPR como

la citocromo P-450 NADPH reductasa y la glutation reductasa predominan en las

inmediacionesdel terminal venoso.El enzimaclave de la oxidación del etanol, la alcohol

deshidrogenasa(Morrison y Brock 1967) se sitúaen el espacioperivenoso.Puedepor tanto,

-10-



concluirse que la biotransformaciónde los xenobióticoses una función preferencialdel

espaciovenoso.Los hepatocitosperivenososmuestranunasusceptibilidadincrementadafrente

a la agresión electrofílica de los metabolitos reactivos formados a través del sistema

dependientedel citocromoP-450.

1.2.-Mecanismosde muertecelular.Necrosisy apoptosis.

Las células hepáticasrespondenante la agresiónde un tóxico, pudiendollegara producirse

unanecrosis,o muertecelular. Los patronesde necrosissepuedenreproducir en animales,

siendosimilares,a los descritosen casosde personasque han estadoexpuestasa diferentes

productosquímicosy drogas.

La necrosisperivenosa,escon mucho la más frecuente,en animalesexpuestosde forma

agudaa agenteshepatotóxicos.Esta necrosistiene lugar en el áreacentral del lobulillo

hepático, con los hepatocitosnecrosadosrodeandototalmentela terminación de la vena

central. Este tipo de necrosis se denomina, por su distribución morfológica como

centrolobulillar, central o zona 3 del acino, haciendoreferenciaa la zona metabólica.

También recibe el nombrede perivenosaen basea su distribuciónalrededorde las venas

centrales.La lesión seencuentrageneralmenterepartidapor todo el hígado, con al menos

el áreacentral, si no todo el lóbulo afectado.El porcentajede célulasdañadasdependedel

agentey de la dosis.La necrosis,sepresentageneralmentecomouna necrosiscoagulativa

y puedelimitarse a unasimplefila de hepatocitosalrededorde la venacentral,o extenderse

a través del lóbulo. Una célula bajo el efecto de una necrosiscoagulativamuestraun

incrementoen la eosinofiliadel citoplasmacuandosetiñe con hematoxilinay eosina,debido

a la pérdida del citoplasma,normalmentebasófilo, asociadonormalmentecon el RNA

(acido), y un incrementode la unión de eosinaalasproteínasdesnaturalizadas(básicas).Las

células presentan, frecuentemente una aparienciahomogeneaopaca,por la pérdida de

partículasde glucógeno,queda al citoplasmauna aparienciagranular. Las mitocondrias

aparecenhinchadas.Eventualmentesevacuolizanlas célulasy puedehaberunacalcificación.

El núcleo de la célula muertaapareceencogidoy basófilo, picnótico, con un acumulode

cromatina. Se puede romper en pequeñosfragmentos diseminandoseen el citoplasma
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(carioresis)o disolversey desaparecerprogresivamente(cariolisis). El tejido necrosadova

normalmenteunido a un procesoinflamatorio.

La necrosisperivenosase comienzaa reparara las 24 horasde su inicio y solo queda, una

fibrosis mínimaen la zonadenecrosis,en casodequesedañenlas célulassinusoidales.Los

hepatocitosperivenosos,tienen mucha mayor concentraciónde citocromo P-450 y sus

enzimasasociados,que los hepatocitosperiportales.

La necrosis mediozonal, es la menosfrecuente. Consiste en una banda de necrosis,

equidistanteentrela zonaportay la venacentral,generalmenteesunazonamuy estrecha,

que afectasolo a dos o tres célulasdel centro del lobulillo.

La necrosisperiportal, es menosfrecuenteque la perivenosa.Los hepatocitosnecrosados

rodeanal terminal porta, y en este tipo de necrosisno sueleaparecer hemorragias.Su

localizaciónsetrata de explicar, teniendoen cuenta,queel áreaperiportales la primeraque

se entraen contactocon la toxina, que se encuentraen la sangre, lo quesugiereque los

hepatocitosperiportales,puedenrecibir dosis mayoresde sustanciatóxica, por la mayor

actividadmetabólicade estazona,con una mayortensiónde oxígeno,queel áreaperivenosa

(Popp y Cattley 1991).

La apoptosis,o muertecelular programada,es una forma especialde muerteindividual que

sehadescritocomosuicidio celular (Burschet al 1992). Al contrarioquela necrosis,no hay

liberaciónde contenidode las célulasmuertas.No sepresentancélulaspropiasde procesos

inflamatorios,como neutrófilos y macrófagos.Los cuerposapoptóticosse observancomo

hepatocitosindividualesquese contraeny se caracterizanhistológicamentepor su estructura

eosinofflica, con cromatinadensay a vecesfragmentada.Algunoscuerposapoptóticosson

fagocitadospor los hepatocitosadyacentes.

La apoptosisesla forma fisiológica de pérdidacelular. En el hígado se presentacon una

frecuenciamuy bajay se restringeen principio al áreaperivenosa,representandola pérdida

fisiológicade los hepatocitossenescentes,apareceincrementadaen hígadohiperplásicoque
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regresaa su tamañonormal, tras sufrir un tratamientoconagentesquímicoso sustancias,que

dan lugar a la proliferación de peroxisomas(Popp y Cattley 1991).

Numerososagentesquímicos,asícomootros estímulostóxicos,puedenlesionarlas células

y originaren ellasuna secuenciacomplejade reaccionesqueculminenen la muertecelular.

La lesión celular originadapor xenobióticosconducegeneralmentea la necrosis,muerte

celular originadapor el fallo de sistemasendógenosnecesariosparamantenerel equilibrio.

A vecesestalesiónpuedeconducira queseinicie el procesoactivo quelleve a la apoptosis.

El estudiode losmecanismosbioquímicosqueseencuentranimplicadosen la muertecelular

tiene una importanciafundamental,a nivel toxicológico, para conseguirmediosefectivos

parahacerfrente a los numerososagentescitotóxicos queingresanen el organismo.Hasta

la fecha, los intentos parala identificaciónde las reaccionescelularesque tienenlugar en

casosde intoxicación celular, se han encontradoentorpecidospor las limitaciones de los

sistemasexperimentalesdisponiblesy por la gran variedadde alteracionesque tienenlugar

en el interiorde la célulacuandose lesionanlos mecanismosreguladoresde la homeostasis.

Muchas de estasalteracionesvan unidasa una pérdidade la viabilidad sin quesean ellas

mismasla causade la muertecelular. Actualmente,medianteel uso de célulasaisladasse

ha progresadomucho en la identificación de aquellasreaccionesbioquímicasdirectamente

relacionadascon la muertecelular.

Inmediatamentedespuésde la agresión tóxica, las células sufren una serie de cambios

bioquímicos y morfológicos. Una de las primeras respuestasde los hepatocitosfrente al

ataquede una gran variedad de hepatotoxinas,es la aparición de prominenciasen la

superficiede la membranaplasmática(Mesland et al 1981). Estefenómenosurge antesde

queseobservecambioalgunoen la permeabilidadcelular y es irreversible.

Secreequela muertecelularsobreviene,en susúltimasconsecuencias,por la roturadeestas

prominenciascon la consiguientepérdidadel contenidocelular (Lemasterset al 1987).

A pesarde los esfuerzosrealizadospor numerososgruposde investigadores,no estánaún
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definidoslos mecanismosmediantelos cualeslos tóxicos originanla muertecelular. Sesabe

que muchos compuestosmuestran su toxicidad a través de metabolitosreactivos, bien

directamente,o comoresultadode la generaciónde especiesactivasde oxigeno. Cadavez

son másevidenteslaspruebasquellevan aconsiderarquela perturbaciónde la homeostasis

del calcio se asociaa la toxicidad de muchoscompuestos.

El estadoactual de los conocimientospermiteproponerel siguienteesquema:a) formación

de especiesquímicasreactivas, b) depleción del glutation y modificación de los tioles

proteicosy c) aumentodel calcio citosólico.

a) Formaciónde especiesquímicasreactivas:

La hepatotoxicidadde los agentesquímicossedebe,en general,a la formación de especies

químicasreactivas,capacesdereaccionarconlos constituyentescelulareshepáticos(Pessayre

1987). Estas especiesreactivas,puedenser metabolitoselectrofílicos yio radicales libres.

Estosúltimos puedenactuardirectamenteo a travésde la formaciónde un radical superóxido

u otrasespeciesreactivasde oxígeno.

La oxidación estácatalizadapor una monooxigenasa,que contienecitocromoP-450, unida

ala membrana(retículoendoplásmico).El citocromoP-450unidoal sistemamonooxigenasa,

constituye una familia de isoenzimas involucrados en la oxidación y reducción de

compuestossolublesen lípidosy esresponsablede la biotransformaciónde la mayoríade los

xenobióticos.

Es realmenteuna superfamilia, compuestapor cuatro familias génicasy subfamiliasde

enzimasquesedefinenen basea los aminoácidosquelas forman. Las diferentesfamiliasse

denominancon las letras ‘CYP”, seguidopor un número(1-1V), quedesignala familia y una

letra mayúscula,parala subfamilia, y otro número(arábigo)para indicar la forma individual

(González 1992). Poseen estructura de hemoproteinas,que contienen hierro, con

protoporfirinaIX comogrupo prostético.Las diversasformasdel citocromoP-450 difieren

con respectoa la estructuraprimaria de la apoproteina,y como consecuenciapresentan
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distinta especificidadpor los substratos.Un substratopuede ser catalizado por varios

isoenzimas.

Seconocenun total de 20 isoenzimas(Jeffery 1991). Recientemente,seha avanzadomucho

en el estudiodel citocromoP-450humano,mediantepurificaciónde proteínas(Cholertonet

al 1992). Es importantela capacidadgenéticade los diferentesisoenzimasdel citocromoP-

450 en el metabolismode xenobióticos,ya que la definición genéticade algunode estos

isoenzimaspuedeser de pronósticofatal frente a cualquier tipo de intoxicación, fácilmente

superablepor individuosnormales(Guenguerich1989).

Junto con el citocromo P-450, la actividad del sistema monooxigenasadependede otro

enzima,el NADPH-citocromoP-450 reductasa.Se tratade unaflavoproteinaque transfiere

electronesal citocromo P-450y usaNADPH comofuentedel equivalentereductor (Poner

y Coon 1991). Al incrementarsela actividaddel citocromo P-450, se incrementala del

NADPH-citocromoP-450 reduetasa.

Con el sistema monooxigenasade función mixta seencuentraasociadaotra hemoproteina

denominadacitocromob5, cuyo papel no estáaún perfectamenteesclarecido(Kyle y Farber

1991). Esta hemoproteinaapareceen numerosostejidos como riñón, pulmón, gargantay

epitelio nasal,pero alcanzasu concentraciónmásaltaen el hígado.

La mayoríade los xenobióticosque son transformadospor el citocromoP-450hepáticoa

metabolitosreactivos, causannecrosisperivenosa,lo cual parecedebido a que la mayor

concentraciónde citocromoP-450, seencuentraa estenivel.

La región periportal, con alto contenidoen oxígeno,contieneasímismo la mayorpartede

los enzimasdel metabolismointermediarioparala síntesisde lasproteínasplasmáticasy para

el metabolismode carbohidratosy lípidos.La necrosisde la regiónperiportalsesueleasociar

con una accióndirectade hepatotoxinas,que penetranen el hígadopor la venaportay no

requierenbioactivación.
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El ritmo medianteel cual el citocromoP-450se unea los diferentessustratosparaquesean

metabolizados,puedeser elevadomedianteagentesinductores(Ayrton etal 1991),entrelos

que se encuentrael fenobarbital(Bars y Elcombe 1991). La respuestaadaptativaa estos

agentes,da lugar a un incrementodel retículo endoplásmicoliso (SRE) y de la actividad

monooxigenasadel citocromoP-450. Se inducenal menosdos isoenzimasdel citocromoP-

450, y se incrementanlas actividadesde la epoxidohidrolasay de la glucuronil transferasa.

La actividad de la superoxido dismutasase eleva en condicionesde prolongadoestrés

oxidativo (Jeffery 199]). Todo esto conducea una hipertrofiaaparenteen los hepatocitos

perivenosos,quemuestranel citoplasmaeosinofílico.

b) Depleciónde glutation y mod¿ficaciónde los tioles protéicos:

Por mecanismosdiferentes,los metabolitoselectrofílicosy los radicaleslibres producenuna

disminucióndel glutationhepatocelulary unaalteraciónde losgrupostioles delasproteínas.

Los metabolitosreactivoselectrofílicosreaccionanconel grupotiol, nucleófilo,delglutation

(L-gamma-glutamilcisteinil-glicina)y tambiéncon los grupos -51-1, de las proteínascon lo

cual desapareceel GSH y seorigina unaarilación o alquilaciónde las proteínascelulares.

Mientrasquela reacciónentreel glutation y los gruposelectrófilospuedeocurrir de manera

no enzimática,la conjugaciónsefacilita por un grupo de enzimas,conocidocomoglutation-

S-transferasa,presentesen citosol (Koss et al 1991). En reaccionescatalizadaspor la

glutation-S-transferasa,el átomodeazufredel GSH proporcionalos electronesparael ataque

del substratoelectrofílico. El conjugadoasí formado se hidroliza eliminandoel residuo

glutamilo y glicocolay seexcretacomo mercapturato,el derivadoacetiladodel conjugado

decisteina(Kyle y Farber1991). La gamma-glutamiltranspeptidasa,catalizael primerpaso

en la degradacióndel glutation extracelulary un incrementoen su actividad,conlíeva una

acciónprotectorafrentea la depleciónde glutation (Rajpert-DeMeyts et al 1992).

Por otro lado, los radicaleslibres actúanatrapandoun átomode 11+ de un lípido insaturado

dandolugar a un radical lipídico, que fija oxigenoy forma un radical lipoperóxido.

-16-



02
lípido-H -> lípido -> lípido-GO-

El lípido peróxido reaccionaconun segundolípido insaturadoy originaun lipohidroperóxido

y un segundoradical lipídico, responsablede la propagacióndel procesode peroxidación:

lípido-GO + lípido 2-H > lípido 1-00W + lípido 2-

La glutationperoxidasatransformael hidroperóxidolipídico en alcohol (lípido-OH) con la

oxidación concomitantedel GS en GSSG:

glutation peroxidasa
lípido-OOH + 2GSH > lípido-OH + GSSG + H20

El GSSG formadose reducemedianteJa acción de la glutation reductasay se regenerael

GSH:

glutation reductasa
GSSG + 2NADPH > 2GSH + NADP~

La actividad de la glutation reductasaconsumeNADPH, coenzimasuministradopor las

deshidrogenasas,dependientesdelNADP+, del ciclo de las pentosasfosfato, principalmente

la glucosa6-fosfato deshidrogenasa.

Cuandoel hepatocitoseencuentrasometidoa un estrésoxidativo importante,seproduce

GSSGa una mayor velocidad,lo cual alterael equilibrio de par GSH/GSSG.Esto entraña

un rechazohaciael GSSGformadoen excesoquetienequesalir del hepatocito.La extrusión

del GSSG origina consecuentementeun descensoen la concentraciónde GSH hepático.El

aumentodel cocienteGSSG/GSHva acompañadode unaoxidaciónde los grupos-5H2 de
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las proteínas(Orreniusy Nicotera 1987).

La superoxidodismutasay la catalasatienenunaacciónprotectorafrentea la oxidaciónpues

impiden la formación de radicalesactivosde oxígenoque desencadenanel proceso.

c) Aumentodel calcio citosólico:

Las condicionescitadasanteriormenteconfluyenparadesembocaren un aumentodel calcio

intracelular.La membranaplasmáticaalteradaporperoxidaciónlipidica o fijación covalente,

deja entrar calcio en grandescantidades(Lauterburg1987). La disminuciónde NAD(P)H,

observadaen ciertassituacionesde estrésoxidatívo, aminorala capacidadmítocondrialpara

acumularcalcio (Beflomo et al 1982). La oxidación de los tioles protéicosdisminuyela

actividaddelas ATPasasdependientesdel calcio del retículoendoplásmicoy de la membrana

(Nicoteraet al 1990), lo cual permiteque el calcio penetrelibrementeen el citosol, queno

se acumuleen la mitocondriani en el retículo endoplásmicoy que no encuentrerechazo

suficienteque le obligue a salir del hepatocito.El resultadoes un aumentoimportantey

prolongadodel calcio en el espaciocitoplásmicodel hepatocito(McConkeyet al 1989).

1.3.-Regeneraciónhepáticaposí-necrótica

Unade lascaracterísticasde los organismosvivos es su capacidadparasuperarlas lesiones

producidas por xenobióticos. Paraello han generadouna seriede mecanismosde defensa

con el fin de prevenirla lesión despuésdel ataquenocivo y para superarla lesión unavez

producida,mediantela renovacióny cicatrizacióndel tejido. El estudiode los procesosque

participanen la prevenciónde la lesión celular o tisular, ha ocupadola atención de Jos

investigadoresdurantemucho tiempo y ha sido sólo hacepoco, cuandoaquellos sistemas

encargadosde la regeneracióncelular y la restauracióntisularhan empezadoa interesarde

maneraespecial.

El hepatocitode los mamíferosesunacélula queposeeuna ampliacapacidadfuncional y a

pesar de su elevadogrado de especialización,conserva la capacidadde proliferar en
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determinadascircunstancias.El estímulo más común para la división, que afecta al

parénquimahepático, es la pérdidade las propiascélulas del hígado; esta pérdidapuede

debersea trescausas:infección, intoxicaciónquímicao hepatectomíaparcial. La respuesta

celular es aparentementela misma en cualquiera de estos tres casos. El modelo de

regeneraciónhepáticamásutilizadoparael estudiode la respuestaproliferativa sincrónoma

se consigueen rataspor hepatectomíade porcionesde hígadoquepuedensuperarhastaun

70 % del total. La regeneraciónhepáticapuedelograrsetambiénmediantela administración

de agentesquímicos hepatotóxicosque producen,según la dosis administrada,diversos

gradosde necrosis.

1.3.1.-Respuestamitótica de los hepatocitos

Aunquesoncélulasaltamentediferenciadas,los hepatocitossedividen parapoderreemplazar

a las célulasquese han dañadopor algunacausa.Normalmenteel ritmo de división de los

hepatocitoses muy bajo. En condicionesnormalesel hepatocitose encuentraen la fase

GO/Ol del ciclo de división celular, lo cual no impide queel hígadoseauno de los tejidos

del organismo transcripcionalmentemás activo. La baja incorporación de precursores

metabólicosen la moléculade DNA, sedebea que un porcentajemuy bajo (‘Cl %) de los

hepatocitosse encuentranen la fase 5. En condicionesnormales,el DNA mitocondrial

muestratambién, un mínimo recambiometabólico(Cascalesy Martin-Sanz1990), si bien se

puede incrementarcomo consecuencia de un fenómenotóxico, queviene seguidode un

efectorestauradorquetratade repararla perdidacelularinducidapornecrosisquímica.Esta

respuestaseríacomparable,a la que siguea un procesode hepatectomiaparcial.

El hígado, mediantehepatectomiaparcial, se convierte en un modelo experimentalde

proliferacióncelular.La síntesisdel DNA se inicia unas18 horas despuésde la amputación

quirúrgica y alcanzasu máximo entre las 24 y las 48 horas. Ensayoscon precursores

metabólicosradioactivos han mostradoque los máximos de incorporación se alcanzan

primero en los hepatocitosy despuésen las células epiteliales y en las de Kupffer. En

condicionesnormales,la división tiene lugar principalmenteen la región periportal y se

desplazaposteriormentehacia las áreasperivenosas.De estamanera,en un plazo de 2 a 3
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semanasel segmentohepáticoremanente,recuperatanto el númerode célulascomoel peso

originario del hígado. En el curso de esta hiperpíasiacompensatoria,el 90 % de los

hepatocitossedivide entre las 24 y las 48 horas después de la hepatectomia (Bucher et al

1978).

Paracomprenderla regulacióndel crecimientohepáticodespuésde la hepatectomiaparcial,

esfundamentalconocerlos cambiosque tienenlugar en la función del hepatocito.Durante

lastransicionesproliferativasseverificala desdiferenciacióncelular,procesoqueimplica una

regresiónde las células adultashacia un estadomás primitivo. Sin embargo,esteestado

desdiferenciadoesdistinto al correspondienteal desarrolloontogénicoo carcinogénico.Los

hepatocitosen regeneración,antes de su división, se puedenreconocerpor perdida del

citoplasmabasófilo (dispersión de ribosomas desde el retículo endoplásmicorugoso) y

deplecióndeglucógeno.Ocasionalmente,seobservanmitosis,quepuedensercuantificadas.

Despuésde la administraciónde una dosis elevadade un hepatotóxico,el hígado sufre

necrosis hepatocelularinfligida por el mecanismo de bioactivación de la toxina. Por

mecanismosaún no completamenteesclarecidos, el hígado responde estimulandola

proliferacióny con ello la regeneraciónhepatocelular.A dosis débilesdel hepatotóxico,la

necrosisafectasólo a pocascélulasy la regeneracióntiendea iniciarseaproximadamentea

las 6 horas, desapareciendoa las 24 horas los síntomasde lesión. Es frecuente que

reaparezcacon posterioridadalgunamuestrade lesión remanentey que entrelas 36 y las 48

horastengalugar una segundafasede división celular (Mehendale1991).

El extraordinariofenómenode la regeneraciónhepáticava unidoa otro fenómenono menos

notable. Las células recién divididas son resistentesa la acción citotóxica de agentes

químicos.Por tanto, además de la reposiciónde las células y de la restauraciónde la

morfologíahepatolobular,merceda lapropiedadderesistenciaqueposeenlasnuevascélulas,

el tejido hepáticoseencuentracapacitadoparasuperarla inminenciade una agresióntóxica

en las fasesposteriores,evitando, por una parte, la expansiónde la lesión y por otra,

acelerandoel procesode la recuperacióntotal (Díez-Fernándezet al 1993b).

-20-



Otra forma de proliferación hepatocelular,es la debidaa productosquímicoscapacesde

producirhiperpíasia,comoes el casodel fenobarbital,y la proliferaciónde peroxisomasen

ratasy ratones, quenormalmente,acompañaa la inducción de la actividad enzimáticadel

citocromoP-450,conun aumentoen el tamañodel hígado,debidoa hiperpíasiaehipertrofia

de los hepatocitos.Esto no se asociacon unanecrosisdetectablemicroscópicamente,o con

alteracionesenzimáticas.La hiperpíasiasepuedereconocerpor un incrementoen la mitosis

y por cambiosen el citoplasmaque indican queexisteuna inducción enzimática.

Trasel nacimiento,a las dos semanasde edad,la mayoríade los hepatocitosde las ratasson

mononuclearesdiploides. Conformevan teniendomás edad, el estadode ploidia cambia,

siendoentreel 50-70 % delos hepatocitosadultos,mononuclearestetraploides.Duranteeste

cambio, hay un incrementoen los hepatocitosbinuclearesdiploides. El incrementoen la

ploidia se puede reconocerpor microscopiaoptica, como un aumentoen el tamaño del

nucleo.El cambioen la ploidia, puedeestarestimuladopor la exposiciónaagentesquímicos,

de manerasemejantea lo que ocurre tras una hepatectomíaparcial, dando lugar a la

conversión de hepatocitosbinuclearesdiploides en mononuclearestetraploides,por un

procesode citokinesisamitótica (Poppy Cattley 1991).

1.3.2.-Reguladoresde la regeneraciónhepática

Muchosinvestigadoreshan utilizado la regeneraciónhepáticacomouno de los modelosmás

interesantespara investigarlos mecanismosreguladoresde la proliferacióncelulary los que

gobiernanla entradade las célulasen la fasede replicacióndel DNA. En los últimos años

se ha demostradola existenciade síntesisreplicativadel DNA en hepatocitosaisladosde

ratasadultas,mantenidasen cultivo de monocapadurantevadosdías. Es un hechoconocido

queunasedede biocatalizadoresdesempeñanuna misión destacadao son esencialesparala

replicacióndel DNA en talescultivos. Entre estosagentescabecitar las hormonas(Bucher

1982) y el factor de crecimiento epidérmico(EGF), así como otras sustanciascomo el

piruvato,el calcio y aminoácidos,ademásde otros factoresde crecimientono definidosaún

completamente(Jirtiey Michalopoulos1982;Enatetal 1984).Existenpruebasevidentesque

atribuyenun papel importanteal EGF en la proliferación de los hepatocitosde rata in vivo
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(Nakamuraet al 1984) e in viti-o (Enat et al 1984). Otras investigacionesconfirmanque el

EGFseunea receptoresespecíficosy estimulala síntesisdel DNA en hepatocitosen cultivo

de rata adulta(Michalopeuloset al 1984).Otro grupo de sustancias,las poliaminas,se han

consideradodesdehacetiempo implicadasen los procesosde proliferacióncelular, debido

a que la ornitina descarboxilasa,enzimaresponsablede su síntesis,apareceenormemente

incrementadaen tejidosen proliferación.

1.3.3.-Regeneracióny función hepática

El hígado, ya hemosvisto, es un órganonotable,que respondea una agresión tóxica que

causanecrosishepatocelular,mediantela inducciónde la proliferación de los hepatocitos

remanentes;y despuésde un períodode tiempo, no superiora las dos semanas,escapazde

recuperarsu masay celularidadinicial (Fausto1990; Michalopoulos 1990). Experimentos

contimidina tritiadahanpuestode manifiestoun elevadoporcentajedenúcleosmarcadoscon

tritio en hígadoen regeneraciónen comparacióncon hígadocontrol. Tambiénen hígadoen

regeneración,se ha observadouna mayorproporciónde núcleoshepáticoscon un contenido

tetraploideu octoploidede DNA ya que, los hepatocitoscon núcleospoliploidesson prueba

de un estadodeproliferaciónrápidatípico de regeneraciónhepática.El desarrollode la masa

total hepáticadespuésde un procesonecróticoo de amputaciónquirúrgicaes tina pruebade

la enormecapacidadregenerativa de las células hepáticas.Sin embargo,aún no se ha

resueltouna cuestión importanteconcernientea la identidad de las células progenitoras

implicadasen el procesoregenerador.Se ha descrito que una clasede células hepáticas

progenitorasexistentesen los conductosbiliares terminaleso intermedios,puedeproliferar

en respuestaa un recambionormalhepatocelularo a cualquierforma de lesiónhepática(Selí

1991).Sinembargo,existenevidenciasquesugierenquesonlos hepatocitosmaduroslos que

son capacesde llevar a cabola regeneracióny que, tanto duranteel desarrollodel hígado

normal, como durantela regeneraciónhepática, los nuevos hepatocitossurgen de los

hepatocitospreexistentes(Fausto 1990; Michalopoulos1990). Por tanto, existeun pool de

células madurascon potencial regenerativoque hace que las células progenitorassean

innecesariasen el proceso regenerativo.Durante mucho tiempo se ha creído que la

deficiencia en la masahepatocelularerael agenteque desencadenabala expansiónde las
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células remanentes,pero en caso de hígadosde ratonestransgénicoscon una supresión

somática(Sandgrenet al 1991),se inicia la regeneraciónsin que existancambiosen el peso

o en el númerode célulashepáticas,lo queindicaqueel agentedesencadenantetienequeser

algún indicador de la función hepáticay que solo cuando la masa hepáticasatisfacela

demandade funcionalidadescuandola proliferacióncelularcesaen respuestaa la señalque

indicaquela regeneraciónestácompleta.El fenotipohepáticodemuestrael notablepotencial

proliferativo de las células hepáticas, ya que sólo unos pocos hepatocitos podrían

efectivamenterepoblar el órgano completo. El modelo de ratonestransgénicospuedeser

utilizado para el estudio de las señalesimplícitas en la regeneraciónhepáticay en la

naturalezade la respuestacelular.

1.4.-Hepatotoxicidadinducidapor cocaína

La cocaína(2-J3-carbometoxy-3B-benzoxy-tropano),es un alcaloide,obtenidoa partir de las

hojasdel árbol de la coca o Erytroxylon coca(E. bolivianum),que representala subespecie

tipo, de los Andes del Perúy Bolivia.

Los primeros conocimientossobre el uso de la cocaínalos sugiereel hecho,de encontrar

hojasde coca, en tumbasde momiasindias de 600 añosantesde Cristo. Durantesiglos, los

aborígenesdel Perúy Bolivia masticaronhojasde coca, y estapráctica,quetodavíapersiste,

les producíauna sensaciónde bienestar,y les endurecíafrenteal trabajoextenuante.

Aunque los conquistadoresespañolesadvirtieron este hecho, hasta 1855 no se aisló el

principio activo de las hojas, por partede Gardeke, y añosmás tarde, en 1858, Albert

Niemannaisléel alcaloideapartir de las hojas del arbustoErytroxylon coca, lo caracterizó

químicamentey lo llamó cocaína.En 1880von Anrep, la recomendócomoanestésicolocal.

En 1884, Freud señalóel efecto fisiológico de la cocaínay Kóller demostrósu utilidad en

oftalmología.En el mismo año,Hall la introdujo en odontologíay, al añosiguiente,Halsted

en cirugía (Creglery Mark 1986).

Su constitución química se elucidó gracias al esfuerzo conjunto de muchos científicos,
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especialmentepor partede Willstátter. En 1890 fue incorporadaa unavariedadde patentes

y tónicos,comola coca cola (que no la contienedesde1910) y en 1914fué incluidacomo

sustancianarcótica.

La cocaínaseextraede las hojasdel arbustoErythroxylon cocaLamarky de otras especies

del mismogénero,o puedesintetizarseapartirde la ecgonina.Cuandolos principiosactivos

de las hojas se aislan e inyectan o inhalan de forma concentrada,los efectosson muy

diferentesa los tradicionalmentebuscadospor los indígenas.Las hojascontienenun 1 % de

cocaína,y la vía oral retardala absorcióny decrecela toxicidad.

Es utilizada como droga estimulante,capazde producir sensaciónde bienestar,energía

psíquica,y autoconfianza.Todoello duranteun espaciomuy cortode tiempo,pero deforma

muy intensa.Influye en gran medidael estadopsicológicodel individuo y el medioambiente

en quevive (Khantzian1985).Su uso comodrogasocial tuvo un resurgimientoen los años

70. Los cambiosen la forma de administración,llevan consigocambiosen cuanto a las

complicacionesclínicas que es capaz de producir (Barrio et al 1990; Rubin y Neugarten

1992). Se ha tratado de utilizar, sin exiLo, en curas de desintoxicaciónde heroinómanos

(Hunt et al 1984; Gawin, 1988).

La cocaína(C17H21N04),depesomolecular303,36D, es unasustancialevorotatoria,que

sepresentaen forma de cristaleso comopolvo cristalino,de color blanco,poco solubleen

agua (1 g de cocaínase disuelve en 600 ml de agua). Es soluble en alcohol (1/6,5),

cloroformo (1/0,7), éter (1/3,5) y benceno.Puntode fusión 98
0C. Sensiblea la luz y a la

humedad.

Es una amina terciaria, forma facilmente sales cristalinas, tales como hidrocloruro,

hidrobromuro,citrato, borato,benzoatoy salicilato (Korolkovasy Burckhalter 1978).

-24-



CH3
COOCH3

N

CC6H5

La cocaína clorhidrato, es una sal soluble, de peso molecular 339,81 D, quesepresentaen

forma de cristales o como polvo blanco, ligeramente amargo y capaz de adormecer labios

y lengua. Solubilidad en agua (1/0,4), alcohol (1/3,2) y cloroformo (1/12,5). Insoluble en

éter. Punto de fusión 195
0C. Se descompone en caliente.

En los primeros estudios farmacológicos sc pudo comprobar que la cocaína actuaba como un

anestésico local, por bloqueo de la iniciación y conducción del impulso eléctrico, previniendo

el rápido incremento en la permeabilidad de la membrana a los iones sodio, durante la

despolarización.

En estudios posteriores, se vio que a nivel sistémico, inhibía la recaptación presináptica del

neurotransmisor norepinefrina, produciendo un exceso de esta sustancia a nivel de receptores

postsinápticos. La activación del sistema nervioso simpático, por este mecanismo, produce

vasoconstricción, elevación de la presión arterial, taquicardia y predisposición a arritmias

ventriculares.Así mismo puede dar lugar a midriasis y a un estadode hiperglucemiae

hipertermia.

Inhibe también la recaptación de dopamina y serotonina. La inhibición de la recaptación de

dopamina, produce un efecto complejo sobre el sistema dopaminérgico (Galloway 1988). A

corto plazo actúacomoestimulantede la neurotransmisión,pero a largo plazo, secreeque

la depleción de dopamina. puede contribuir a la sensación de dísforia y puede ser responsable

de un patrón compulsivo (Cregler y Mark 1986).
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Experimentalmente se ha podido comprobar, que existe una notable similitud entre alguna

de las propiedades farmacológicas de la cocaína y la anfetamina (Fischman y Schuster 1982).

Así, en cuanto al efecto discriminativo (Garza y Johonson 1986), el comportamiento

esterotipado, el incremento en la actividad locomotora y la dependencia de dosis en el

comportamiento operante. Se puede producir además, con estas dos sustancias, una tolerancia

y sensibilizacióncruzadas.

El efecto discriminativo en animaleses utilizado para medir experimentalmenteel efecto

subjetivo en el hombre (Winsauer y Thompson 1991). Los animales son entrenados para

discriminar entre una inyección de cocaína y del vehículo y, de igual manera entre

anfetaminay el vehículo. De esta forma se ha comprobado(Balster 1988), que anfetamina

y cocaína, tienen un patrón de autoadministración, muy similar. Esto indica el abuso

compulsivode la cocaína,la necesidadde tomarla droga.En estudiosrealizadoscon monos,

seha visto quepuedenllegara autoadministrarsehastala muerte,lo que no ocurrecon otros

estimulantes (Gold y Vercbey 1984).

Al estudiar el efecto discriminativo de la cocaína, con respecto a los simpaticomiméticos, se

pudo comprobar que no se pueden sustituir entre sí, mientras que con anestésicos locales,

como la procaína se consigue una sustitución parcial. Además la cocaína y la procaína son

dosis dependiente.

El pape] de la dopamina sobre el efecto discriminativo de la cocaína, no es del todo

conocido. Los bloqueadores dopaminérgicos no siempre actúan como antagonistas sobre los

efectos estimulantesde la cocaína (Balster 1988), si bien se ha comprobadoque los

receptores Dl y D2 de dopamina juegan un papel importante en los efectos sobre el

comportamiento de los estimulantes psicomotores (Rapoza y Woolverton 1991).

La farmacología del comportamiento de la cocaína, difiere de la de agonistas

dopaminergicos, como apomorfina y amantidina, incluyendo el efecto de estímulo

discriminativo y de refuerzo. Esto, parece indicar, una interacción de la cocaína con otros

neurotransmisores,ademásde con dopamina.
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A diferencia de la anfetamina, no se ha visto que la cocaína, produzca liberación de

catecolaminas, sino que actúa inhibiendo la recaptación. Esto se podría relacionar con lo que

ocurrecon los antidepresivostriciclicos.

Pareceser queexiste una relación, entre la propiedadde algunosanestésicoslocales de

producir un efecto de refuerzo y la inhibición de la recaptación de dopamina (Dunwiddie

1988). Otros anestésicos locales, pero no todos, tienen este mismo efecto de refuerzo. La

relación entre el efecto anestésico local y euforizante de la cocaína no está del todo clara.

Podría explicarse por una actividad excesiva sobre el sistema limbico, lo que daría lugar a

la sensaciónde euforia.

La cocaína, en forma de clorhidrato, se absorbe rapidamente tras ser administrada por vía

nasal. El 40 % de las personasqueconsumencocaínalo hacenpor estavía. Otra forma de

administración, que utilizan el 30 %de los cocainómanos, es el crak, que consiste en fumar

cocaína,en forma de base libre, con lo cual es muy volatil. Por esta vía se absorbe

rapidamente debido a la gran superficie pulmonar, el efecto se pone de manifiesto en 8

segundos (Laposata y Mayo 1993). Otro 20 % de adictos a cocaína, utilizan la vía

intravenosa, obteniendo una respuesta a los 15-30 segundosy el 10 % restanteuna

combinación, incluso se ha llegado a administrar por vía rectal, vaginal y ocular (Dougherty

1984). Se absorbebien a través de mucosasnasal,oral, rectal y vaginal.

Realizandoestudiosen humanos,se ha comprobadoque la administraciónde 100 mg de

cocaínapor vía intranasal,ó 10 mg por vía intravenosa,son suficientespara la apariciónde

efectos subjetivos y cardiovasculares (Foltz et al 1980). Los efectos de la cocaína tras una

dosis de 25 a 150 mg (una linea de coca contiene 20-30 mg), son: euforia, rara vez

disforia,incremento de la energía, de la agudeza mental y estado de alerta incremento

sensorial, anorexia, perdida del sueño, disminución de la sensación de fatiga, incremento de

la autoconfianzay egocentrismo.

En general se admite una dependencia psíquica (Gawin y Kleber 1984), pero no física para

la cocaína, si bien se presentan síntomas debido a una descarga simpática generalizada. El
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cuadro de abstinencia se manifiesta como paranoia, depresión, fatiga, ansiedad, agitación,

sudor, escalofríos, insomnio, náuseas y vómitos.

Trasla absorción,la cocaínasehidroliza rapidamenteen plasma,va a hígado,atraviesala

barrerahematoencefálica.La cinéticade la cocaínasigueun modelo monocompartimental

abierto, con eliminaciónde primerorden.La vida mediaes de 41 4 + 8 2 minutos,con un

rangoentre19 y 64 minutos.Es dosisdependiente(Barnettet al 1981; Javaidet al 1983).

La drogacomotal, seexcretapor armaen cantidadinferior al 20 %, y en ocasionessolo

el 1 %, dependiendode la acidezde la arma. Tambiénseelimina por bilis.

Les principales metabolitos que se encuentran en arma son benzoilecgonina y ecgonina, que

sedetectanhasta36 horasdespuésde la administración.Tras la administraciónintranasalse

puededetectarbenzoilecgoninaen orina en un períodode 1 a 4 horas,teniendoun máximo

a las 10-12 horas.

Por cromatografíade gasesy espectrometríade masas,se hanllegado a detectaren la orina

de adictos a cocaína, hasta once metabolitosdiferentes. Cuatro de estos metabolitos,

ecgonina,norecgonina-metil-ester,norecgonidina-metil-estery m-hidroxi-benzoylecgonina,

se encuentran en un primer tiempo. Otros metabolitos presentes en orina son:

benzoileegonina, ecgonina-metil-ester, ecgonina, ecgonidina-metil-ester, norcocaína, p-

hidroxi-cocaínay m-hidroxicocaína (Zhang y Foltz 1990).

Alteracionesfisiológicas

A nivel del SistemaNerviosoCentralproducela estimulaciónadrenérgicaqueda lugara un

incrementode la presiónsanguínea,pudiendooriginar accidentescerebro-vasculares.

A nivel cardiovascularla cocaínaproduceun incrementodel ritmo cardíaco,de la presión

arterial sistólicay de la demandade oxígenopor partedel miocardio,pudiendodar lugara

un infarto agudo de miocardio (Gradham 1988). El incrementode la estimulacióndel
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miocardio, por bloqueo de la recaptación de NE, por las terminacionesnerviosas

presinápticas, ocasiona aritmias cardiacas (Karch y Billingham 1988). En pacientes

hipertensos,puededar lugara rupturade la aortaascendente,si fumandurantevarias horas

la baselibre.

A nivel renal se ha descrito rhabdomyolisistraumáticay no traumática, en pacientes

cocainómanos,a vecescomplicadacon fallo renalagudo, en generaltras la administración

intravenosa.

En el intestino produceun incrementodela resistenciavascular,por encontrarseaestenivel

receptoresa-adrenérgicos,que son estimuladospor NE. La cocaínacausauna intensa

vasoconstriccióny reduceel flujo de sangre, lo quepuededar lugara isquemia(Garfia eL

al 1990).

El uso de cocaínaduranteel periodode gestación,seha visto que reduceel pesoal nacer

e incrementael riesgo de malformacionesy muerte fetal (Wiggins y Ruiz 1990). La

vasoconstricciónplacental,hacequedecrezcael flujo de sangreal feto, y el incrementode

NE conduce a la contración uterina. Se han realizado estudios, que indican que la cocaína

esbiotransformadapor la placentahumana(Roe et al 1990). Se producehiponatremia,en

neonatosde madresadictasa cocaína(Dollberg et al 1989).

Tras el uso en forma aguda de cocaína, se puede producir hipoprolactinemia, mientras que

en períodos intermitentes de abstinencia a cocaína se ha observado hiperprolactinemia

(Cocoreset al 1986; Mendelsonet al 1988).Estudiosrealizadoscon monosrhesus,revelan

que la administración aguda de cocaínada lugar a caída de los niveles de prolactina

plasmática,seguidade recuperacióne hiperprolactinemia(Mello eL al 1990). La secreción

de prolactinase regulapor vía dopaminérgicaen el SNC y la hiperprolactinemiaquesigue

al abusode cocaínaes debidaa unainadecuadasupresióndopaminérgicade la secreciónde

dopamina. Esto ocurre por un efecto adverso de la cocaína sobre las neuronas

dopaminérgicas,en el hipotálamobasal(Teoh et al 1990). Seobservaunaelevacióndelnivel
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de creatinafosfokinasasérica(CPK) y los factoresde la coagulaciónsepresentanalterados

(Singhalet al 1990).

La intoxicación por cocaínada lugar a: Euforia, disminución del apetito, desórdenesdel

sueño, ideas paranoides, alteraciones sexuales, hipertensión, hipertermia, parálisis

respiratoria,arritmiascardíacasy muerte.La administraciónintranasalproducenecrosisy

perforacióndel tabiquenasal. Cuandose fuma la cocaínaproduceedemapulmonar.

1.4.1.-Manifestacionesde la hepatotoxicidadde la cocaínaenanimalesde laboratorio.

La cocaínaes un potentehepatotóxicoen ratón, al ser administradapor vía intraperitoneal

(Shusteret al 1977). Tras diferentesestudiosexperimentales,se ha puestoen evidenciaque

la cocaínapuededar lugara productoshepatotóxicos,al ser metabolizadapor vía oxidativa,

medianteel sistemaFAD-monooxigenasasde funciónmixtadependientedelcitocromoP-450

(Thompsonet al 1979; Kloss et al 1982b). La induccióndel citocromoP-450 incrementala

toxicidad. Los metabolitosformados son norcocaina,N-hidroxynorcocaínay norcocaína

nitróxido (Evans y Harbison 1978).

Realizandodiferentesestudiosexperimentales,seha podido comprobar(Smoleny Smolen

1990), que el ratón es la especiemássensiblea la acciónhepatotóxicade la cocaína.Existe

unadependenciade factoreshormonales,siendomás tóxicaparalos machos(Thompsonet

al 1984). La actividadenzimáticaestáinducidapor los andrógenos.Esto se relacionacon la

dependenciaa andrógenosde algunos isoenzimasdel citocromo P-450. Además se ha

comprobado(Leibman eL al 1990), que la actividad colinesterásicaes más alta en las

hembras.Tambiéninfluye la cepade la queprocedenlos animales,por la distintaactividad

de la N-demetilasa,existiendocierto confusionismoentrediferentesautoresen cuantoa la

importanciaque tiene utilizar unadeterminadacepa. Otro de los puntos,no suficientemente

aclarado,es la necesidadde utilizar animalespreviamenteinducidos,ya quealgunosautores,

como Evans y Harbison (1978) y Smith et al (1981), señalanque la cocaína solo es

hepatotóxica,en animalesquehan sido inducidospreviamente.La localizaciónde la necrosis

alrededordel espacioporta, o del espaciovenoso,dependeen gran medida del diferente
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gradientede oxígenoen ambaszonas(Jungermanny Katz 1982). Hoy parececlaro que la

localización intraacinardel daño hepático está relacionadacon el pretratamientode los

animalesconagentesinductoresdel sistemaoxidativo microsómico(Roth et al 1992).Todos

estos razonamientosseapoyanen el conocimientode que la hepatotoxicidadde la cocaína

no esdebidaa la drogacomotal, sinoa sus metabolitos.

De esta forma los diferentesgrados de hepatotoxicidadque presentala cocaínasegúnla

especieanimal,dependedel porcentajeen queestadrogaseametabolizadapor vía oxidativa

(Connorset al 1990). En humanosel metabolismode la cocaínapor vía oxidativa esentre

un dos y un seis por ciento del total (Inabaet al 1978), mientrasque en la rata esde un

catorcea un diecisietepor ciento (EnglerteL al 1976; Stewartet al 1978) y en el ratón de un

cuarentay cinco por ciento (Werner 1961).

1.4.1.1.Alteracionesmorfológicas

Histológicamentese ha observado,por microscopia óptica, depleción de glucógenoen

hepatocitosperivenosos,una hora despuésde la administración.La degeneraciónde estos

hepatocitosprogresahasta llegar a franca necrosisen un período de ocho horas. Por

microscopia electrónica, se aprecian las primeras alteracionesuna hora después de la

administración. Se produce una extensa dilatación del retículo endoplásmicorugoso,

acompañadode cambios en las mitocondrias. A las dos horas se observancambios

sorprendentesen los peroxisomasde las células perivenosas.Aunque la densidad de

peroxisomasdisminuyeen todaslas células,es más notoriaen las perivenosas.En ratones

no inducidosel mayor volumen de retículo endoplásmicoliso apareceen los hepatocitos

perivenoso,lo cual explica la formaciónde metabolitostóxicos en mayorproporcióna este

nivel del acino hepático(Gottfried et al 1986).

1.4.1.2.Alteracionesfuncionalesy bioquímicas

Desdeel punto de vista bioquímico la hepatotoxicidadde la cocaínase manifiestapor un

incrementode las transaminasasséricas,que suele ser máximoa las dieciochohorasde la
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administración.Así mismo se apreciaunadisminuciónde los niveles de glutation, que es

deplecionadoen un 20-30 % una hora despuésde la administraciónde la droga(Thompson

et al 1979).La depleciónde glutationestransitoriay precedea unasignificativaperoxidación

lipídica. Todo ello ocurretras la administraciónde dosis muy elevadasde cocaína(50 - 70

mg/Kg) a ratones.Existe unarelaciónclara entrela dosisde cocaínay la lesión hepáticaque

produce(Tena 1987). La administaciónde dosisrepetidasdurantecinco díasa la semana,

en periodosdeuna, dosy tres semanas,de 10, 20 y 30 mg/Kg de cocaínaa ratones,da lugar

(Freemany Harbison 198ib) anecrosisperiportal,dependiendode la dosisy del tiempoque

dure la administación.La lesión hepáticavaría desdevacuolizaciónde los hepatocitos,a

francanecrosis.Los nivelesde transaminasasse presentanmuy elevadosy los decitocromo

P-450deprimidos.Segúnestosautoresla acciónhepatotóxicaen ratón,tras la administración

de cocaínaen dosisrepetidas,es independientede la inducción del sistemade oxidasasde

funciónmixta y la lesión producidase debidaa la dosisde cocaínaacumulada.Si se inhibe

la depleciónde glutation, con antagonistasa-adrenérgicos,comofentolaminay yoimbina,

decrecela acciónhepatotóxicade la cocaína(Jameset al 1987).

Los efectosagudosde la cocaínaen hígadoperfundido de rata, son vasculares,debidoa la

vasoconstricciónqueproduce,y funcionales,poralteraciónen la formaciónde bilis (Garhart

et al 1989).

1.4.2.-Metabolismode la cocaína

1.4.2.1.-Hidrólisis

El 90 % de la cocaínase metabolizarapidamentepor hidrólisis, mediantela acción de unas

esterasaspresentesen sueroy en hígado,que dan lugar a benzoilecgonina,ecgoninametil

estery ecgonina(StewarteL al 1979). Ninguno de estosderivadospresentanhepatotoxicidad

cuandose administrana ratonesen dosis elevadas,lo que indica que la hidrólisis de la

cocaínano conducea metabolitostóxicos (Thompsonet al 1979; Evans 1983). Si se inhibe

la acciónde las esterasaspor diazinono tri-orto tolilfosfato, seoriginaun notorio incremento

de la hepatotoxicidadde la cocaínaen ratón (Thompsonet al 1979; Freemany Harbison
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1981b; Evans1983), lo que confirmaque la hidrólisiscatalizadapor esterasases unavía de

destoxificaciónde la cocaína.

Comolas esterasascompitencon los enzimasoxidativos(CitocromoP-450y monooxigenasas

dependientesdel FAD) en el procesode biotransformaciónde la cocaína,la inhibición delas

esterasasda lugar a concentracionesmás elevadasde metabolitosoxidados (Benuck et al

1989). Se ha comprobadoque la administraciónde diazinon a ratoneselevó 60 vecesla

concentraciónhepáticade N-hidroxinorcocaína(Shusteret al 1983).
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1.4.2.2.-Metabolismooxidativo y hepatotoxicidad

La vía secundariadel metabolismode la cocaínaes la oxidativa, queda lugar a metabolitos

hepatotóxicos. Este proceso gira en torno al nitrógeno del anillo del tropano. La cocaína

puede ser demetilada o N-oxidada y posteriormente demetilada. La cocaína demetilada,

norcocaina,es rapidamenteoxidadaa N-hidroxinorcocaína,quepuededar lugarpor último

a norcocainanitróxido, que se cree es el metabolito responsablede la hepatotoxicidad

(RauckmaneL al 1981; Benucket al 1989).

Se han realizadoestudiosin vitro (Jover et al 1990),paraprofundizaren el mecanismopor

el cual la cocaínaes hepatotóxica.Sehan utilizado microsomashepáticos,obtenidosa partir

de ratas,inducidasy no inducidas,hamstery ratones,en presenciade un sistema generador

deNADPH. Seproducenorcocainanitróxido,apartir de N-hidroxinorcocaína.Estareacción

está mediadapor el citocromo P-450, ya que la inducción con fenobarbital, incrementa

marcadamentela produccióndel derivadonitróxido (Rauckman eL al 1981). El paso anterior

ala producciónde N-hidroxinorcocaína,fué estudiadoporKlosset al (1982b).Estosautores,

obtienen N-hidroxinorcocaína, a partir de norcocaina, utilizando una suspensión microsomal

y FAD-monooxigenasa purificado.

La inhibición del metabolismode la cocaína, se ha estudiado in vitro en microsomas

hepáticos,con agentesantihistamínicos,como la cimetidina, lo que haceque decrezcasu

hepatotoxicidad (Peterson et al 1983).

En hepatocitosaisladosde rata, la cocaínase manifiestacomo hepatotóxica,lo cualno ocurre

in vivo, debido a queel contenidoen esterasasde los microsomashepáticoses muchomenor

que la actividad esterásicaen plasma(Robertset al 1990). Bouis y Boelsterli en 1990,

realizaron cultivos de hepatocitos de rata y los expusierona concentracionesde 10-6 a

ío-4 M de cocaínay norcocainanitróxido. Utilizaron in vivo un inductor del citocromoP-

450. Esto favorece el metabolismo de cocaína a norcocaina y se observa una inhibición de

la biosíntesisprotéica, que es restauradasi se bloqueael metabolismooxidativo con un

inhibidor del citocromo P-450. La depleciónde glutation incrementala unión de cocaína a
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macromoléculashepáticasy aumentael efectoinhibidor sobrela biosíntesisprotéica.

1.4.3.-Mecanismosresponsablesde la hepatotoxicidadde la cocaína

Se han propuestodos mecanismosfundamentalespara explicar los efectostóxicos de la

cocaínasobre el hígado.Uno de los mecanismospropuestosimplica la formación de un

metabolitode cocaínaextremadamentereactivoque al unirsea macromoléculascelulares

críticasalterade tal manerala función de la célulaqueorigina su muerte(Evansy Harbison

1978;Evans 1983).El segundomecanismopropuestoconsisteen un ciclo redox fútil entre

dos metabolitosoxidadosde la cocaínaque, al generarespeciesactivas de oxigeno y

consumirNADPH, dará lugar a la peroxidaciónlipídica, a la lesión hepáticay a la muerte

celular (Kloss eL al 1984).

1.4.3.1.-Mecanismodel enlacecovalente

La evidenciade un papel importantedel enlacecovalente(o irreversible)de los productos

dela biotransformaciónde la cocaína,con macromoléculas,en la hepatotoxicidad,sededuce

dela estrechacorrelaciónqueexisteentreel enlacecovalentey la lesión tisular. Aunqueestá

demostradoqueel metabolismooxidativo dela cocaínaes fundamentalparagenerarla forma

de la cocaína que reaccionacon las proteínas, se desconoceaún la identidad de tal

metabolito.

1.4.3.2.-Ciclo redoxy peroxidaciónlipídica

La cocaínainducela peroxidaciónlipídica, segúnse ha visto en hepatocitosde rata y ratón,

por evaluacióndel malondialdehido,metabolito indicador de la degradaciónlipídica. El

metabolitoactivo responsablede la induccióndel procesode peroxídaciónes la norcocaina

nitróxido.
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Ciclo redox rútil entremetabolitosde la cocaína(Kloss et al 1984)

Se produceun ciclo fútil entre N-hidroxinorcocaínay norcocainanitróxido, que da lugaral

anión superóxido,conduciendoa peroxidaciónlipídica y depleciónde NADPH (Klosset al

1984).

El sistemade defensamascrítico frente al peróxidode hidrógenoes la glutationperoxidasa,

la cual elimina los peroxidosa expensasde la conversiónde glutation reducido(GSH), a su

forma oxidada(GSSG).El GSH seregeneramediantela GSSG-reductasa.que es un enzima

NADPH dependiente(Donnelly eL al 1988). Si disminuyeel NADPH sedeprimeel glutation

celular y comienzala hepatotoxicidad.

Hastala fechala mayor partede las investigacionessobreel metabolismode la cocaínay el

dañocelular asociado,se han realizadoen modelosanimales,experimentalmenteen ratón,

sin embargoexistencasosdescritosy estudiadosde hepatotoxicidaden el hombre.Se han

recogido casos de esteatosis, congestión, infiltrado inflamatorio portal y necrosis

centrolobulillarcon zonahemorrágica,en intoxicaciónporcocaína(Copeland1989).Kanel

NADPH
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et al (1990), describenun casode fallo hepáticofulminantey rhabdomyolisisaguda,por el

uso de cocaína,asociadoa barbitúricosy alcohol. Los hallazgosmorfológicosencontrados

son, necrosis mediozonal y perivenosade tipo coagulativo y microvesículas grasas

periportales,en todos los lóbulosdel hígado.Perinoet al en 1987, handescritoun caso de

necrosisperiportalen un pacienteconsumidorde cocaína,en cuya orinadetectarontambién

la presenciade barbitúricos.

Existe una relacióndirectaentrehepatotoxicidady empleode la cocaínaa dosismuy altas

(Tabasco-Minguillanet al 1990).Parapoderevaluarla acciónhepatotóxicade la cocaínaen

el hombre,parecemuy importanteteneren cuentala idiosincrasiadecadaindividuo, ya que

estadrogapresentauna toxicidad mayor cuandoel nivel de colinesterasases bajo (Wanless

et al 1990; Silva et al 1991).

1.5.- Citometríade flujo

La citometríade flujo, esuna técnicaparael análisis de célulasaisladasen suspensión,y

tambiénsepuedeutilizar, para separarcélulas,basándoseen sus característicasfenotipicas

especificas.Permiteobtenerdatosindividualesen un grupode células mediantela emisión

de señalesde fluorescencia.Los cambioscelularespuedenmedirseestudiandola cinética

celular, teniendoel tiempocomoparámetro.Sedebeestudiarsimultáneamenteunapoblación

control.

Estatécnicase ha desarrolladodurantelos últimos treinta años,parael contajey medición

de partículas. El primer analizadorde partículasfué descrito en 1965, y hacia 1970 se

desarrollaronaparatoscapacesde medir doso másemisionesde fluorescencia(Campleihon

1992).

El principioen quese basaun citómetrode flujo es sencillo. Las células,o núcleos,pasan

individualmentea través de un haz de luz, producidoen la mayoríade los casospor láser.

La banda lumínica produceuna excitación de las diferentes tincionesfluorescentes,que

puedenrelacionarsecondiferentescomponentescelulares.Sepuedeexcitarsimultáneamente,
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más de un colorante fluorescente.La señal de fluorescencia,se recogea través de un

sistema de lentes y espejos. Los detectoresconviertenlas señalesde fluorescenciaen

electrónicas,que son almacenadasy analizadaspor una computadora.

Lastécnicasdecitometríade flujo, midenfrecuentementecinco parámetros,contrescolores.

En la prácticase miden dos parámetrosusandoun ángulode trasmisiónde la dispersiónde

la luz para medir el tamañocelular y una dispersiónlumínica de 90~ para examinarla

superficie celular. Estos dos parámetros se utilizan para identificar y seleccionar

subpoblacionesespecíficas.Las señalesde fluorescenciade estas celulas se recogen y

cuantifican. Una simple célula puede ser identificadacomopositiva o negativa, segúnel

fluorocromoutilizado.

1.5.1.-Estructurade un citómetrode flujo

Un citómetrode flujo se componede tres sistemasinstrumentalesintegrados:un sistemade

inyeccióny manejode la muestra,un detectorfísico y óptico de los parámetroscitológicos

queinteresamedir y un sistemadigitalizadoparael procesode los datos(Magdelenat1991).

El sistemadeinyeccióny manejode la muestrarecibeel nombredecélula de flujo. Consiste

en un mecanismohidráulico presurizadoal quese incorporala suspensiónde célulaspara

analizar. Esta suspensiónes transportadahacia un conducto capilar estrechadopor una

corriente coaxial de líquido sobre el que incide un estrechohaz de luz. La inyección se

realizahabitualmentepor un sistemavolumétricocompuestode bombay jeringa capazde

inyectarun volumenexactode la suspensióncelular.

Segúnel carácterdel haz exploradorse distinguendos tipos de citómetrosde flujo: a) de

lámparade mercurio; b) multiparamétrico,o de luz láser. Los primeros se basanen la

utilizaciónde unafuentelumínicano coherentecon gran dispersióne interferenciasentrelos

fotonesqueconstituyenel haz luminoso.Debidoa ello, estoscitómetroshansidosustituidos

por los de tipo láser, dondela radiación fotónicaempleadaseencuentraen fase, lo cual

proporcionaa estetipo de luz unagran uniformidaden la direccióny cromaticidadasícomo
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una gran intensidadfrente a las fuentesde radiaciónno coherentes.

El sistema de detección constade: a) un contador volumétrico de tipo Coulter para el

recuentode las unidadescelularesque fluyen por el capilar; b) sistemaóptico, formadopor

unalentecolectoraen ángulorecto, un filtro espacialde selección,diversaslentesde enfoque

delrayo lásersobreel hazde flujo celulary ciertosfiltros y espejosquepermiten seleccionar

determinadaslongitudesde ondaen la radiaciónreflejadapor la columnaen estudio,y c) los

fotodetectorescapacesde recogery transformarla luz reflejadasen una débil corriente

eléctrica. El sistema electrónico digital y de análisis de datos consta de diversos

amplificadores de señal; un transformadoranalógico-digital para convertir los pulsos

electrónicosen información digital y un ordenadorque almacenay analiza los datos,

proporcionandoestudiosestadísticosy representacióngráfica de éstos (Garcíadel Moral et

al 1993).

1.5.2.-Aplicacionesde la citometríade flujo

Se utiliza, principalmentepara medir la cantidad relativade DNA y la distribución de los

ácidos nucléicos, en los diferentesestadiosdel ciclo celular. Su ventaja principal es la

rapidez, en pocos segundosse pueden medir hasta 10000 células. Para ello se utilizan

diferentestincionesquepermitanvisualizar medianteun foco lumínico, propiedadesfísicas

de las células, como su tamañoy la granularidadde su citoplasma. Esto, junto con la

propiedadde poderdetectarla fluorescencia,emitida a diferenteslongitudesde onda, por el

DNA o RNA, medianteel usode tincionesintercalantes,amplíanla utilidad de estatécnica

(Dallas y Evans 1990).

La citometríade flujo, usaun flujo continuo para el análisisóptico de células aisladasy,

puede ser utilizado para separarcélulas. Es muy eficiente pan ver que células hay en

suspensióny aproximadamente,cuantas. Proporcionainformación cuantitativa sobre el

tamañocelular, característicasde la superficiecelular y númeroy tipo de macromoléculas

asociadascon las celulas individuales, si esas macromoléculaspueden ser marcadas

específicamenteconcomponentesfluorescentes.Sepuedenexcluirciertascélulascomparando
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específicamenteparámetrosde poblacionescelulares,comotamañoy otros parámetrosque

se puedenmedir por marcaje fluorescente.

Sc 4c

Histogramade DNA por citometríade flujo

La citometríade flujo estáespecialmenteindicadaparael estudiodel ciclo celular, usando

lineas celulares o suspensionesde células simples, obtenidas por medios físicos o

electrónicos.El ciclo celular puedeser seguidoen sus diferentesfases,00/01,5 y 02 +

M, marcandocadacélula con una tinción específicamenteligada al DNA. Esto permite

clasificar lascélulasen 01, 5, o 02. Otras tincionesligadasa ambos,DNA y RNA, como

el naranjade acridina,permiten identificar célulasen GO.

La citometríade flujo tiene un gran campode aplicación,en la inmunocitotoxicidady en

citotoxicologia. Se puede estudiar,medianteesta técnica la influenciaque puedentener

diferentes drogas,en la evolución normaldel ciclo celular.

La medidadel DNA, célula a célula, en el ciclo celular, es importanteen los estudiosde

células cancerígenasporquelas célulasmalignastienenalteradocon frecuenciael contenido

en DNA o su citocinética.
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Unade las aplicacionesmásexcitantesde la citometríade flujo es la caracterizaciónde los

cambioscelularespor drogas.

Los cambios en la membranaplasmáticadan lugar a alteracionesen el transporteo

endocitosis,que puede ser cuantificadapor citometría de flujo. Las alteracionesen la

membranase han estudiadousandotincionesde fluorescencia,que indican cambiosen el

potencial de membrana.La tinción se distribuye en el espaciointra y extracelularcomo

resultado,principalmente,de un gradienteelectroquímico.El valor absolutodel potencialde

membranano se puededeterminarpor estos métodos,pero si es una técnicamuy sensible

para detectar alteraciones. La transferencia de alta energía que se obtiene usando la

excitaciónpor láser,permiteusarconcentracionesmuy pequeñasde colorantes,con lo que

seevita los efectostóxicos queestospudierantener. Se puedeutilizar la citometríade flujo

paraestudiarel dañocelular. Los cambiosen el potencialde membranasepuedenapreciar

con tincionesespecificas,tras la exposiciónde las células a drogas.

1.6.- Ciclo de división celular

La citocinética, es el estudio del proceso de crecimiento, proliferación, diferenciación,

migracióny muertede las células individualesy poblacionesde células.Los cambiosen la

cinéticade las célulasde los tejidos, durantela exposicióna agentestóxicos,puedeayudar

a conocersu mecanismode accióny la patogénesis,queda comoresultadounalesión (Evans

et al 1991). Los estudiosde citocinéticase basanen el ciclo celular,quesedefine,comoel

tiempo entreel final de la mitosis de las células parentalesy el final de la mitosis de las

célulashijas.

El ciclo celularcomprendecuatrofases:01, o fasepostmitótica,5, o periodode síntesisdel

DNA, 02, o fasepremitótica y M, o mitosis (Sandberg1992). La única faseapreciable

microscópicamente,es la mitosis.En general,la fase5, duraentre7 y 8 horas,la 02, entre

2 y 4 horas y la M menosde 1 hora, mientrasque la duración de la fase 01 es la más

variable.
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1’

Fasesdel ciclo celular

Durantela fase01 tiene lugar la síntesisde RNA, el transportede proteínas,cambiosen la

concentraciónintracelularde iones, el transportede nutrientesdentrode la célulay la síntesis

de enzimasespecíficos,necesariosparala síntesisdel DNA. Durantela fase5 se sintetiza

el DNA y la mayoríade proteínas,histonas.

Durantela fase G2 tiene lugar la síntesisde RNA y proteínascomo preparaciónpara la

mitosis. Finalmente,durante la fase M, ocurren algunos cambios en la estructurade la

membranacelular, la síntesisprotéicadecrecey cesala síntesisde RNA.

La célulaespor estomuy diferenteen cadafasedel ciclo celular.La progresiónde la celula

a travésdel ciclo hacenecesariouna seriede cambiosbioquímicos,antesde queel siguiente

estadio del ciclo comience.Hay factores, como el tratamientocon drogas,que pueden

producir alteracionesdel ciclo.

Dentro de la poblacióncelular, hay siemprealgunascélulas,queno se comportande forma

normal. Estascélulas puedenestaren el estadioGO, dentro de ellas podríamoscitar a los

hepatocitosy célulasde Kupffer, quenormalmenteno se dividen, si no es, por ejemplo, tras

-42-



unahepatectomíaparcial.

La fracción en crecimiento,o fracción de célulasen la población,queparticipaen el ciclo

celular, es un conceptoimportanteen el análisis de la población celular. La fracción en

crecimientose incrementadurantela reparación,tras el dañocelular, siendolas celulasen

GO estimuladasparaparticipar en el ciclo celular.

La fracción en crecimientodecrececuandola reparaciónes completa.La mitosis se puede

observar microscópicamentey nos indica, como primera aproximación, el ritmo de

proliferación.El índicemitótico esla proporciónde célulasen mitosisen la pob]acióncelular

total, en un tiempo concreto.

1.6.1.-Análisis del DNA por citometríade flujo

La mayoríade los estudioscinéticosse basanen un marcajeespecíficopara el DNA y el

seguimientode este marcajea travésde las fasesdel ciclo celular.

Normalmente,paracuantificarel DNA celular, semarcanlas célulasconuna o varias de las

siguientes tinciones, ioduro de propidio, naranjadeacridina,o bromurode etidio. Seobtiene

y analizala distribucióndel DNA en 10-50x 1000células.Sepuedemedir los cambiosa que

puedendar lugar diferentesagentesquímicos, sobre la ploidia de las células. Células con

contenidonormal de DNA (2C), célulascon el dobledel contenidodel DNA normal (4C),

y valoresintermediosqueseasignana 01 (2C), 02 (4C), o fase5, (valoresintermediosdel

ciclo celular). Mediantela citometria de flujo sehapodido detectarun efectoclastogénico,

por el incrementode la dispersióndel contenidodel DNA celular.

En célulasen división, se puedeproducir una distribucióndesigualdel DNA en las células

hijas. Esto se puededetectarpor un ensanchamiento,en el pico, obtenidoparala fase01 del

ciclo celular. También se puededetectarcon rapidez,si seproduceuna aneuploidia,en la

poblacióncelularqueestaexpuestaa un agente,supuestamentetóxico.
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1.7.- Objetivosde la investigaciónpropuesta

Considerandoque la cocaínaeshepatotóxicacuandoseadministraa ratonesSwiss machos

en dosisde 60 mg/Kg, queproducelesión hepáticay muertecelular y que la pérdidade

células en hígado desencadenaun procesode proliferación celular (regeneración)para

restaurarla funcionalidadhepática,nuestrahipótesisde trabajoes la siguiente:

1.- Diagnosticar y ubicar la zonaacinardondeapareceel dañohepáticodebidoa la

administraciónde cocaínapor vía intraperitoneala ratonespretratadoso no con

fenobarbital.

2.- Investigarsobre la naturalezade la muertecelular por apoptosisy/o necrosis.

3.- Establecer una posibilidad de relación entrela ubicaciónen el acino hepáticode la

zonalesionaday el tipo de muertecelular.

4.- Observar de qué maneraseveríaafectadala proliferacióncelularpor el pretratamiento

con fenobarbital(interaccióndexenobióticos)y establecercomparacionesconhepatocitos

fetales.

La secuenciade acontecimientosque tienelugaren el hígadopor efectode los xenobióticos

hepatotóxicoses la siguiente:

Tóxico---> lesiónhepática---> muertecelular(apoptosiso necrosis)---> regeneración

hepatocelular---> restauraciónde la funcionalidad.

Parahacerun seguimientodeestosacontecimientos,seinyectócocaína(60 mg/Kg) aratones

Swiss albino machos,tratadosy no tratadospreviamentecon fenobarbitalparainducir el

sistema monooxigenasamicrosómicodependientedel citocromo P-450.
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Para caracterizarel proceso secuencialde lesión hepática, muerte celular (apoptosisy

necrosis) y regeneraciónhepatocelular,se han obtenidomuestrasde suero,tejido hepático

y se han aisladohepatocitosdespuésde la administraciónde cocaína.Las muestrasfueron

tomadasa 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas y en ellas se han realizadolas determinaciones

siguientes:

1.- Estudio histopatológico de hígadode ratónparadiagnosticarla lesión hepáticadentro

del acino (perivenosao periportal).

2.- Parámetrosbioquímicos de lesión hepáticay muertecelular (aminotransferasas,

isocitratodeshidrogenasa,gamma-glutamiltransferasaen suero de ratón)

3.- Enzimasgeneradoresy consumidoresde NADPH (glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa,

enzimamálico, isocitratodeshidrogenasa,glutation transferasa,glutation reductasay

CitocromoP-450 NADPH reductasa)y estadoredoxdependientedel NADP~ y NAD4.

4.- Enzimasy metabolitosrelacionadoscon la peroxidacióny el metabolismoenergético

(catalasa,superóxidodismutasa,glutation peroxidasa,nivelesde glutation, glutation-S-

transferasay cocienteGSH/GSSG,ATP y malondialdehido).

5.- Evaluaciónpor citometríade flujo de la ploidia y distribucióndel DNA en las distintas

fasesdel ciclo de división celular, quepermitencaracterizarla muertecelularpor

apoptosisy paraobservarel momentode proliferaciónhepatocelularen el proceso

regenerativopost-necrótico.
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2.-MATERIAL Y METODOS

2.1.- Aparatos

- Balanza de precisión y granatario Sartorius, modelos 1203 MP y 1207 MP-2,

respectivamente.

- Baño termostatizadoHeto-Denmark.

- Baño termostatizadocon agitaciónUnitronic 320 OR.

- Baño termostatizadohasta100 oc PrecistermS-140.

- Bombade perfusiónMinipuls-2 de Gilson.

- Cámarade contajede célulasNeubauer.

- CentrífugaHeraeusEppendorfBiofuge 13.

- CentrífugarefrigeradaHeraeus,modeloMinifuge T.

- CentrífugarefrigeradaKontron, modelo Centrikon H-401.

- Citómetrode flujo FACStarplus (Becton-Dickinson,Sunnyvale,Ca), equipadocon un laser

de argónde 3 W (Coherent,Palo Alto Ca) y un ordenadorHewletPackardC-30 (Sunnyvale,

Ca).

- Cromatógrafode líquidos: HP 1090, con detectorHP DAD 1040 A/M

- CronómetrosSmiths.

- EspectrofotómetroUy-y Kontron, modeloUvikon 810

- HomogeneizadorUltraturrax Typ 18-10.

- HomogeneizadorTri-R Instrumentscon motorBraun-Melsungen,provisto depistilo de teflón.

- Jaulasde makrolonmarcaTecniplast,con cubiertay rejilla deaceroinoxidable.

- Material quirúrgico: jeringas,pinzasrectasy curvas, tijeras de diversostamaños,cánulade

plástico (Braunula1-016,Braun MelsungenAG, RFA), hilo desutura.

- MicrocentrífugaEppendorf,modelo5414.

- Microscopio óptico Nikon.

- Microscopio óptico Wild-Herbrugg.

- Microtomo dedeslizamientode la casacomercialReichert.
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- pHmetro Radiometer Copenhagen, modelo 52.

- Pulmón oxigenador de vidrio Afora, modelo U-80622.

- Tubos y placas de incubación estériles de Costar.

- Ultracentrifuga Kontron, modelo Centricon T 2080.

2.2.- Productos

- Clorhidratodecocaína,con unariquezaen cocaínadel 88,5 %, y del 99,5 %, expresadocomo

cocaínabase,proporcionadaporel Serviciode RestrincióndeEstupefacientesdel Ministerio

de Sanidady Consumo.

- Fenobarbitalsódicode la casaFluka, con una purezadel 98 %.

- Los ácidosy las salesmineralesutilizadosfueron de las casascomercialesMerck, Panreac,

BDH y Carlo Erba.

- Los sustratos,coenzimasy enzimasfueron suministradospor las casascomercialesSigmay

Boehringer.

- ColagenasadeBoehringer.

- Heparinasódicade la casaLeo.

- Soluciónfisiológica, Ibys.

- CycletestBectonDickinson.

- Monóxido decarbono,SEO.

- Piensode mantenimientoy cría pararata/ratónde Panlab,en forma depellet, controladopor

el proveedor.

2.3.-Animales

Se utilizaron ratonesSwissalbinos,machos,de cinco semanasde edad,con un pesomedio, en

el momento de la recepción, de 21 7 + 1,1 g>, procedentesde Iterfauna Ibérica, S.A.

(Barcelona).Fueronestabuladosen jaulasTecniplast,en gruposde cinco animalesporjaula,

durante todo el periodo que duró la cuarentena,que fué de cinco días. Las condiciones
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ambientalessemantuvieronconstantes,con unatemperaturade22 + 2 0C humedadrelativa

de 50 ±5 %, ciclos luz/oscuridadde doce horas,con apagadoy encendidoprogresivo,

ventilaciónforzadaa travésde filtros de alta eficaciay 18 renovacionesdeaire/horaen la

sala. Los animalestuvieronlibreaccesoa comiday bebida,durantetodoel tiempoque duró

la cuarentena.Transcurridoesteperíodo,los animalescon un pesomediode 30,1 ±1,9 g,

fuerontrasladadosajaulasindividualespararatón,con el fin depodercontrolar,el consumo

de comiday bebida. Las jaulas,de makrolon,estánprovistasde rejilla deaceroinoxidable

en el suelo, paraevitar queel animal tengacontactodirecto con la viruta.

Se realizóel crucede ratonesSwiss (seissemanasde edad),con el fin de obtenerhígados

fetales. Se hizo un seguimientodel estadode gestación tras el apareamiento,por los

procedimientosconvencionales.A los 19 díasde gestaciónsesacrificaronlos animalespor

dislocacióncervicaly seobtuvoel hígadode los fetos a término.Los fetos, teníanun peso

mediode 1,6 g y cadahígadofetal pesabacomo media0,10 g. Cadamadretuvo una media

dell a 12 fetos.

2.4.- Tratamientocon cocaína

La purezade la cocaínaadministrada(99,5 %), sedeterminóporcromatografíade líquidos,

utilizandoel aparatoindicadoanteriormente.La precolumnaempleadafue: LICHROSPHER

RP 18 (5Mm), la columna: LICHROSPHER 60-SELECT B (5 Mm, 250 x 4 mm) y las

condicionesde flujo de 1 mí/mm, fasemóvil fosfatobuffer (pH 2,8)/acetonitrilo,isocrático

% B-60 y longitud de onda210/230.

Seadministrópor vía intraperitoneala diferentesgruposde ratones,con una dosissubletal

de clorhidratode cocaína(60 mg/kg), preparadaextemporaneamentedisueltaen CiNa 0,15

M. El volumenadministradoseajustósegúnel pesode cadaanimal,utilizando un volumen

de referenciade 0,2 ml. El grupocontrol, recibió porvía intraperitoneal,una dosisde 0,2

ml de CíNa 0,15 M.
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GRUPO DE
ANIMALES

BEBIDA
<5 días)

TRATAMIENTO
(i-p.)

TIEMPO TRANSCURRIDO
AUMINISTRACION

COCAINA/SACRIFICIO

CONTROL AGUA 0,2 ini
CiNa 0,15 Sl

2411

COCA AGUA 0,2 ml clorb.
Cocaína 10 gIL

1211, 2411, 4811,
72H y 96H

FENOBARBITAL
SODICO

Fenobarbital
sádico 1 gIL

0,2 ml
CiNa 0,15 Sl

241-1

FENOBARBITAL
+ COCA

Fenobarbital
sádico 1 gIL

0,2 ml cilorh.
Cocaína 10 gIL

12H, 2411, 48H,
721-1 y 96H

Otrogrupode ratonesfué inducido, utilizando fenobarbitalsódicoal 0,1 % p/v, disuelto en

el aguadebebida,duranteun periododecinco díasconsecutivos,antesde la administración

porvía intraperitonealdel clorhidratodecocaína(60mg/kg). Los ratonesfueronsacrificados

a distintostiempos(0, 12, 24, 48, 72, y 96 horas)despuésde la administración.

El sacrificio se llevó a cabopordislocacióncervical, o medianteanestesia,dependiendodel

parámetroa evaluar. El anestésicoutilizado fuépentobarbitalsódico(Nembutal)(50mg/Kg).

Parael estudioenzimáticoseobtuvola sangrede los animalesy el hígado. Por otro lado,

parael estudiohistológicoseextrajoel hígado,y se fijó en formol, parasu posteriorestudio

por microscopiaóptica. La citometríade flujo se llevó a caboen hepatocitos,obtenidospor

perfusión hepática con colagenasa.Para el estudio de los metabolitos, se procedió al

sacrificio por dislocacióncervical, extrayendorápidamenteel hígado, y procediendoa la

técnicade freeze-clamp,en nitrógenolíquido.
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2.5.- Obtenciónde muestrasséricasy hepáticas

Los suerosfueronobtenidostantode los ratonescontrolcomotratados,a diferentesperiodos

de tiempo, desde la administración de la droga. Los animales estabanpreviamente

anestesiadoscon Nembutal (50 mg/Kg). La sangrese extrajo por punción cardiaca.El

volumen medio de sangre, obtenidode cadaratón, fué de 1,5 ml. Una vez obtenidaslas

muestrasdesangre,semantuvieronen tubos perfectamentelimpios y secos,sin ningún tipo

de anticoagulante,durante30 minutosatemperaturaambiente.Transcurridoestetiempo,se

separóel coáguloformadode lasparedesdel tubo con un palito de madera,y secentrifugó

durante10 minutos a 3.000 rpm. El suerose separócon una pipetapasteur.Las muestras

semantuvieronrefrigeradasa 4 0C hastaladeterminacióndelasactividadesenzimáticas,que

sellevó a cabosiempredentrode las 24 horasdesdela obtenciónde las muestras.

En las muestrasde suerose determinaronlas actividadesenzimáticassiguientes:gamma-

glutamil transferasa(GGT), Aspartatoaminotransfera(ASPT), Alanina aminotransferasa

(ALAT) e Isocitratodeshidrogenasa(ICDH).

Así mismo seprocedióa extraerel hígado,para su posteriorestudiohistológico.

2.6.- Fijación de muestrashepáticasparacortesde tejido

Las muestrasde hígadopara el estudiomorfológico, por microscopiaóptica, seobtuvieron

a partir de animalesde los diferentesgrupos,previamenteanestesiados.Las muestrasde

hígadosefijaron en formol al 10 % y posteriormentesedeshidrataroncon concentraciones

crecientesde alcoholy xilol y seincluyeronen parafina.Serealizaroncortesde 7 micrasque

fueron teñidoscon hematoxilinay eosinasegúnel siguientemétodo:

- Desparafinacióne hidratación.

- Tinción con hematoxilinaal 10 % durante7 minutos.

- Lavadodosvecesen H-,O destilada.
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- Tinción con eosinaa] 4 % durante45 segundos.

- Lavado dos vecesen H,O destilada.

- Deshidratacióny montaje.

Reactivos:

Hematoxilinade Carazzi(H,O destilada800 mí; glicerina200mí; sulfatoalumínicopotásico

50 gramos;yodatopotásico0,20gramosy hematoxilina1 gramo).

Solución madrede eosina(eosina 1 gramoy H20 destilada100 mí).

Eosina4 % (40 ml de la soluciónmadrey 960 ml de 1420 destilada).

2.7.- Aislamientode hepatocitos

El aislamientode los hepatocitosde ratonesadultossellevó a cabo,en animalesprocedentes

de diferentes grupos de tratamiento y a distintos tiempos desde la administración

intraperitonealde unadosisde cocaínade 60 mg/Kg del pesodel animal,por perfusión iii

situdel hígadodel ratóncon medioHepes(Hepes2OmM,KCl 5mM, SO4Mg ImM, P04112K

5mM, CíNa l5OmM y Glucosa10 mM) con colagenasa,de acuerdoconel métodode Krebs

et al (1974) modificado por Hue et al (1975 y 1978). Este método permite obtener

hepatocitoscon un elevadogradode viabilidad. Los hepatocitosfetalesseais]arona partir

de hígadosde fetos a término (19 díasde gestación),segúnel métodode Martín-Sanzet al

(1989).

2.7.1.-Obtencióndehepatocitosadultosde ratonestratadoscon cocaínay fenobarbital

máscocaína

Los ratonesseanestesiaroncon Nembutal,disuelto en solución salina (CíNa 0,15 M), por

vía intraperitoneal,en dosisde 50 mg/Kg. La heparinizaciónse realizópor vía femoral (0,1

ml de heparinaLeo al 1 %). Posteriormentese procedióala aperturade la región abdominal

y se introdujo en la venaporta una cánulade plástico (Abbocath-T,226 x 32 mm), que se
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fijó por medio de dos ligadurascon hilo de sutura.La cánulaseconectóal catéterque hizo

fluir el medioa travésdel hígado.Parafacilitar el drenajeseprodujounaaberturaen la vena

cavainferior e inmediatamenteseabrió la cavidadtorácicay serealizóun orificio en el atrio

derechodel corazónporel cual se introdujootro catéterde plásticoy secerróla aberturade

la venacava inferior. Se desecharonlos primeros 200 ml del medio de perfusión con el

objetode eliminar la sangrey lavar el hígado,y a los 100 ml restantes,sele adicionaron65

mg de colagenasa(0,15 U/mg Boehringer)y Cl2Ca 5 mM, cerrándoseen estemomentoel

circuito para iniciar la recirculación.

Trascurridos5 minutosde perfusióncon el medioconcolagenasa,seprocedióa la disección

y disgregacióndel hígado.La suspensiónasíobtenidase filtró atravésde gasaparaeliminar

los trozosno digeridos,y secentrifugóa bajavelocidad(a 50 xg, 2 minutos). El sedimento

de célulasse resuspendióy centrifugóparaeliminar los restos de membranas.Esta última

operaciónse realizó dosveces.

La viabilidad de los hepatocitossedeterminómediantetinción deexclusióncon una solución

de Azul deTripán (0,2 % en suerosalino).El contajedelascélulasserealizóen unacámara

de Neubauer.La viabilidadde las células seconsideróóptimacuandodió valores superiores

al 90%.

2.7.2.-Obtencióndehepatocitosfetales

Se partióde 1 g dehígados,obtenidosa partir de fetos a término,disgregándolos,con tijeras

hastaconseguirunapapilla homogénea.Se suspendióen Hepes(Hepes20mM, KCl 5mM,

SO4Mg lmM, PO4H,K 5mM, CíNa l5OmM y Glucosa10 mM) y se filtró por unagasa.

Despuésdecentrifara 50 xg durante5 minutos,selavaronlas célulasnuevamentecondicho

tampón.Finalmenteseresuspendióen Hepesy serealizóel contajeen cámarade Neubauer,

utilizando Azul Tripán (0,2 % en suero salino) para ver la viabilidad, como en el caso

anterior.
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2.8.-Preparaciónde extractoshepáticosy fraccionessubcelulares

Parala obtenciónde los diferentesextractoshepáticosy de las fraccionessubcelulares,se

procedió en primer lugar a perfundir,o lavar el hígado,con el fin de obtenerlas muestras

libres de sangre,quepodría interferir en las distintasdeterminaciones.Se abrió la región

abdominal de los animales previamente anestesiadoscon Nembutal (50 mg/Kg) y

postenormente,sedisecóy canulóla venaporta, y tras abrir el esternónse seccionóla vena

cava, lavando con suero fisiológico 0,15 M.

}iomogenedo
g hígado + 4 ini sacarosa 0,25 M

Tampón Tris 0,2 M pH 7.4
orr 5 mM

Centrifugación
BOOxg <10 mm>

Precipitado
FRACCION NUCLEAR

Sobre nada n te

Centrifugación
lOOOOxg (30 miii)

Precipitado
FRACCION MITOCONDRIAL

5ob r en ada nt e

Centrifugación
lOSOOOxg (45 aUn)

Precipitado
MICROSOMAS

ji

Sobrenadante
FRACCION SOLUBLE
<dializar durante

una hora)

Muestrasde 1 g de hígadoperfundido se homogenizaronen frío, en un vaso provisto de

pistflo de teflón, con 4 ml de sacarosa0,25 M (la solución sepreparósobretampónTRIS
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0,2 M a pH 7,4, añadiendoDfl 5 mM. La relaciónde dilución del extractoobtenido,

resultó ser de 1:5. Posteriormenteel homogenadose centrifugó a 800 xg durante 10

minutos.El sobrenadanteseparadosevolvió a centrifugar a 10.000xg durante30 minutos.

De estamaneraseobtuvo un precipitado,quesecorrespondecon la fracciónmitocondrial

y un sobrenadante.Dicho sobrenadantese centrifugó a 105.000 xg durante45 minutos,

obteniendocomo precipitado los microsomasy un sobrenadante,que se dializó a una

temperaturade 4 0C duranteuna hora, con agitación,y queconstituyela fraccióncitosólica

soluble.

Muestrasde 1 g de hígadose homogenizaronen frío, en vasocon pistilo de teflón, con 4 ml

de PO
4KH2 1 M a pH 6,5. Despuésde centrifugara 10.000rpm durante30 minutos, se

obtuvo un sobrenadante,en el que se evaluóla actividadde la glutationS-transferasa.

Paraprepararlos extractosnecesariosparala determinaciónde metabolitos,seprocedióa

sacrificara los animalespor dislocacióncervical, extrayendoel hígado,quefuérapidamente

prensadoy congeladoen nitrógenolíquido. Paraello, seutilizaronunaspinzas,cuyosbrazos

terminanen dosplanchasdeacero,quesemantuvieronpreviamentesumergidasen Nitrógeno

líquido. A partir de esta muestra de hígado, se pesaron2 g, que una vez troceados, se

suspendieronen 18 ml de ácido perclórico 0,5 M, sobre etanol al 20 %, y se

homogeneizaronen ultraturrax durante 2 minutos. El homogenadoácido obtenido, se

centrifugó en frío a 3.000 xg durante10 minutos.Se decantóel sobrenadantey seextrajo

el precipitadocon dos volúmenesdel mismo medio. Los sobrenadantesácidos, mezclados

y tamponados(TRIS 0,1 M pH 7,4), se llevarona PH 6,8 - 7, por adición lenta de KOH,

con agitacióncontinua.El precipitadode KClO4, quese forma al neutralizar,se separópor

centrifugacióny el sobrenadantese liofilizó, conservándoloa -80
0C, hastasu uso.

Muestrasde 1 g de hígadosehomogenizaronen frio en ultraturrax, durante3 minutoscon

5 ml de ácido tricloroacético (TCA) al 5 %. Una vez decantadoel sobrenadantese volvió

a repetir la extracción.Despuésde centrifugar (15 minutosa 3.000 xg) se reunieron los

sobrenadantesy en ellos se determinaronlas concentraciónde glucógeno.
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2.9.-Determinaciónde actividadesenzhnáticas

Las determinacionesenzimáticasse llevaron acaboen las diferentesfraccionessubcelulares

del homogenadohepático, en condicionesóptimas de pH y temperatura,a saturaciónde

sustratoy cofactores.La reacciónfue previamentetermostatizadaa 25 0C, y en todos los

casosse siguióuna cinéticade orden0, al menosdurante4 mm.

Una granpartede las actividadesenzimáticasensayadas,se determinarondirectamentepor

reaccionesacopladasa la oxidación-reduccióndel par NAD~/NADH, siguiendoel cambio

de densidadópticaa 340 nm, y empleandoen los cálculosun coeficientede extinción para

el NADH = 6,2 x 106 M1 cm~ (extinciónde 1 pmol de NADH en 1,00 ml de solución).

2.9.1.-En suero

Se midieron en suero las actividades enzimáticas:Aspartato aminotransferasa(ASPT),

Alanina aminotransferasa(ALAT>, Isocitrato deshidrogenasa(ICDH) y Gamma-glutamil

transferasa(GGT), que son los enzimasque se considerandeterminantesdel grado de

necrosishepática.

2.9.1.1.-Aspartatoaminotransferasa

La actividad de este enzima se determinó espectrofotométricamenteen suero y fracción

soluble,midiendola disminuciónde la densidadópticaa340 nm,producidapor la oxidación

del NADH aNAD+ en la reacciónacopladadereduccióndel oxalacetatoamalato,catalizada

por la malatodeshidrogenasa(Rej y Horder 1984), segúnel siguienteproceso:

ASPT
2-oxoglutarato+ aspartato > glutamato+ oxalacetato

malatodeshidrogenasa
oxalacetato+ NADH > malato + NAD~

-55-



La concentraciónque los diferentesreactivosalcanzaronen la cubetafue la siguiente:

Tampónfosfato0,8 mM apH 7,6; NADH 0,2 mM; 2-oxoglutaratol5mM aPH 7; aspartato

0,8 mM y malatodeshidrogenasa20 Mg.

2.9.1.2.-Alanina aminotransferasa

La actividad de la ALAT sedeterminóespectrofotometricamentemidiendo la disminución

de absorbanciaa 340 nm, producidapor la oxidación del NADH a NAD4 en la reacción

acopladade reduccióndepiruvato a lactatocatalizadapor la lactatodeshidrogenasa(Horder

y Rej 1984) segúnel esquemasiguiente:

ALAT
2-oxoglutarato+ alanina > glutamato+ piruvato

lactatodeshidrogenasa
piruvato + NADH > lactato + NAO4

La concentraciónde los diferentesreactivosen la cubetaes la siguiente:Tampónfosfato 80

mM, a pH 7,4, 2-oxoglutarato 15 mM, alanina 80 mM, NADH 0,2 mM y lactato

deshidrogenasa10 pg.

2.9.1.3.-Isocitrato deshidrogenasaNADP4

La actividaddel ICDH fue evaluadaen sueroy en fracción solublehepática,deacuerdocon

el métodode Goldbergy Ellis (1987),determinandoel incrementode absorbanciaa 340 nm

por reduccióndel NADP4.

La reacciónquecatalizaes:

ICDH
Isocitrato + NADP4 > 2-oxoglutarato+ NADPH + H4 + CO

2
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La concentraciónque los diferentesreactivosalcanzaronen lacubetaresultóser: Isocitrato,

6,7 mM, NADP, 0,42 mM, CIMn, 1,67 mM, TampónTris ClH pH 7,4 65 mM.

2.9.1.4.-Gamma-glutamiltransferasa

En suerosde ratonescontrol y tratadoscon cocaína,inducidosy no inducidos,se midió la

variaciónde absorbanciaa 405 nm utilizando Tris 125 mM pH 8,5, glicilglicina 75 mM y

gamma-glutamil-p-nitroanilida5 mM, segúnel métodode Wahlefeldy Bergmeyer(1987).

La gamma-glutamiltransferasacatalizala transferenciade un grupogamma-glutamilode la

gamma-glutamil-p-nitroanilidaa un dipéptido aceptor, la glicilglicina. La velocidad de

formación de p-nitroanilida determinadaa 405 nm, es proporcional a la concentración

catalíticade gamma-glutamil-transferasaen la muestraensayada.

GGT
gamma-glutamil-p-nitroanilida+ glicilglicina

> p-nitroanilida+ gamma-glutamil-glicilglicina.

2.9.2.-En fraccionessubeelulareshepáticas

En las fraccionessubcelulareshepáticas,tantosolublecomomicrosómica,sehan medidolas

actividadesenzimáticasdeterminantesde lesión hepáticay otros enzimasimplicadosen su

funcionalidad.

2.9.2.1.-Glucoquinasay Hexoquinasas

El perfil de lashexoquinasasfue determinadoen fracción solublede acuerdocon el método

deBergmeyeret al (1984),en el que la formaciónde hexosa-fosfatoseacoplaa la reacción

catalizadorapor la glucosa6-fosfatodeshidrogenasaen presenciade NADP+.
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La reaccióncatalizadaes:

Hexosa+ ATP > Hexosa-6-P + ADP

Fundamento:

Consisteen acoplar la fosforilación de la hexosa(fructosao glucosa) (1 y 2) con dos

deshidrogenasasdependientesdel NADP4, la glucosa6-fosfatodeshidrogenasa(3) y la 6-

fosfogluconatodeshidrogenasa(4).

Hexoquinasa
Fructosa+ ATP > Fructosa-6-fosfato+ ADP (1)

Fosfoglucosaisomerasa

Glucoquinasa
Glucosa + ATP > Glucosa-6-fosfato+ ADP (2)

G6PDH
Glucosa-6-fosfato+ NADP~ > 6-fosfogluconato+ NADPH (3)

6PGDI-I
6-fosfogluconato+ NADP~ > Ribulosa-5-fosfato+ NADPH + CO, (4)

La formación de NADPH se evalúa espectrofotométricamentepor el incrementode la

absorcióna 340 nm. Cadamoléculade hexosa-fosfatosecorrespondecondosequivalentes

deNADPH, por lo cuallas variacionesen densidadópticaobtenidashandedividirse pordos

a la horade realizarlos cálculos.

La concentraciónque los diferentesreactivosalcanzaronen la cubetaresultó ser: Tris-ClH

pH 7,6 40 mM, Cl,Mg 7,4 mM, ATP/Mg 7,4 mM, NADP~ 0,33 mM, G6PDH7,4 pg y

6PGDH 7,4 yg. A concentracionesde glucosa 100 mM se determinó la actividadde la

glucoquinasa. Las otrashexoquinasassedeterminaroncon fructosa33 mM y glucosa0,5

mM.
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Cuandola actividadhexoquinasasedeterminócon fructosa33 mM comosustrato,la fructosa

6-fosfatoque seforma en la reacción(1) seconvierterapidamenteen glucosa6-fosfatopor

efecto de la actividad fosfoglucosa isomerasapresenteen grandesconcentracionesen

homogenadoshepáticos.

2.9.2.2.-Glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa

La actividadde la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa(G6PDH), se determinó en fracción

soluble hepática, de acuerdo con el método de Deutsch (1987), por el aumento de

absorbanciaa 340 nm, debidoa la reduccióndel NADP+, en presenciadeglucosa6-fosfato.

La reaccióncatalizadaes:

G6PDH
Glucosa-6-P+ NADP~ > 6-fosfogluconolactona+ NADPH + H~

Fundamento:

G6PDH
Glucosa-6-P+ NADP~ > 6-fosfogluconolactona + NADPH+ H~ (1)

Lactonasa
6-Fosfogluconolactona+ H,O > 6-Fosfogluconato(2)

6-PGDH
6-Fosfogluconato+ NADP~ > Ribulosa-5-P+ NADPH + 14~ (3)

La reacciónproblema(1), seacoplasucesivamentecon la (2) paraproporcionarel sustrato

de la reacciónindicadora(3). La reducciónde NADP~ en la reacción(3) sepuedemedir

espeetrofotometricamenteporel aumentode densidadóptica a 340 nm. La reacción(1) es

prácticamenteirreversible,por lo quela reaccióntotal estáampliamentedesplazadahaciala

derecha,de maneraque la reduccióndel NADP+ es reflejo cuantitativode la actividadde

la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa.
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La concentraciónquelos diferentesreactivosalcanzaronen la cubeta resultó ser: NADP+

0,38 mM, Glucosa-6-fosfato3,3 mM, MgCI, 6,3 mM.

2.9.2.3.-6-Fosfogluconatodeshidrogenasa

Como hemos visto en el apartadoanterior la 6-fosfogluconatodeshidrogenasa(6PGDH)

interviene,dentrode la rutade lasPentosasFosfatoen unareacciónacopladaa la catalizada

por la Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa,con el fin deobtenerNADPH comopoderreductor

(Deutsch, 1987).

La reaccióncatalizadaes:

6PGDH
6-Fosfogluconato+ NADP~ > Ribulosa-5-P+ NADPH + 14~

La reducciónde NADP+ en la reacciónse puedemedir espectrofotometricamentepor el

aumentode densidadópticaa 340 nm.

2.9.2.4.-EnzimaMálico

La actividaddel enzimamálico (EM) fue evaluadaen la fracción solublehepáticasiguiendo

el método de Out]aw y Springer(1987), midiendoel incremento de la absorbanciaa 340

nm, debidoa la reducción del NADP~.

La reacciónque catalizaes:

Mn=#
Malato + NADP~ > piruvato + NADPH + H~ + CO2

La concentraciónque los diferentesreactivosalcanzaronen la cubetaresultó ser: Malato 5

mM, NADP 2 mM, CIMn
24 4 mM.
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2.9.2.5.-GlutationReductasa

La actividadde esteenzima,GSSGoxidoreductasa,se determinóespectrofotométricamente

en fracción solubledehígadode ratón,obtenidocomo sobrenadante,despuésde centrifugar

el homogenadohepáticoa 40.000xg durante45 minutos,segúnel métodode Goldberg y

Spooner(1987), midiendo la variación de la densidadóptica a 340 nm, producidapor la

oxidacióndel NADPH, segúnla reacciónsiguiente:

GR
0550 + NADPH + H~ > 2 051-1 + NADP~

Esta reacción, si bien es reversible, se encuentramuy favorecida en el sentido de la

formación de glutationreducido. Los reactivosutilizados, fueron:

Tampónfosfatopotásico0,12 M, pH 7,5; EDTA l5mM; GSSG65,3 mM y NADPH 9,6

mM. La concentraciónque los diferentesreactivosalcanzaronen la cubetafue la siguiente:

Tampónfosfato pH 7,2, 100 mM; EDTA 0,5 mM; 0550 2,20 mM y NADPH 0,17 mM.

Fracciónsoluble(1:10) 10 M1•

2.9.2.6.-Glutation peroxidasa

La actividad del enzima GSH: peróxido de hidrógeno oxidoreductasa,se determinó

espectrofotométricamenteen fracciónsolublede hígadode ratón,segúnel métododeGOnzíer

et al (1974) modificadopornosotros,midiendola disminuciónde la densidadóptica a 340

nm, producidapor la oxidacióndel NADPH, segúnlas siguientesreacciones:

GPx
(1) 2OSH + ROOH > 0550 + ROH + H

20

GR
(II) OSSG+ NADPH + H~ > 2 OSH + NADP~
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Los reactivosutilizadosfueron:

Tampónfosfato50 mM pH 7,4; dietilentriaminopentacético(DTPA) 0,5 mM; NADPH 9,6

mM; 0514 100 mM, glutation reductasaSigma50 Us/mí y t-butil hidroperóxido30 mM.

La concentraciónquedichosreactivosalcanzaronen la cubetafue la siguiente:

Fosfato potásico45 mM; Dietilenetriaminapentacetico(DTPA) 0,45 mM; GSH 2 mM,

glutation reductasa(OR) 1 U/mí, NADPI-I 0,2 mM y terbutil hidroperóxido(t-BOOH) 0,6

mM.

2.9.2.7.-GlutationS-transferasa

La actividadde la glutationS-transferasa(GST) sedeterminósegúnel método de Habig et

al (1974),midiendo la variaciónde absorbanciaa 340 nm con glutation reducido0,1 mM y

1-cloro 2,4-dinitrobenceno0,1 mM, segúnla reacción:

-Cl + GSH > -SG + HCl

La concentraciónque los diferentesreactivos alcanzaronen Ja cubetafue la siguiente: 1-

Cloro 2,4-dinitrobenceno0,5 mM; Glutation 0,5 mM; fosfatopotásico0,5 M a pH 6,5.

2.9.2.8.-Superóxidodisinutasa

La actividadenzimáticade la superóxidodismutasa(SOD), sedeterminósegúnel método

deDel Maestroet al (1983).Estemétodosebasaen la autooxidacióndel pirogalol. La SOD,

produceun radical superóxido0-0, quehacedecrecerla autooxidacióndel pirogalol poruna

reacciónen cadena.
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Los reactivosutilizadosfueron:

1) TampónTris-HCI 50 mM, pH 8,2 + Dietilentriaminapentacético(DTPA) 1 mM. Esta

soluciónsepreparaen el díaa partir de una solución stock de Tris 0,1 M.

2) Solución de pirogalol 24 mM en CIH 10 mM (sepreparaen el momento).

3) Cianurosódico0,33 M, disuelto en 2 volúmenesdeaguadestilada.

Se determinaronla SOD total, SOD no enzimáticay SOD verdadera,utilizando diferentes

extractos.Parala determinaciónde SOD total, seutilizó el extractosin dializar,parala SOD

no enzimáticasecalentóel extractoa 100 0C durante2 minutos y paradeterminarla SOD

verdadera,se utilizó un extractodializado,que contieneSOD sensiblee insensibleal CNK.

Como blancoseempleóun extractodializadoy calentado.

SOD total: La reacciónse inicia por adición de una soluciónde pirogalol sobrela muestra

y se registra el cambio de densidadóptica a 420 nm, frente al blanco (TampónTris +

Pirogalol), durante2 a 3 minutos. La unidad de actividad enzimáticade la superóxido

dismutasa,se define porsu capacidadparainhibir la autooxidacióndel pirogalol.

2.9.2.9.-Catalasa

La medidade la actividadde la Catalasa(CAT): peróxidode hidrógenooxidoreductasa,se

llevó a caboen fracción microsomalde hígadode ratón, siguiendoel métododescritopor

Aebi (1987), que mide la actividadenzimáticaa partir de la descomposicióndel H
202 con

liberaciónde 02. El 11,0, muestraun incrementocontinuoen la absorciónconformedecrece

la longitud de onda. La descomposicióndel 14,0,, sepuededeterminardirectamentepor la

disminuciónde la absorbanciaa 240 nm.

catalasa
2 H-,O-, > 2 H20 + 02

catalasa
ROOH + AH > H20 + ROH +
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La concentraciónde los reactivosen la cubetafué la siguiente:TampónFosfatoPH 7,0 50

mM, peroxidode hidrógeno10 mM.

2.9.2.10.-CitocromoP-450

El CitocromoP-450sedeterminóespectrofotométricamente,porel métodode Omuray Sato

(1964), midiendoel espectrode absorcióncaracterístico,con un máximoa 450 nm, que se

produceal reducirseel Fe3+del grupohemo,por unión de la hemoproteinacon monóxido

de carbono.La determinaciónse llevó a caboen la fracción microsomal,en muestrascon

unaconcentracióndeproteínasde 2 mg/mí, y en presenciadeDitionito sódico. Se registró

la linea base entre400 y 500 nm observandola diferenteabsorcióna 450 nm, tras ser

burbujeadala muestraproblemacon monóxidode carbono.La concentracióndecitocromo

P-450, secalculautilizando el coeficientede extinciónde 91 cm1/mmoly los resultadosse

expresancomonmolesde citocromoP-450 pormg deproteínade la fracción microsomal.

2.9.2.11.-Citocromob
5

El citocromo b5 esotra hemoproteina,presenteen la fracción microsomal.El fundamento

del método(Bagglioni etal 1970)esla determinacióndel espectroredoxdel NADH reducido

versuscitocromo oxidado. La reducción del citocromo b5 es catalizadaen presenciadel

enzimamicrosomalNADH-citocromo 135 reductasa.Parasu determinaciónselleva acaboel

registrode la absorbanciaentre400 y 500 nm y tras adicionaruna pequeñacantidadde

NADH en una de las dos cubetas,quecontienenla solución de la fracción microsomal,se

vuelvea realizarel espectrode absorción.La actividadenzimáticasecalculautilizando el

coeficientedeextinción de 185 cm
2/mmol

2.9.2.12.-Citocromo<P-450)ReductasaNADPH

Estareductasaesunaflavoproteinamicrosómica,quetransfiereequivalentesreductoresdesde

el NADPH alcitocromoP-450,durantela oxidaciónde xenobióticos(Holtzman1979).Como
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la reduccióndel citocromoP-450esdifícil de medirdirectamente,seutiliza normalmenteun

métodoqueempleacitocromoc exogenocomo aceptordeelectrones(Schenkman1972).El

principio del ensayoes,que el citocromoc oxidado(F¿±)seconvierteen reducido(Fe2+),

el cual alcanzasu absorciónmáximaa 550 nm. Portanto, la actividadenzimáticapuedeser

evaluadapormedidadirectadel incrementoen absorbanciaa550 nm, en funcióndel tiempo.

La actividad se mide en un espectrofotómetrotermostatizadoa 25 0C. Una alíquotade la

fracción microsómica,o de la soluble, (25-50~g deproteína)se incubaen Imí de tampón

Fosfato0,1 M a pH 7,2, en presencia de 0,1 pmol de EDTA, 50 ¡¿molesde CNK, 0,05

pmol de citocromoc y 0,1 ~mol de NADPH. La actividadenzimáticasecalculautilizando

el coeficientedeextinción de 20 x lo-3 M x cm’ y los resultadosseexpresancomonmoles

de citocromoC reducidopor minuto y pormg deproteína.

2.10.-Determinaciónde la concentraciónde metabolitos

La determinaciónde la concentraciónde metabolitosse llevó a caboen extractoshepáticos,

obtenidosde hígadode ratón que fueron rápidamenteprensadosy congeladosen nitrógeno

líquido y posteriormentetratadoscon perclórico/etanol,segúnlas técnicasqueacontinuación

sedescribenpara cadauno de ellos.

2.10.1.-ATP

La determinaciónde ATP, por el método de Trantschold et al (1985), se basa en las

reaccionessiguientes:

HK
(1) ATP + glucosa > glucosa-6-fosfato+ ADP

(11) glucosa-6-fosfato+ NADP > 6-fosfogluconato+ NADPH + H~

Porcadamol de ATP en la reacción(1), seforma un mol deNADPH, y la concentración

deATP secalculaespectrofotométricamente,deacuerdocon las variacionesen la densidad

óptica a 340 nm.
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Los reactivosutilizadosson:

TampónTrietanolamina(50 mmol/l, pH 7,5-7,6);NADP 10 mmol/l; Cloruro magnésico(0,1

moVí); Glucosa (0,5 mol/l>; Glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa(G6P-DH, 140 kU/l);

Hexokinasa(11K. 280 klJ/I); Acido perclórico (6% p/v); Carbonatopotásico(5 molIl) e

Indicador:naranjade metilo.

2.10.2.-Glutationreducido,glutationoxidadoy GSH/GSSG

El alutation total (0511y 0550)sedeterminósiauiendoel métodode Hissin y Hilf (1976),

evaluando la fluorescenciaa 420 nm, producidapor el o-ftalaldehfdo. La reacción se

desarrollóde acuerdocon el siguienteesquema:

Tejido hepático (250 mg>

Homogenizar

Centrifugar

1 mi PO
1R) al 25%

3,75 mi tampón fosfato 0,211/
ESTA 0,00511 pH 8.0

en Ultraturrax

lOOOOOxg 30 aún

ji
Sobrenadante

EH
sobrenadante
tampón fosfato pH 8,0

mezclar

mezcla anterior
tampon fosfato pH 8,0
o-ttaialdehido (1 mg/mI netanol)

incubar a temperatura
ambiente 15 ruin exactos

Determinar la fluorescencia
a 420 nm <exita*ióin a 350 ni,)

Ensayo CESO
0.5 ml sobrenadante
200 ~,l N-etílmaleimida

0.0411

incubar a
temperatura
ambiente

Añadir’ ml20 Man4,3

I mezclar

100 iii mezcla anterior
1.8 ~l NaOH DIN
100 u]. o-ftalaldehido
(1 mg/ml metaflol)

incubar a
temperatura
ambiente

15 ruin
exactos

Determinar la fluorescencia
a 420 mm <excitación a 350 mm>

Ensayo
0,5 mi
4,5 ml

100 uI
1.8 mi
100 ul
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2.10.3.-Piruvato

La concentraciónde piruvato se determinó (Lamprechty Heins 1985), de acuerdocon la

siguiente reacción, en la que la cantidad de NAD+ formada se corresponde

proporcionalmentecon el piruvatoproblema:

LDH
piruvato + NADH + H~ > L-lactato + NAD~

En solucióncercanaa la neutralidad,el equilibrio de estareacciónseencuentradesplazado

hacia la formación de lactato.

La concentraciónde piruvato se calcula espectrofotométricamentede acuerdo con la

disminuciónde la densidadóptica a 340 nm.

Los reactivosempleadosfueron:

Tampóntrietanolamina0,5 M /EDTA 5 mM a pH 7,6; NADH 7 mM (10 mg/2m1) y LDH

2.10.4.-Malato

Se determinócon malato deshidrogenasay aspartatoaminotransferasa,segúnel métodode

Móllering (1985), en presenciade NAD+ y glutamato de acuerdocon las reacciones

siguientes:

MDH
(1) L-malato + NAD~ > oxalacetato+ NADH + H~

AST
(II) oxalacetato+ glutamato > L-aspartato+ 2-oxoglutarato
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La formación de NADH en la reacción(1) es proporcionala la cantidadda L-malato.

Considerandola posicióndesfavorabledel equilibrio de la reacción(1), las determinaciones

deben hacersea pH superior a 9,0 y en presenciade elevadascantidadesde NAD y

glutamato.Se aconsejainiciar la reaccióncon MDII despuésde la adición de AST, ya que

la AST tiene unaabsorciónintrínsecamáselevada.

Los reactivosusadosfueron:

Tampónglicilglicinalglutamato;NAD~ 27 mM (200mg NAD~ en 10 ml de agua);Aspartato

amínotransferasa(AST, 2000 U/mí) y Malato deshidrogenasaL-MDH (6000U/mí).

2.10.5.- Lactato

La concentraciónde Lactato, se evaluó en extractosde hígadode ratón en las diferentes

condiciones, en presencia de lactato deshidrogenasa,NAD±, glutamato y alanina

aminotransferasa(Gawehn1985), de acuerdocon las reaccionessiguientes:

LDH
(1) D-(-)-Lactato+ NAD~ < > piruvato + NADH + H~

ALT
(U) piruvato + L-glutamato > L-alanina+ 2-oxoglutarato

La cantidaddeNADH formadoesproporcionala la cantidadde lactatopresenteen el medio

a analizar.

Paraconseguirlas condicionesóptimasa pesardel equilibrio desfavorablede la reacción(1)

hacia la formaciónde NADH la reacción(II) acopladaa la (1) irá atrapandolos productos

de la reacción(1) favoreciendoqueJareacciónseverifique en estadirección mientrasexista

lactato. La rapidez de la reacción (1) se verá favorecida tambien incrementandolas

concentracionesde glutamatoy LDH.
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Los reactivosfueron:

Glicilglicina 0,6 M/glutamato0,1 Ma pH 10; NAD~ 47 mmol/ml; Alaninaaminotransferasa

y L-Lactato deshidrogenasa.

2.10.6.-Malondialdehido

El malondialdehidosedeterminópor el métodode Niehauset al (1969).Muestrasde 1 g de

hígadosehomogenizaroncon 3 ml de ácido tricloracéticoal 0,1 %. Despuésde centrifugar

a 15.000xg durante10 minutos,0,5 ml del sobrenadantese incubaroncon 1,5 ml deácido

tiobarbitúrico(TBA) al 0,5 % en ácidotricloracéticoal 20 %, a90 0C en bañode agitación,

durante20 minutos.Pasadoestetiempo, separó la reacciónponiendolos tubos en bañode

hielo. Tras centrifugara 10.000 xg durante5 minutos, se midió en el sobrenadantela

densidadópticaa 532 nm.

2.10.7.-Glucógeno

La concentraciónde glucógenoen extractoshepáticossedeterminópor el métodode Carrol

et al (1956), de acuerdocon el siguienteprotocolo:

Muestrasde 1 g de hígado se homogenizaroncon 5 ml de ácido tricloracético al 5 %,

durante3 minutos.Secentrifugóa4.000rpm durante15 minutos,seextrajoel sobrenadante

decantando,y el resto se volvió a homogenizarcon 5 ml de ácido tricloracético al 5 %

duranteotros 3 minutos y se centrifugó, otra vez, a 4.000 rpm durante 15 minutos,

extrayendode nuevoel sobrenadante.A 1 ml de esteextractohepáticose le adicionaron5

ml de etanolal 95 % y la mezclaseincubóa 37 0C durante3 horas.Despuésde centrifugar

(15 minutosa 2000 xg), de eliminar el sobrenadantey de lavar conaguael precipitado,se

añadióa éste 2 ml de reactivode antrona.La muestra secalentódurante15 minutos en

baño hirviendo y se midieron las absorbanciasa 620 nm frentea un patrónde glucosa.
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2.11.- Determinaciónde proteínas

Las proteínassolubles, microsómicasy mitocondriales,se evaluaronpor el método de

Bradford (1976), en las diferentes fraccionessubcelulares,utilizando albúmina de suero

bovino como patrón y reactivo de Coomasie.Los cambiosde absorcióna 595 nm son

directamenteproporcionalesa la concentraciónde proteínapresente.

2.12.- Análisis de poblacionesde hepatocitospor citometríade flujo

Unavez aisladoslos hepatocitos,tantoadultoscomofetales, seprocedióasu tratamientocon

yoduro de propídio para estudiar las variacionesen el DNA celular en poblaciones

hepatocelulares.Estasvariacionesse considerande gran precisiónpara determinarla cito y

la genotoxicidadde xenobióticos.

2.12.1.- Determinacióndel contenidoy distribucióndel DNA genómico.

Las célulasse analizaronutilizando un testsuministradopor BectonDickinson basadoen el

método de Vindelov et al (1983). Con los hepatocitos,una vez aisladosy lavados, se

procedióde la forma siguiente:

A 100 ¡¡1 de cada una de las muestrasde los hepatocitos,se les añadió 0,9 ml de una

soluciónA: (15 mg de tripsinasedisolvieronen 500 ml de unasoluciónstock, preparadade

la siguientemanera:2 g de citrato trisódico (3,4 mM), 2 ml de Nonidet P40 (0,1 %, y/y),

tetrahidroclorurode espermina(1,5 mM) y 121 mg deTris (hidroximetil)aminometano(0,5

mM), sedisolvieronen 2000 ml de aguadestiladay se ajustó el PH a 7,6).

Los tubos se agitaron por inversión durante 10 minutos a temperaturaambiente. A

continuaciónseañadieron0,75 ml de una soluciónB: (250mg de inhibidor de tripsinay 50

mg de RibonucleasaA, se disolvieronen 500 ml de la solución stockA y seajustó el PH a

7,6). Los tubos se agitaron por inversión durante 10 minutos a temperaturaambiente.

Posteriormente,se añadieron0,75 ml de una soluciónC: (208 mg de yoduro de propidio y
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580 mg de tetrahidroclorurode espermina,se disolvieronen 500 ml de la solución stockA

y se ajustóel pH a 7,6). La soluciónse protegióde la luz durantetoda la determinación.

Los tubos protegidosde la luz con papel de aluminio se agitaronpor inversión durante10

minutos a temperaturaambiente.Finalmente,se mantuvieronen baño de hielo hasta el

análisispor citometríade flujo.
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3.- RESULTADOS

3.1.- Seguimientode los pesos corporal y hepático de los ratonesdespuésde la

administraciónde la cocaína

Los ratones,procedentesde InterfaunaIbérica, S.A. (Barcelona),pesabanen el momentode

la recepción21 7 + 1 1 g y se mantuvierondurantetodo el período de cuarentenaen

condicionesambientalesconstantes:temperatura22 + 2 0C, humedadrelativade 50 ±5 %

y ciclosluz/oscuridadde 12 horas.Todos los lotes de ratonesfueron sometidosdiariamente

a un control de pesocorporal. Los animalescontrol y los tratadostanto con fenobarbiwl

como con cocainay cocaína + jénobarbital, se mantuvieronen jaulasseparadas.Una vez

sacrificadoslos ratonesy separadoel hígado,se pesóesteórganopara obtenerel cociente

pesohígado/pesocuerpo.valor indicativo de hipertrofia hepática.

En la Tabla 1, sepuedeobservarla variacióndel pesocorporalen ratonescontrol, tratados

con fenobarbitaly/o una dosis subletal de cocaína(60 mg/Kg), en el peñadocomprendido

entreO y 96 horas. En la Figura 1, se muestranlos resultadosdel pesocorporalduranteel

tratamiento. Las diferenciasentre los lotes control, cocaína y fenobarbital + cocaína no

fueron significativas.

En la Tabla 2, se representanlos valoresde la evolución del cocientepesohígado/peso

cuerpo, en ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbital,desdela administraciónde una

dosissubletal de Cocaína(60 mg/Kg) en el períodocomprendidoentreO y 96 horas.En la

Figura2, sepresentanlos resultadosobtenidosparael cocientepesohígado/pesocuerpo.Los

valores muestranun incrementosignificativo de estecocienteque se debea una hipertrofia

marcadaa las 48 horasde la inyección de cocaína,en el lote de ratonespretratadoscon

fenobarbital,llegandoa recuperarsea las 96 horasdel tratamiento.Los resultadosson en

todos los casosmedia de cuatroanimales.
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TIEMPO

<horas>

CONTROL COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 35,63 ± 0,87
(100)

35,55 ± 2,46
(100)

34,36 ± 1,25
(96)

24 35,46 + 1 34
(99)

33,48 ±2,66
(94)

33,15 + 2 06
(93>

48 35,90 ±1,58
(101)

34,93 ±2,24
(98)

33,78 ±2,26
(95)

72 35,48 + 1 91
(99)

34,96 ±3,16
(98)

34,00 + 2 49
(95)

96 36,13 ±2,04
(101)

35,62 ±3,80
(100)

34,41 ±2,64
(97)

Tabla 1.- Relación de la variación de pesocorporala ratonescontrol, tratadosy no

tratadoscan fenobarbitalcon el tiempo transcurridodesdela administraciónde una

dosissubletalde cocaína(60 mg/Kg).
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Figura 1.- Relaciónde la variaciónde pesocorporalen ratonescontrol, tratadosy no

tratadoscon fenobarbital.con el tiempo transcurridodesdela administraciónde una

dosissubletalde cocaína(60 mg¡Kg).

e—.--——S Control, U •Cocaina.A A Fenobarbital+ Cocaína.
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TIEMPO TRAJ4SCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 67,58 ± 4,5
(100)

77,60 + 13 2
(115)

12 59 32 + 10,6
(88)

86,80 ±4,2
(128)

24 67,34 ±9,7
(100)

90,00 ±8,7
(133)

48 64,32 ±6,2
(95)

98,40 + 9 2
(146)*

72 59,78 ±2,8
(88)

70,00 ±7,0
(104)

96 60,76 ±3,9
(90)

64,80 ±1,8
(96)

Tabla 2.- Evolución del cociente peso hígado/pesocuerpo en ratones desde la

administraciónde una dosis subletalde cocaína(60 mg/Kg) a ratonestratadosy no

tratadoscon fenobarbital.Los valoressecalcularoncomopesohígado(g)/pesocorporal

(g) x í0~. *p<O,OOl.
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Figura 2.- Evolución del cociente peso hígado/pesocuerpo en ratones desde la

administraciónde una dosissubletalde cocaína(60 mg/Kg) a ratonestratadosy no

tratadoscon fenobarbital.
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-76-



3.2.- Parámetrosséricosdeterminantesde necrosishepática

Uno de los síntomasclínicos de la patologíahepáticaes la apariciónen suerosanguíneode

enzimas procedentesde la rotura de los hepatocitosen el proceso de necrosis. Los

hepatocitosnecrosadosvienensu contenidocelularal torrentecirculatorioy éstaesla causa

de que aquellosenzimasmás abundantesen la célula funcional hepáticaaparezcanmuy

elevadosen el suero. Entre estos enzimas hay que destacarlas aspartato y alanina

aminotransferasas y la isocitrato deshidrogenasa, cuyas actividades séricas se utilizan como

determinantesdel gradode necrosishepáticaen casosde intoxicación o infección.

3.2.1.-Nivelesen las aspartatoy alaninaaminotransferasas

La actividad de la aspartatoaminotransferasa(ASPT) se determinóen suerode ratones

obtenidosadistintostiemposdespuésdeltratatamientocon fenobarbitaly/o una dosissubletal

de cocaína (60 mg/Kg peso corporal). Los diferentes tiempos fueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96

horas. Las muestras de sangre se obtuvieron por punción cardíaca en ratones anestesiados

con Nembutal (50 mg/Kg peso corporal). Los resultados se expresan en nmoles de sustrato

transformados por minuto y por ml de suero a 25 0C y son media de 4 determinaciones

experimentales diferentes. En la Figura 3, se muestra la representación gráfica de esta

actividad. El máximo de actividad se registró en la muestra de suero obtenida a las 12 horas

de la administración de cocaína en el lote de ratones tratados con fenobarbital y a las 24

horas en los animales que recibieron sólo cocaína. Ambos momentos coinciden con el punto

máximo de necrosis. En el grupo pretratado con fenobarbital se registra una segunda subida

de estaactividad enzimática,que presentasu máximo a las 72 horas del tratamientocon

cocaína.Estasegundasubidano apareceen suerodeanimalestratadossólo con cocaína.

En la Tabla 3 se muestran los valoresen tanto por ciento que se correspondencon la

Figura 3.
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TIEMPO TRARSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION
DE COCAINA

COCAINA FENOBARBITAL
+ COCAíNA

0 52 ± 6
(100)

69 ± 3
(133)

12 101 ±11
(194)*

223 ± 3
(429)*

24 159 ± 18
(306)*

104 ± 2
(200)*

48 70 ± 1
(134)

109 ± 2
(210)*

72 43 ± 5
(83)

156 ± 2
(300) *

96 39 ±4
(75)

104 ±2
(200) *

Tabla 3.- Efecto de la administraciónde una dosissubletalde cocaína<60 mg/Kg) a

ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbitalsobre la actividad de la aspartato

aminotransferasasérica.Las muestrasde suero se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96

horasdespuésde la inyección de cocaína.Los resultados, expresadoscomo nmoles de

sustratotransformadoa 25 0C por minuto y por ml de suero, son media + S.D. de cuatro

determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparación

de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró

no significativa (*p<O,OOl).
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Figura3.- Actividad de la aspartatoaminotransferasaensuerode ratonestratadoscon

una dosis subletal de cocaína(60 mg/Kg). Los resultadosse expresanen % del valor

control y son media de cuatro determinaciones experimentales. La t de Student fue calculada

por comparación de los resultados frente al control; cuando esta diferencia fue superior a

0,001 se consideró no significativa (*pcEO,OOl). Los valores absolutos expresados en

nmoles/min/ml se muestran en la Tabla 3.

—@ Cocaína.A - - - A Fenobarbital + Cocaína.
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Al igual que la aspartato aminotransferasa, la actividad de la alanina aminotransferasa

(ALAT) se determinó en suero de ratones obtenido a distintos tiempos después de un

tratamiento con fenobarbital y/o una inyección subletal de cocaína (60 mg/Kg de peso

corporal). Las muestras de sangre obtenidas por punción cardíaca de ratones anestesiados con

Nembutal (50 mg/Kg de peso corporal) se tomaron a las 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas

despuésde la administraciónde la cocaína.

Los resultados se expresan en nmoles/min/ml de sustrato transformado a 25 0C y son media

de cuatro determinaciones experimentales diferentes. Su representación gráfica se muestran

en la Figura4.

El punto máximo de actividad se registró a las 12 horas de la adminitración de cocaína a los

ratones pretratados con fenobarbital y a las 24 horas en los animales que recibieron sólo

cocaína, este momento coincide con el máximo de necrosis.

En el grupo pretratado con fenobarbital, se registra una segunda subida de esta actividad

enzimática, que presenta su máximo a las 72 horas del tratamiento con cocaína. Esta segunda

subida no aparece en suero de animales tratados sólo con cocaína.

En la Tabla 4 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientes a la Figura 4.
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flEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 23 ± 4
(100)

18 ± 2
(78)

12 71 ± 1
(308) *

215 ± 3
(935) *

24 141 ± 2
(613)*

60 ± 7
(260)*

48 35 ± 4
(152)*

80 ± 7
(348)*

72 21 ± 3
(91)

115 ± 10
(500) *

96 20 ±3
(87)

90 ±10
(391) *

Tabla 4.- Efecto de la administraciónde una dosissubletal de cocaína(60 mg/Kg) a

ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbitalsobre la actividad de la alanina

aminotransferasasérica.Las muestrasde suerose obtuvierona 0, 12, 24, 48, 72 y 96

horasdespuésde la inyección de cocaína. Los resultados, expresados comonmolesde

sustrato transformadoa 25 0C por minuto y porml de suero,son media + S.D. de cuatro

determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparación

de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró

no significativa (*p<O,OOl).
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Figura 4.- Actividad de la alaninaaminotransferasaen suerode ratonestratadoscon

una dosis subletal de cocaína(60 mg/Kg>. Los resultadosse expresanen % del valor

control y son mediade cuatro determinaciones experimentales. La t de Student fue calculada

por comparaciónde los resultadosfrente al control; cuandoestadiferenciafue superiora

0.001 se consideró no significativa (*p<C0,00l). Los valores absolutosexpresadosen

nmoles/min/ml de suero se muestran en la Tabla 4.

—.4 Cocaína.A - - - A Fenobarbital+ Cocaína.
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Tiempo (horas)
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3.2.2.- Nivelesde la isocitratodeshidrogenasa

La actividad isocitratodeshidrogenasadependientedel NADP+ es otro de los parámetros

consideradocomo marcadorde necrosishepática.Esta actividadse determinóen muestras

desuerosanguíneoobtenidoporpuncióncardíacaderatonesanestesiadoscon Nembutal (50

mg/Kg de pesocorporal) se tomarona las 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas despuésde la

administraciónde la cocaína.

Los resultadosseexpresanen nmolesde sustratotransformadopor minuto a 25 0C y son

media de cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.Su representacióngráfica se

muestraen la Figura 5.

El puntomáximode actividadseregistróa las 12 horasde la adminitraciónde cocaínaa los

ratonespretratadoscon fenobarbitaly a las 24 horasen los animalesque recibieronsólo

cocaína,que coincide con el momento de máximanecrosis. En el grupo pretratadocon

fenobarbital,se registrauna segundasubidade estaactividadenzimática,que presentasu

máximoalas 72 horasdel tratamientocon cocaína.Estasegundasubidano apareceen suero

de animalestratadossólo con cocaina.

En la Tabla5 semuestranlos resultadosen tanto porcientocorrespondientesa la Figura 5.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 12 ± 1
(100)

9 ± 1
(75)

12 79 ± 8
(658)*

421 ± 45
(3433)*

24 114±12
(1343)*

66±6
(546)*

48 24 ± 3
(198)*

103 ± 10
(860)*

72 9 ± 1
(75)

117 ±13
(980) *

96 7 ± 1
(58)

105 ± 12
(875) *

Tabla 5.- Efecto de la administraciónde una dosis subletalde cocaína(60 mg/Kg) a

ratones tratadosy no tratadoscon fenobarbitalsobre la actividad de la isocitrato

deshidrogenasasérica.Las muestrasde sueroseobtuvierona 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas

despuésde la inyección de la cocaína. Los resultados,expresadoscomo nmolesde sustrato

transformado a 25 0C por minuto y por ml de suero, son media + S.D. de cuatro

determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparación

de los resultadosfrente al control,cuandoestadiferenciafue superiora 0,001 seconsideró

no significativa (*p<O,OOl).
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Figura 5.- Actividad de la isocitrato deshidrogenasaen suerode ratonestratadoscon

una dosis subletal de cocaína(60 mg/Kg). Los resultadosse expresanen % del valor

control y son mediadecuatrodeterminacionesexperimentales.La t de Studentfue calculada

por comparaciónde los resultadosfrenteal control; cuandoestadiferenciafue superiora

0,001 se consideró no significativa (‘4’p<O,OOI). Los valores absolutosexpresadosen

nmoles/min/mlde suerose muestranen la Tabla 3.

—@ Cocaína. A - - - A Fenobarbital+ Cocaína.
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3.3.- Parámetrosdeterminantesde lesiónhepática

Existen una serie de parámetroshepáticoscuya determinaciónes muy útil a la hora de

diagnosticar las lesiones a este nivel. La lesión hepática inducida por cocaína y fenobarbital

+ cocaína se origina por la rápida biotransformación de esta droga, la cual a través de las

monooxigenasas dependientes del citocromo P-450 origina metabolitos electrofílicos que

reaccionan por unión covalente con macromoléculas, principalmente aquellas que

corresponden a la fracción protéica nuclear (Benuck et al 1989, Rauckman et al 1981).

Entre los parámetros determinantes de lesión hepática, se han evaluado en el presente trabajo

la actividad enzimática de la gamma-glutamil transferasa en suero y la actividad de la

glutation S-transferasa en la fracción soluble de homogenados hepáticos, junto con las

concentraciones de ATP en homogenados hepáticos y las concentraciones de glutation

reducido,oxidadoy el cocienteGSH/GSSG.Se ha evaluadotambiénla concentraciónde

malondialdehido, como indicativa del grado de peroxidación lipidica, originado en el proceso

hepatotóxicoy cuyaelevacióndemuestrala alteraciónpor peroxidaciónde los lípidos de las

membranascelularesque, puedellegar a conducir a la desintegracióny rotura de dichas

membranasy a la muertecelular (Chien et al 1977).
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3.3.1.-Alteracionesde la actividadsérica de la gamma-glutamiltransferasa

La actividadgamma-glutamiltransferasa,enzimaextrahepáticoencargadode la degradación

del glutation (Mannervik1985), sueleencontrarseelevadaen casosde enfermedadhepática

obstructiva(hepatobiliar),intoxicaciónetílica y hepatocarcinogenesis(Cascaleset al 1991).

Este enzima se determinó en suero de ratones obtenido a distintos tiempos después del

tratatamientocon fenobarbitaly/o una dosissubletalde cocaína(60 mg/Kg pesocorporal).

Los diferentestiempos fueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas. Las muestrasde sangre

obtenidaspor punción cardíacaen ratonesanestesiadoscon Nembutal (50 mg/Kg peso

corporal),secentrifugarona 3000 r.p.m. parasepararel suero.Los resultadosse expresan

en pmoles de sustrato (gamma-glutamil p-nitroanilida) transformados por minuto a 25 0C y

son mediade cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.Su representacióngráfica

se muestra en la Figura 6.

La actividad GGTascendió paulatinamente a partir de las 12 horas de la inyección de

cocaína,mostrandosu puntodeactividadmáximaa las 96 horas,en amboslotesde ratones

(cocaínay fenobarbital+ cocaína),con valoresmuy superioresal control. El incrementode

la actividadGGT fue mástempranoen ratonespretratadoscon fenobarbital.Las actividades

se mantienen elevadas a las 96 horas, lo que indica que aún continua la lesión hepática.

En la Tabla 6 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientes a la Figura 6.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAINA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 27 ±3
(100)

25 ± 3
(93)

12 35 ± 4
(130)

49 ± 6
(18l)*

24 40 ± 5
(148)

55 ± 6
(204)*

48 51 ± 4
(189)*

57 ± 6
(211)*

72 57 ± 7
(211> *

57 ± 8
(211> *

96 62 ±7
(230)*

62 ±7
(230)”

Tabla 6.- Efecto de la administraciónde una dosissubletal de cocaína(60 mg/Kg) a

ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbitalsobreLa actividadde la gainma-glutamil

transferasasérica.Las muestrasde suero se obtuvierona 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas

después de la inyección de cocaína. Los resultados, expresadoscomo t¿moles de

nitroanilida/min transformadosa 25 <‘C por minuto y por ml de suero,son media + S.D.

de cuatro determinacionesexperimentalesdiferentes. La t de Studentfue calculadapor

comparaciónde los resultadosfrenteal control, cuandoestadiferenciafue superiora 0,001

seconsideróno significativa(*p<O,OOl).
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Figura6.- Actividad de la gamima-glutamiltrausferasaensuerode ratonestratadoscon

una dosis subletal de cocaína(60 mg/Kg). Los resultadosse expresanen % del valor

controly son mediade cuatrodeterminacionesexperimentales.La t de Studentfue calculada

porcomparaciónde los resultadosfrenteal control; cuandoestadiferenciafue superiora

0,001 se consideró no significativa (*p<O,OOl). Los valores absolutosexpresadosen

pLmoles/min/ml de suerose muestranen la Tabla 6.
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3.3.2.-Actividad glutationS-transferasaen fracción solublede homogenadoshepáticos

La importanciade las reaccionescatalizadaspor las glutationS-transferasassebasanen que

el átomode azufredel GSH proporcionalos electronesparael ataquenucleofílicodelsustrato

electrofílico.La elevaciónde las glutationS-transferasasen casode intoxicaciónpuedeser

una de las causasde la deplecióndel glutation.

La actividad GST se determinó en la fracción soluble de hígadode ratonesobtenidaa

distintostiemposdespuésdel tratatamientocon fenobarbitaly/o unadosissubletaldecocaína

(60 mg/Kg pesocorporal). Los diferentestiemposfueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

Los resultadosson mediadecuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentesy seexpresan

comopmolesde GSH conjugadopor minuto a 25 0C por mg deproteína.

En la Figura 7 sepuedever que la actividadGST seaumentópaulatinamentehastalas 24

horasmanteniendoseesteaumentohastalas 96 horas. Los máximos de actividadGST son

más tempranosque los de los enzimasmarcadoresde necrosis.

En la Tabla 7 se muestranlos resultadosen tantoporciento correspondientesa la Figura7.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 32 ± 4
(100)

58 ± 6
(181)”

12 40 ± 5
(125>

65 ± 7
(203)*

24 43±5
(134)

64±6
(200)”

48 45 ± 5
(140)

64 ±6
(200)*

72 46 ± 5
(143)

65 ± 6
(203)”

96 45 ± 4
(140)

65 ± 7
(203)”

Tabla 7.- Efecto de la administraciónde una dosis subletalde cocaína(60 mg/Kg) a

ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbitalsobre la actividadde la glutation S-

transferasaen fracción soluble de homogenadoshepáticos.Las muestrasde hígado se

obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas despuésde la inyección de cocaína. Los

resultados,expresadoscomo nmolesdesustratotransformadoa 25 oc porminuto y pormg

de proteína,son media + S.D. de cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.La t de

Studentfue calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control, cuandoesta

diferenciafue superiora 0,001 seconsideróno significativa(*p<O,OOl).
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Figura 7.- Actividad de la glutationS-transferasaen la fracción soluble de hígadode

ratonestratadosconunadosissubletaldecocaína(60 mg/Kg).Los resultadosseexpresan

en % del valor control y son media de cuatro determinacionesexperimentales.La t de

Student fue calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control; cuandoesta

diferencia fue superior a 0,001 se consideréno significativa (*p<O,OOl). Los valores

absolutosexpresadosen nmoles/min/mgproteína,se muestranen la Tabla 7.
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3.3.3.-Concentraciónde ATP en homogenadoshepáticos

La concentracióndeATP sedeterminóen extractoshepáticosde ratonesobtenidosadistintos

tiempos despuésdel tratatamientocon fenobarbitaly/o una dosis subletal de cocaína(60

mg/Kg pesocorporal).Los diferentestiempos fueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas. Los

extractoshepáticosseprepararonen ácidoperclórico0,5 M-etanol20 %, despuésdeprensar

rápidamenteel hígadoen nitrógenolíquido.

Los resultadosson mediade cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentesy seexpresan

en ng/g de hígado.

En la Figura8 seobservaque la concentraciónde ATP tiene unacaídasignificativaa las 12

horasdel tratamientorecuperandosepaulatinamentehastalas 96 horasen dondepresentaunos

valorescasi igualesal valor control (0 horas). En el grupopretratatocon fenobarbitallos

valores inicialesde ATT’ fueron muy bajos.

En la Tabla 8 semuestranlos resultadosen tantoporciento correspondientesala Figura8.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 2,8 ± 0,3
(100)

1,6 ± 0,2
(57)”

12 1,6 ±0,2
(57)*

0,8 ±0,1
(28)”

24 1,6 ± 0,1
(57)”

0,9 ±0,1
(32)”

48 17~02
(60)”

1,4~02
(50)”

72 2 2 + 0 2
(78)

2,1 ± 0,2
(75)

96 2,7 ± 0,3
(96)

2,6 ± 0,3
(92)

Tabla 8.- Efecto de la administraciónde una dosis subletalde cocaína(60 mg/Kg) a

ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbitalsobrela concentraciónde ATP en la

fracción microsómicade homogenadoshepáticos.Las muestrasde hígadose obtuvieron

a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas despuésde la inyección de cocaína, Los resultados,

expresadoscomo ng/g de hígado, son media + S.D. de cuatro determinaciones

experimentalesdiferentes.La t de Studentfue calculadapor comparaciónde los resultados

frenteal control, cuandoestadiferenciafue superiora 0,001 se consideróno significativa

(*p<O,0Ol).

-94-



150

100

50

o
96

Figura 8.- Concentraciónde ATP en la fracción microsómicade hígado de ratones

tratadoscon una dosissubletalde cocaína(60 mg/Kg). Los resultadosseexpresanen %

del valor controly son mediade cuatrodeterminacionesexperimentales.La t deStudentfue

calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control; cuandoesta diferenciafue

superiora0,001 seconsideróno significativa (*p<O,OOl). Los valoresabsolutosexpresados

en ng/g de hígadose muestranen la Tabla 8.
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3.3.4.- Glutationreducidoy oxidadoy GSH/GSSG

Las reaccionesde destoxificaciónconsumenel GSH hepáticoa la vez quepromuevenuna

activacióncompensatoriade la síntesisdel GSH (Lauterburgy Smith 1986). Sin embargo,

en caso de intoxicación masiva, Ja velocidadde consumicióndel GSH en hígado puede

sobrepasarla de su síntesisy ello llevará consigoa un agotamientodel glutation hepático.

Se ha determinadoel glutation reducido, oxidado y el cocienteGSH/GSSGen extractos

hepáticosde ratonesobtenidosa distintos tiemposdespuésdel tratamientocon fenobarbital

y/o una dosissubletalde cocaína(60 mg/Kg pesocorporal).Los diferentestiemposfueron:

0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas. Los resultadosson media de cuatro determinaciones

experimentalesdiferentesy se expresanen nmol/g de hígado.

La concentraciónde glutation reducidoexperimentóuna débil bajadaa las 12 horas de las

administraciónde la cocaínamanteniendosedicha bajadaen tanto que en los ratonesque

recibieroncocaína+ fenobarbitaldichabajadaseincrementoa las 24 horas(Figura9A). En

el caso del glutation oxidado se puedeobservarun bruscodescensoen el lote que recibió

cocaína+ fenobarbitalquepartió de concentracionesiniciales muy elevadas,mientrasque

en los ratonesque fueron inyectadoscon cocaínaseobservaun aumentosignificativo que se

mantienea lo largo de las 96 horas (Figura9B).

Respectoal cocienteGSH/GSSGhay que destacar,queaún cuandoamboslotes partende

valoresiniciales muy diferentes,el valor de estecocientese mantienedisminuidoen los dos

gruposduranteel períodode 12 a 96 horas, desmostrandocon ello que el estrésoxidativo

permanecea las 96 horasde la administraciónde cocaína(Figura9C).

En lasTablas9A, 913 y 9C se muestranlos resultadosen tanto por cientocorrespondientes

a la Figura9.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

O 3900 ±410
(100)

2510 ±400
(90)

12 2460 ± 410
(89)

3240 ± 250
(83)

24 3340 ± 380
(86)

2280 ± 340
(61) *

48 3300 ±380
(85>

2180 ± 300
(56>*

72 3390 ± 390
(87)

2260 ± 250
(58)*

96 3120 ± 350
(80)

2180 ± 260
(56)”

Tabla9A.- Efectode la administraciónde unadosissubletalde cocaína(60 mg/Kg) a

ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbitalsobre la concentraciónde glutation

reducido(GSH),enextractoshepáticos.Las muestrasdehígado seobtuvierona0, 12, 24,

48, 72 y 96 horas despuésde la inyección de cocaína. Los resultados,expresadoscomo

nmol/g de hígado,son media + S.D. de cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.

La t de Studentfue calculadaporcomparaciónde los resultadosfrenteal control,cuandoesta

diferenciafue superiora 0,001 seconsideróno significativa (*p<O,OOl).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBAREITAL

+ COCAíNA

310 284 ±
(100)

586 ± 60
(206)”

4612 411 ±
(145)”

400 ± 42
(141)”

4224 408 ±
(143)”

272 ± 30
(96)

4648 425 ±
(149)”

263 ± 30
(93)

3872 351 ±
(124)

303 ± 31
(107)

3896 317 ±
(126)

314 ±34
(111)

Tabla9B.- Efecto de la administraciónde una dosissubletalde cocaína(60 mg/Kg) a

ratonestratadosy no tratadoscon fenoharbitalsobre la concentraciónde glutation

oxidado(GSSG)enextractoshepáticos.Lasmuestrasde hígadoseobtuvierona 0, 12, 24,

48, 72 y 96 horas despuésde la inyección de cocaína. Los resultados,expresadoscomo

nmol/g de hígado, son media + S.D. de cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.

La t de Studentfue calculadaporcomparaciónde los resultadosfrenteal control, cuandoesta

diferenciafue superiora 0,001 seconsideróno significativa (*p<O,OOl).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBALRBITAL

+ COCAíNA

1,50 13,7 ±
(100)

5,99 + 0 6
(44)*

12 8,41 ± 0,9
(61)”

8,10 + 0 8
(59)*

24 8 17 + 0,9
(60)*

8,80 + 0 9
(64)”

48 7,76 ± 0,8
(57)”

8,30 + 0 9
(60)*

72 9 66 + 2,0
(70)”

7,46 + 0 8
<54)”

96 8,74 ±1,0
<63)”

6,94 + 0 8
(51)”

Tabla 9C.- Efecto de la administraciónde unadosissubletalde cocaína(60 mg/Kg) a

ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbitalsobrela concentraciónde GSH/GSSG

enextractoshepáticos.Lasmuestrasde hígadose obtuvierona 0, 12, 24, 48, ‘72 y 96 horas

despuésde la inyecciónde cocaína.Los resultadosobtenidosapartir delcocienteGSH/GSSG

son media + S.D. de cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.La t de Studentfue

calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control, cuandoesta diferencia fue

superiora 0,001 seconsideróno significativa (*p<O,OOl).
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Figura9.- Concentraciónde GSH y GSSGy cocienteGSH/GSSGenextractosdehígado

de ratonestratadoscon una dosis subletal de cocaína(60 mg/Kg). Los resultadosse

expresanen Ve del valor control y son mediade cuatrodeterminacionesexperimentales.La

de Studentfue calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control; cuandoesta

diferencia fue superior a 0,001 se consideróno significativa (*p=O,OOl).Los valores

absolutosexpresadosen nmol/g de hígadose muestranen las Tablas9A y 913. En la Tabla

9C se muestranlos valores del cocienteGSH/GSSG.
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3.3.5.-Concentraciónde malondialdehido

El malondialdehidoesun productoderivadode la rotura de lasmembranasporperoxidación

lipídica. Por tanto, la determinaciónde este metabolito proporciona un índice de la

peroxidación lipídica, producida por los intermediarios reactivos originados en la

biotransformaciónde hepatotóxicos.En la Figura 10 se muestra la concentraciónde

malondialdehidoen homogenadosdehígadoderatones,obtenidosa distintostiemposdespués

del tratatamientocon fenobarbital yio una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg peso

corporal). Los diferentestiempos fueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

Los valores iniciales muy elevadospor efecto del fenobarbital favorecen la notabilísima

subidaproducidapor la cocaínaa las 12 horas.El incrementodebidosólo a la cocaína,con

un máximodel 147 % a las 24 horas,essimilaral producidoporotrashepatotoxinas(Díez-

Fernándezet al 1992a).

En la Tabla 10 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientesa la

Figura 10.
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TIEMPO TRARSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAINA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 5,16 ±0,6
(100)

10,32 + 1 2
(200) *

12 6,32 ± 0,7
(123)

20,12 + 2 2
(390)*

24 7,58 ±0,7
(147)

17,66 ± 2,0
(342)*

48 6,86 ±0,7
(133)

12,38 ±1,5
(240)*

72 6,19 ±0,7
(120)

7,74 + 0 8
(150)

96 5,30 ±0,6
(103)

8,61 ±0,9
(167)

Tabla 10.- Efecto de la administraciónde una dosissubletalde cocaína<60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentración de

Malondialdehidoenextractoshepáticos.Las muestrasdehígadoseobtuvierona0, 12, 24,

48, 72 y 96 horas después de la inyección de cocaína. Los resultados,expresadoscomo

nmol/g de hígado, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes.

La t de Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p<O,OOl).
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Figura 10.- Concentración de Malondialdehido en extractos hepáticos de ratones

tratados con una dosis subletal de cocaína (60 mglKg). Los resultados se expresan en %

del valor control y son mediade cuatro determinacionesexperimentales.La t de Studentfue

calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control; cuando esta diferenciafue

superiora0,001 se consideróno significativa(*p <0,001).Los valoresabsolutosexpresados

en nmol/g de hígadose muestranen la Tabla 10.

— Cocaína.A - - - A Fenobarbital+ Cocaína.
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3.4.- Actividades enzimáticas que generan NADPHen fracción soluble de homogenados

hepáticos

En estecapítulose incluyen las actividadesenzimáticasgeneradorasdeNADPH en fracciones

solubles de homogenadoshepáticosde ratones albinos Swiss. Las muestrasde hígado se

obtuvierona 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horasdespuésde una dosissubletaldecocaína(60mg/Kg

pesocorporal) en ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbital.

3.4.1.-Glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa

En la Figura 11 se muestrala actividadenzimáticade la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasaen la

fracción solubledehomogenadosde hígadode ratonesobtenidosadistintostiemposdespuésdel

tratamientocon fenobarbitaly/o una dosissubletal de cocaína(60 mg/Kg pesocorporal).Los

diferentestiempos fueron:0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

La G-6-PDHesel primerenzimadel ciclo de las pentosasfosfatoqueseactivanen condiciones

fisiológicasen las que se requiereNADPI—1 (lipogénesis,síntesisdeácidosnucléicosy procesos

dedesintoxicación).La cocaínaproduceun descensosignificativo, quesemantieneen elperíodo

que fluctuaentrelas 12 y las 48 horas,mientrasqueen el grupopretratadocon fenobarbitallas

variacionesno sonsignificativas.

En la Tabla 11 se muestranlos resultadosen tanto por ciento correspondientesa la Figura 11.
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TIEMPO TRAI4SCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAINA
COCAINA FENOBARBITAL

+ COCAINA

0 39 ± 5
(100)

29 ± 3
(74)

12 23 ± 3
(58)*

42 ± 5
(108)

24 24 ± 3
(61)*

39 ± 4
(100)

48 25 ± 3
(64)*

37 ± 5
(94)

72 40 ± 5
(102)

36 ± 4
(92)

96 39 ± 4
(100)

27 ± 3
(69)

Tabla 11.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína <60 mg/Kg) a

ratonestratados y no tratados con fenobarbital sobrela actividad de la glucosa6-fosfato

deshidrogenasaen fracción soluble de homogenadoshepáticos. Las muestras de hígado

se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas despuésde la inyección de cocaína. Los

resultados,expresadoscomo nmolesde sustratotransformadoa 25 0C por minuto y por mg

de proteína,son media + S.D. decuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.La t de

Student fue calculada por comparaciónde los resultadosfrente al control, cuandoesta

diferenciafue superiora 0,001 seconsideróno significativa (*p~cO,OOl).
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Figura 11.- Actividad de la glucosa6-fosfatodeshidrogenasaen la fracción solublede

hígadode ratonestratadosconuna dosissubletaldecocaína(60mg/Kg). Los resultados

seexpresanen % del valor control y son mediade cuatrodeterminacionesexperimentales.

La t de Studentfue calculadaporcomparaciónde los resultadosfrenteal control; cuandoesta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p<O,OOl). Los valores

absolutosexpresadosen nmoles/min/mgproteínase muestranen la Tabla 11.
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3.4.2.- 6-Fosfogluconatodesh¡drogenasa

En la Figura 12 se muestra la actividad enziniática de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa en

la fracción soluble de homogenados de hígado de ratones obtenidos a distintos tiempos

después del tratatamiento con fenobarbital y/o una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg peso

corporal).Los diferentestiemposfueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

La 6-PGDHesla segundadeshidrogenasadel ciclo de las pentosas fosfato. Su actividad se

induceen condicionesfisiológicas que requiere NADPH (lipogénesis,síntesisde ácidos

nucléicosy procesosde desintoxicación).La cocaínapromovióun incrementopaulatinoque

alcanzó su máximo a las 72 horas (157 %, p’CO,OOL). Las variaciones producidas por el

fenobarbital en esta actividad enzimática fueron significativas a las 12 y 24 horas (155 % y

147 %, respectivamente). La inducción inicial (a tiempo 0) de esta actividad, producida por

el fenobarbital, explica las elevaciones más tempranas en este grupo si se compara con el de

la cocaína.

En la Tabla 12 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientesa la

Figura 12.
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TIEMPO TRARSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAINA
COCAINA FENOBARBITAL

+ COCAINA

0 63 ±7
(100)

82 ± 10
(130)

12 58±7
(92)

98±6
(155)*

24 78 ±9
(123)

93 ± 11
(147)*

48 82 ± 11
(130)

88 ± 10
(140)

72 99 ± 11
(157)*

82 ± 10
(130)

96 85 ± 10
(135)

88 ± 11
(140)

Tabla 12.- Erectode la administraciónde unadosissubletalde cocaína(60 nig/Kg) a

ratonestratadosy no tratadosconfenobarbitalsobrela actividadde la 6-fosfogluconato

deshidrogenasaen fracciónsolublede homogenadoshepáticos.Las muestrasde hígado

se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas despuésde la inyección de cocaína.Los

resultados,expresadoscomo nmolesde sustratotransformadoa 25 oc por minutoy por mg

de proteína,son media + S.D. de cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.La t de

Student fue calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control, cuando esta

diferenciafue superiora 0,001 seconsideróno significativa (*p<0,OOl).
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Figura 12.- Actividad de la 6-fosfogiuconato deshidrogenasa en la fracción soluble de

hígado de ratones tratados con una dosis subleta! de cocaína (60 mg/Kg). Los resultados

se expresan en % del valor control y son media de cuatro determinaciones experimentales.

La t de Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0.001 se consideró no significativa (*p<O 001) Los valores

absolutosexpresadosen nmoles/min/mgproteínase muestranen la Tabla 12.
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3.4.3.- Isocitrato deshidrogenasa NADP~

En la Figura 13 se muestrala actividadenzimáticade la isocitratodeshidrogenasaNADP~

en la fracción solublede homogenadosde hígadode ratones,obtenidosa distintos tiempos

despuésdel tratamientocon fenobarbitaly/o una dosissubletalde cocaína(60 mg/Kg peso

corporal).Los diferentestiemposfueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

La isocitratodeshidrogenasa,comoenzimacitosólicodependientedel NADP+, seencuentra

entrelos enzimasgeneradoresde NADPH, quejunto con la 6-PGDH y el enzimamálico,

tienenla característicade ser enzimasdescarboxilantes.Al igual queocurríaconla actividad

de la 6-PGDHy del ME el fenobarbitalindujo unavariación inicial sobre la ICDH quese

mantuvohasta las 48 horas. En ambosgrupos se registré una tendenciaa la elevación,

exceptuandounabajadaa las 12 horas.

En la Tabla 13 se muestranlos resultados en tanto por ciento correspondientesa la

Figura 13.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAINA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 912 ± 100
(100)

1285 ± 130
(141)*

12 862 ± 110
(94)

1053 ± 100
(115)

24 1111 ± 100
(122)

1231 ± 130
(135)

48 1138 ± 110
<124)

1297 ± 140
(142)*

72 1094 ± 100
(120)

1149 ± 120
(126)

96 1091 ± 110
(119)

1130 ± 111
(124)

Tabla 13.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la ¡socitrato

deshidrogenasa dependiente del NADP~ en fracciónsolubledehomogenadoshepáticos.

Las muestras de hígado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horasdespuésde la inyección

de cocaína. Los resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 0C por

minuto y por mg de proteína,son media + S.D. de cuatrodeterminacionesexperimentales

diferentes. La t de Studentfue calculadaporcomparaciónde los resultadosfrenteal control,

cuandoestadiferenciafue superiora 0,001 seconsideróno significativa (*p~C O,001).
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Figura 13.- Actividad de la isocitrato deshidrogenasa dependiente del NADP~ en la

fracción soluble de hígado de ratonestratadoscon una dosis subletalde cocaína(60

mg/Kg). Los resultadosse expresanen % del valor control y son media de cuatro

determinaciones experimentales. La t de Studentfue calculada por comparación de los

resultados frente al control: cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró no

significativa (*p<O,OOl’,. Los valores absolutos expresados en nmoles/min/mg proteína se

muestran en la Tabla 13.

— Cocaína. A - - - A Fenobarbital+ Cocaína.
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3.4.4.- Enzima málico

En la Figura 14 se muestra la actividad del enzima málico en la fracción soluble de

homogenados de hígado de ratones, obtenidos a distintos tiempos después del tratatamiento

con fenobarbitaly/o unadosissubletalde cocaína(60 mg/Kg peso corporal). Los diferentes

tiempos fueron: 0,12, 24, 48, 72 y 96 horas.

El enzima málico, o malato deshidrogenasaNADP-descarboxilante,es un enzimacuya

actividad se ha relacionadocon la lipogénesis.Su actividad se eleva en condicionesde

hepatotoxicidad (Cerdán et al 1981) y el equilibrio de su reacción se utiliza para determinar

el estadoóxido-reduccióncitoplasmático(Veechet al 1969).

La cocaínano produjo variacionessignificativasen la actividaddel enzimamálico, mientras

que el pretratamientocon fenobarbitalindujo, a partir de un incrementoinicial, una subida

a las 12, 24 y 48 horas después del tratamiento con una dosis subletal de cocaína (60

mg/Kg), con tendencia posterior al descenso.

En la Tabla 14 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientes a la

Figura 14.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 229 ±40
(100)

290 ± 38
(126)

12 217 ±25
(95)

350 ± 42
(153)*

24 208 ±18
(91)

366 ± 45
(160)*

48 230 ±32
(100)

353 ±40
(154)*

72 240 ± 28
(105)

320 ± 40
(140)

96 277 ± 30
(121)

238 ± 30
(104)

Tabla 14.- Efectode la administraciónde unadosissubletalde cocaína(60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad del enzima málico en

fracciónsolublede homogenadoshepáticos.Las muestrasdehígadoseobtuvierona 0, 12,

24, 48, 72 y 96 horasdespuésde la inyecciónde cocaína.Los resultados,expresadoscomo

nmolesde sustratotransformadoa 25 “C por minuto y por mg de proteína, son media +

S.D. decuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.La t deStudentfue calculadapor

comparaciónde los resultadosfrenteal control, cuandoestadiferenciafue superiora 0,001

seconsideróno significativa (~pcZ0,0Ol).
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Figura 14.- Actividad del enzima rnálico en la fracción soluble de hígado de ratones

tratados con una dosissubletal de cocaína (60 mg/Kg). Los resultados se expresan en

del valor control y son mediade cuatro determinaciones experimentales. La de Student fue

calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control; cuandoesta diferenciafue

superiora 0,001 seconsideróno significativa(*p<o,ool). Los valoresabsolutosexpresados

en nmoles/min/mgproteínase muestranen la Tabla 14.

—.@ Cocaína.A - - - A Fenobarbital+ Cocaína.

-115-



3.5.- Actividades enzhnáticas generadoras de glucosa-6-fosfato

Los enzimas generadores de glucosa-6-fosfato, se encuentran en la encrucijada que partiendo

de la degradacióndeglucógenoesel pasonecesariorequeridoparael inicio de la glucolisis

(vía de Embden-Meyerhof) o ruta de las pentosas fosfato.

3.5.1 .-Glucoquinasa y hexoquinasas

La glucoquinasaesun isoenzimade las hexoquinasascon bajaafinidadpor la glucosa.Esta

actividad no se afectó por el pretratamientocon fenobarbital. La cocaínaprodujo una

disminuciónpaulatinaen su actividad, mientrasqueel fenobarbitalno ocasionévariaciones

significativas. Este descensoen la actividad de la hexoquinasade elevadaKm para la

glucosa,ha sido ya descrito,paraotrashepatotoxinas(Cascaleset al 1992).

El isoenzimahexoquinasa,de elevadaafinidad por la glucosa,determinadocon glucosa1

mM, seelevósignificativamenteporefectode la cocaína.El pretratamientocon fenobarbital,

promovió un menor incremento.La elevación en la actividad de esta hexoquinasa,en

oposiciónal comportamientode la hexoquinasadebajaafinidad por la glucosa,ha sido ya

descritaparahepatotóxicoscomola tioacetamidaen trabajosde nuestrogrupo(Cascaleset

al 1992). El isoenzimahexoquinasadeterminadocon fructosa33 mM como sustrato,dió

lugar a variacionespoco significativas por efecto de la cocaínay con tendenciaa la

disminuciónpor efectodel pretratamientocon fenobarbital.

En las Figuras 15, 16 y 17 y en las Tablas 15, 16 y 17 se muestranlas actividadesde las

hexoquinasasy la glucoquinasa,enzimasencargadosde fosforilarlaglucosa.Sedeterminaron

por sus distintasafinidadespor la glucosa(100mM y 0,5 mM) y por la fructosa (33 mM),

en la fracción soluble de hígadoen distintos momentosdespuésla administraciónde una

dosissubletal de cocaína(60 mg/Kg) a ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbital.Las

muestrasde hígadoseobtuvierona 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horasdespuésde la inyecciónde

cocaína.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA PENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 8,7 ±1,0
(100)

8,3 ±0,9
(95)

12 8,2 ±0,9
(94)

8,0 ±0,8
(92)

24 6,9 ±0,7
(79)

7,3 ±0,8
(84)

48 5,9 ±0,6
(68)*

9,2 + 1 0
(106)

72 5 7 + 0,6
(66)*

9,3 ±1,1
(107)

96 6,5 ±0,8
(75)

9,1. + 1 0
(105)

Tabla 15.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la glucoquinasa

(glucosa 1 NI) en fracción soluble de homogenados hepáticos. Las muestras de hígado se

obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección de cocaína. Los

resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 <>C por minuto y por mg

de proteína, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p<O,OOl).
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Figura 15.- Actividad de la glucoquinasa (glucosa 1 Nl) en la fracciónsolublede hígado

de ratones tratados con una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg). Los resultadosse

expresanen % del valor control y son media de cuatro determinaciones experimentales. La

de Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control; cuandoesta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa ~p<O,OOl. Los valores

absolutos expresados en nmoles/min/mg proteína se muestran en la Tabla 15.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 4,0 ±0,5
(100)

3,6 + 0 4
(90)

12 5,6 ±0,6
(140)*

3,2 ±0,4
(80)

24 6,8 ±0,7
(170)*

4,0 ±0,3
(100)

48 7,2 ±0,
(180)*

5,4 ±0,5
(135)

72 7,3 ±0,8
(182)*

5,4 ±0,6
(135)

96 6 4 + 0,7
(160)*

5,4 + 0 6
(135)

Tabla 16.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la hexoquinasa

(glucosa 1 mI\I) en fracción soluble de homogenados hepáticos. Las muestras de hígado

se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección de cocaína. Los

resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 0C por minuto y por mg

de proteína, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*pcZO,OOl).
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Figura 16.- Actividad de la hexoquinasa (glucosa 1 miNI) en la fracción solublede hígado

de ratones tratados con una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg). Los resultados se

expresan en % del valor control y son media de cuatro determinaciones experimentales. La

de Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p<O.OOl). Los valores

absolutos expresados en nmoles/min/mg proteína se muestran en la Tabla 16.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADZ4INISTRACION

DE COCAINA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 3 4 + 0,3
(100)

2,9 ±0,3
(85)

12 3 9 + 0,4
(114)

3,2 ±0,3
(94)

24 3,4 ±0,4
(100)

2,5 ±0,3
(73)

48 3,6 ±0,4
(105)

2,2 ±0,2
(65)*

72 4 2 + 0,5
(123)

2,8 + 0 3
(82)

96 3,4 ±0,4
(100)

3,2 ±0,4
(94)

Tabla 17.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la hexoquinasa

(fructosa 33 mM) en fracción soluble de homogenados hepáticos. Las muestras de hígado

se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección de cocaína. Los

resultados, expresados como nnioies de sustrato transformado a 25 0C por minuto y por mg

de proteína, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*pccO,OOl).
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Figura 17.- Actividad de la hexoquinasa (fructosa 33 mM) en la fracción soluble de

hígado de ratones tratados con una dosis subletal de cocaína(60mg/Kg). Los resultados

se expresan en % del valor control y son media de cuatro determinaciones experimentales.

La t de Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p<O,OOl). Los valores

absolutos expresados en nmoles/min/mg proteína se muestran en la Tabla 17.
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3.6.- Actividades enzimáticas del ciclo redox GSH/GSSGy relacionadas

En este capítulo se incluyen las actividades enzimáticas siguientes: Glutation reductasa,

glutation peroxidasa, catalasa y superóxido dismutasa en homogenados hepáticos de ratones

albinos Swiss, a distintos momentos después de la administración de una dosis subletal de

cocaína (60 mg/Kg peso corporal), tratados y no tratados previamente con fenobarbital,

La glutation reductasa y la glutation peroxidasa tienen como sustratos al GSSG y al GSH

respectivamente.Por tanto, sus actividadesjugaránun papeldecisivoen el mantenimiento

del cociente GSH/GSSG, siempre que exista un aporte de equivalentes reductores NADPH.

3.6.1.- Glutation reductasa

En la Figura 18 y en la Tabla 18 se muestra la actividad de la glutation reductasa, en la

fracción soluble de hígado en distintos momentos después la administración de una dosis

subletal de cocaína (60 mg/Kg) a ratones tratados y no tratados con fenobarbital.

Las muestras de hígado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección

de cocaína.

Esta actividad enzimática, consume NADPHy regenera el glutation en su forma reducida

(GSH). Las variaciones producidas por administración de cocaína fueron apenas perceptibles,

con un máximo (110 %) a las 48 horas. En caso de ratones pretratados con fenobarbital la

actividad, que partió de un valor inicial superior al control (124 %), mantuvo una subida

progresiva hasta las 72 horas (151 %, p’CO,OOl).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAINA

0 37 ±3
(100)

46 ±4
(124)

12 37 ±4
<100)

46 ±5
(124)

24 38 ±4
(102)

50 ±6
(135)

48 41 ±4
(110)

53 ±5
(143)

72 37 ±3
(100)

56 ±6
(151)*

96 37 ±3
(100)

52 ±6
(140)

Tabla 18.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína <60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la glutation

reductasa en fracción soluble de homogenadoshepáticos. Las muestras de hígado se

obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección de cocaína. Los

resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 oc por minuto y por mg

de proteína, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p<O,OOl).
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Figura 18.- Actividad de la glutation reductasa en la fracción soluble de hígado de

ratones tratados con una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg). Los resultados se expresan

en % del valor control y son media de cuatro determinaciones experimentales. La t de

Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideré no significativa (*p<O,OOl). Los valores

absolutos expresados en nmoles/min/mg proteína se muestran en la Tabla 18.

-~ Cocaína. A - - - A Fenobarbital+ Cocaína.
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3.6.2.-Glutation peroxidasa (depend¡entede selenio)

En la Figura 19 y en la Tabla 19 se muestra la actividad de la glutation peroxidasa

dependiente de selenio, en la fracción soluble de hígado en distintos momentos después la

administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a ratones tratados y no tratados

con fenobarbital.

Las muestrasde hígadoseobtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección

de cocaína.

La glutation peroxidasa,junto con la catalasa,son las dos enzimasencargadasde eliminar

los peróxidos existentes en el medio. En su reacción enzímática, la GPXoxida el GSH--->

GSSG. Por efecto de la cocaína esta actividad enzimática muestra unos valores

ligeramente elevados (108 %), mientras que en el caso de pretratamiento con fenobarbital los

valores fueron acusadamente bajos mostrando un descenso del 4 % (p.CO,OOl) a las 24

horas, que se mantuvo hasta las 96 horas.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 525 ± 37
(100)

472 ± 50
(90)

12 561 ± 55
(107)

299 ±35
(57)*

24 561 ±60
(107)

231 ±30
(44)*

48 567 ± 62
(108)

262 ± 30
(50)*

72 551 ±50
(105)

252 ±30
(48)*

96 546 ± 58
(104)

252 ±32
(48)*

Tabla 19.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con t’enobarbital sobre la actividad de la glutation

peroxidasaen fracción soluble de homogenadoshepáticos.Las muestrasde hígado se

obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección de la cocaína. Los

resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 oc por minuto y por mg

de proteína, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p.CO,OOl).

-127-



a

— El

A
—A -& --A

e * e

72 96

Figura 19.- Actividad de la glutation peroxidasa en la fracción soluble de hígado de

ratones tratados con una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg). Los resultadosse expresan

en % del valor control y son media de cuatro determinaciones experimentales. La t de

Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p.CO,OOl). Los valores

absolutos expresados en nmoles/min/nig proteína se muestran en la Tabla 19.
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3.6.3.- Catalasa

En la Figura 20 y en la Tabla 20 se muestra la actividad de la catalasa, en homogenados

hepáticos 800 - 12.000 xg (peroxisomas, mitocondrias, etc) en distintos momentos después

la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a ratones tratados y no

tratados con fenobarbital.

Las muestras de hígado se obtuvieron a 0,12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección

de cocaína.

La catalasa es un enzima que actúa eliminando peróxidos con producción de oxígeno

molecular. Esta actividad enzimática disminuye en ambos grupos manteniéndose con niveles

de actividad muy bajos durante todo el tratamiento. La diferencia más acusada entre ambos

grupos fue que la actividad inicial se encontraba disminuida por efecto del fenobarbital (46

%, p<O,OOl).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAINA PENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 511 ±49
(100)

237 ± 40
(46)*

12 258 ±30
(50)*

228 ±35
(45)*

24 197 ± 25
(38>*

99 ± 11
(19)*

48 162 ±22
(32)*

90 ±12
(18)*

72 178 ±20
(35)*

157 ± 18
(31)*

96 151 ± 18
(29)*

169 ± 20
(33)*

Tabla 20.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la catalasa en

honiogenadoshepáticos 800 - 12.000xg (peroxisoinas, mitocondrias, etc). Las muestras

de hígadose obtuvierona 0,12, 24, 48, 72 y 96 horasdespuésde la inyecciónde cocaína.

Los resultados,expresadoscomo unidades/mgde proteína, considerándouna unidad la

cantidad de enzima que transforma 1 pmo] de H,0,/min, son media + S.D. de cuatro

determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparación

de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró

no significativa (*p<O,O0l).
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Figura 20.- Actividad de la catalasa en homogenado hepático 800 -12.000 xg

(peroxisomas.mitocondrias.etc) de ratonestratadoscon una dosissubletal de cocaína

(60 mg/Kg). Los resultadosse expresanen % del valor control y son media de cuatro

determinaciones experimentales. La t de Student fue calculada por comparación de los

resultados frente al control; cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró no

significativa (*p<O,OOl’). Los resultados se expresan en unidades/mg proteína considerándo

una unidad la cantidad de enzima que transforma 1 jímol de H,02/min y se muestran en la

Tabla 20.

#—4 Cocaína. A - - - A Fenobarbital + Cocaína.

-131-



3.6.4.- Superóxido dismutasa

En la Figura 21 y en las Tablas 21A a 21D se muestra la actividad de la superóxido

dismutasa, en homogenados hepáticos (soluble + microsomas) en distintos momentos después

la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a ratones tratados y no

tratados con fenobarbital.

Las muestras de hígado se obtuvieron a 0,12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección

de cocaína.

La superóxido dismutasa es el enzima que transforma el anión superóxido O~ en peróxido

de hidrógeno. Su actuación unida a la de la catalasa o la glutation peroxidasa evita la

formación del radical hidróxido OH~

Se ha determinado la actividad superóxido dismutasa en sus modalidades isoenzimáticas

siguientes:A) Total, B) Real, C) Sensibleal CNK y D) Insensibleal CNK.

Las variaciones por efecto de la cocaína fueron poco destacadas. Sólo en el caso de la

superóxido disminutasa sensible al CNK se observaron valores significativamente menores

que el control (54 %, p<O,OOI) por efecto del fenobarbital.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAINA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 2,02 + 0 3
(100)

2,84 + 0 3
(94)

12 3,36 ± 0,4
(111)

3,68 + 0 4
(122)

24 3,66 ± 0,4
(121)

2,94 ± 0,3
(97)

48 3,77 + 0 4
(125)

2,86 ± 0,3
(95)

72 3,60 + 0 4
(119)

2,98 + 0 3
(99)

96 3,03 ± 0,3
(100)

2,55 ± 0,3
(84)

Tabla 21A.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína(60 mg¡Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la superéxido

dismutasa total en homogenadoshepáticos (soluble + microsomas). Las muestras de

hígado se obtuvieron a 0. 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección de cocaína. Los

resultados, expresados como ng de SOD requeridos para 1 unidad de actividad/mg de

proteína, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0.001 se consideró no significativa (~p<O,OOl). Una unidad es la

que produce un 50% de inhibición en la autooxidación del pirogalol.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
i COCAINA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 2,80 ± 0,3
(100)

2,83 ±0,2
(101)

12 3,10 ± 0,3
(111)

3,10 + 0 3
(111)

24 2,86 ± 0,3
(102)

2,76 ± 0,3
(98)

48 3,24 ± 0,4
(116)

2,62 + 0 3
(93)

72 3,09 + 0 3
(110)

2,91 + 0 3
(104)

96 2,82 ±0,3
(101)

2,54 ± 0,3
(91)

Tabla 21B.- Erecto de la administración de una dosissubletal de cocaína(60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la superóxido

dismutasa real en homogenadoshepáticos (soluble + microsomas). Las muestras de

hígado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección de cocaína. Los

resultados, expresados como ng de SOD requeridos para 1 unidad de actividad/mg de

proteína, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p<O,OOl). Una unidad es la

que produce un 50% de inhibición en la autooxidación del pirogalol.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAINA
COCAíNA PENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 0,74 + 0 10
(100)

0,40 ± 0,04
(54)*

12 0,57 + 0 06
(77)

0,61 ± 0,06
(82)

24 0,67 + 0 07
(90)

0,45 ± 0,05
(61)*

48 0,79 ± 0,08
(107)

0,58 ± 0,06
(78)

72 0,59 + 0 06
(80)

0,61 ± 0,06
(82)

96 0,63 + 0 07
(85)

0,50 ± 0,05
(67)

Tabla 21C.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a

ratonestratados y no tratados con fenoharbital sobre la actividad de la superóxido

dismutasa sensibleal CNK en homogenadoshepáticos (soluble + microsomas). Las

muestras de hígado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección de

cocaína. Los resultados, expresados como ng de SOD requeridospara 1 unidad de

actividad/mg de proteína, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales

diferentes. La t de Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control,

cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p <0,001). Una

unidad es la que produce un 50% de inhibición en la autooxidación del pirogalol.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA AflMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAINA FENOBARBITAL

+ COCAINA

0 2,06 + 0 2
(100)

2,43 ± 0.3
(118)

12 2,53 + 0 3
(123)

2,49 + 0 3
(121)

24 2,15 + 0 2
(104)

2,31 ±0,3
(112)

48 2,45 + 0 3
(119)

2.04 ± 0,2
(99)

72 2,50 + 0 3
<121)

2,30 ± 0,3
(112)

96 2,19 + 0 2
(106)

2,04 ± 0,2
(99)

Tabla 21D.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína(60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la superóxido

dismutasa insensibleal CNK en homogenadoshepáticos (soluble+microsomas).Las

muestras de hígado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección de

cocaína. Los resultados, expresados como ng de SOD requeridos para 1 unidad de

actividad/mg de proteína, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales

diferentes. La t de Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control,

cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p <0,001). Una

unidad es la que produce un 50% de inhibición en la autooxidacióndel pirogalol.
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Figura 21.- Actividad de la superóxido dismutasa en homogenadohepático <soluble +

microsomas) de ratones tratados con una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg). Los

resultados se expresan en % del valor control y son media de cuatro determinaciones

experimentales. La t de Student fue calculada por comparación de los resultados frente al

control; cuando esta diferencia fue superior a 0,00 1 se consideró no significativa

(*p<o,ool) Los valores absolutos expresados en pg/min/mg proteína se muestran en las

Tablas21A a 21D.

A = Total, E Real, C Sensiblea CNK, D = Insensiblea CNK.

.—@ Cocaína. A - - - A Fenobarbital + Cocaína.
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3.7.- Sistema microsómico rnonooxigenasade función mixta dependientedel citocromo

P-450

El sistemaenzimáticode óxido-reducciónmásimportanteen el hígado,quemetabolizauna

partemuy considerablede las sustanciastóxicasy/o fármacos(aproximadamenteun 50 %)

es el sistema del citocromo P-450. Este sistema se compone de una cadena de transporte

electrónico asociadacon la membranadel retículo endoplásmico,concretamentecon la

superficiecitoplasmáticadel retículo.El citocromoP-450estáconstituidoporuna familia de

hemoproteinasque contienecitocromos P-450, de estructurasimilar a la hemoglobina.

Formantambiénpartede estacadenade transporteelectrónico,la NADPH citocromo¡‘-450

reductasa,el citocromob5 y la citocromob5 reductasa.

3.7.1.-Nivelesde citocromoP-450

En la Figura 22 y en la Tabla 22 semuestralos nivelesdel citocromo¡‘-450, en la fracción

microsómicaen homogenadoshepáticosen distintosmomentosdespuésla administraciónde

una dosis subletalde cocaína(60 mg/Kg) a ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbital.

Las muestrasde hígadose obtuvierona 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horasdespuésde la inyección

de cocaína.

El citocromo P-450esuna hemoproteinade estructurasimilar a la hemoglobina,queforma

partedel sistemaenzimáticode óxido-reducciónmás importantedel hígadoubicadoen el

retículoendoplásmico.Estesistemase inducepor fenobarbital.Nuestrosresultadosmuestran

una diminuciónnotable, tanto por efectode la cocaínacomo del fenobarbital.El númerode

concentraciónaparecepor efecto de la cocaínaa las 24 horas (14 %) en el grupo no

pretratadoy a las 48 horas(58 %) en el grupopretratadocon fenobarbital.El descensoen

laconcentraciónde citocroo¡‘-450 se debesólo a lacocaína(100 --> 14) y fue másacusado

en el grupopretratadocon fenobarbital(228 --> 58).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 0,520 ± 0,04
(100)

1,185 ± 0,12
(228) *

12 0,306 ± 0,03
(59)

0,593 + 0 06
(114)

24 0,073 ± 0,010
(14)*

0,572 ± 0,06
(110)

48 0,176 ± 0,002
(34)*

0,302 ± 0,03
(58)

72 0,234 ± 0,020
(45) *

0,379 + 0 04
(73)

96 0,260 ± 0,03
(50) *

0,608 ± 0,06
(117)

Tabla 22.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mglKg) a

ratonestratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentracióndel citocromo P-

450 en la fracción microsómica de homogenadoshepáticos. Las muestras de hígado se

obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas despuésde la inyección de cocaína. Los

resultados, expresados como ng/mg de proteína, son media + SAi. de cuatro

determinacionesexperimentalesdiferentes.La t de Studentfue calculadaporcomparación

de los resultadosfrenteal control, cuandoestadiferenciafue superiora 0,001 seconsideró

no significativa (*p<O,COI).
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Figura 22.-Concentracióndel citocromoP-450en la fracciónmicrosómicadehígadode

ratonestratadosconunadosissubletalde cocaína(60 mg/Kg). Los resultadosseexpresan

en % del valor control y son media de cuatro determinacionesexperimentales.La t de

Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0.001 se consideró no significativa (*pc0,OOl). Los valores

absolutos expresados en ng/mg de proteína se muestranen la Tabla 22.

•—• Cocaína. A - - - A Fenobarbital + Cocaína.
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3.7.2.- Niveles de citocromo b5

En la Figura 23 y en la Tabla 23 se muestralos nivelesdel cítocromob5, en la fracción

microsómicaen homogenadoshepáticosen distintosmomentosdespuésla administraciónde

una dosissubletalde cocaína(60 mg/Kg) a ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbital.

Las muestrasdehígadoseobtuvierona 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horasdespuésde la inyecci6n

decocaína.

El sistema microsómico de óxido-reducción que metaboliza las sustancias tóxicas, se

compone de tina cadena de transporte electrónico en la que se encuentra involucrado el

citrocromo b5, el cual transporta electrones a partir del NADH hastael citocromoP-450.

El citocromob5 es una hemoproteina de pequeño tamaño ligada a la membrana microsómica,

que recibeelectronespor medio de una flavoproteinala NADH citocromob5 reductasa.La

concentraciónde b5 se encuentrainducida por efecto del fenobarbitaly se incrementó

significativamentea las 12 horasen ambosgruposy descendiópaulatinamentehastalas 48

horas. La única diferenciaentre ambosgruposfue la elevacióninicial ocasionadapor el

fenobarbitalque se mantuvohastalas 48 horas.

-141-



TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAINA

0 0,280 ± 0,03
(100)

0,445 + 0 05
(159)*

12 0,720 ± 0,07
(257)*

0,873 + 0 08
(312)*

24 0,490 ± 0,05
(175)*

0,686 + 0 08
(245)*

48 0,218 ± 0,02
<78)

0,339 + 0 04
(121)

72 0,266 ± 0,03
(95)

0,308 + 0 03
(110)

96 0,201 ± 0,02
(72)

0,218 + 0 02
(78)

Tabla 23.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a

ratonestratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentracióndel citocromo b5

en la fracción microsómica de homogenadoshepáticos.Las muestrasde hígado se

obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas despuésde la inyección de cocaína. Los

resultados, expresados corno ng/mg de proteína, son media + S.D. de cuatro

determinacionesexperimentalesdiferentes.La t de Studentfue calculadapor comparación

de los resultadosfrenteal control, cuandoestadiferenciafue superiora 0,001 se consideró

no significativa(*p<O,COl).
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Figura 23.- Concentración del citocromo b5 en la fracción microsómica de hígado de

ratonestratados con una dosissubletal de cocaína(60 mg/Kg). Los resultados seexpresan

en % del valor control y son media de cuatro determinacionesexperimentales.La t de

Student fue calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control; cuando esta

diferencia fue superiora 0,001 se consideró no significativa (*pcO.OOl). Los valores

absolutosexpresadosen ng/mg de proteínase muestranen la Tabla 23.

—@ Cocaína.A - A Fenobarbital+ Cocaína.
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3.7.3.- Actividad NADP-citocrorno P-450 reductasa

En la Figura24 y en la Tabla 24 se muestrala actividadNADP-citocromo¡‘-450 reductasa,

en la fracción microsómica en homogenadoshepáticosen distintos momentosdespuésla

administraciónde una dosissubletalde cocaína(60 mg/Kg) a ratonestratadosy no tratados

con fenobarbital.

Las muestras de hígado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyección

de cocaína.

La citocromo P-450 NADPHreductasa forma parte de la cadena de transporte electrónico

del sistema de óxido-reducción dependientedel cítocromo P-450. Se trata de una

flavoproteinaencargadade transportarelectronesdesdeel NADPH atravésde suscoenzimas

flavin mononucleótido(FMN) y tiavin adenindinucleótido(FAD). Seprecisaque el par de

electronesdel NADDPH escaptadopor la proteínaenzimáticavía FAD y de ahípasanal

FMN.

Estaactividad seincrementóen ambosgruposa las 12 horasy disminuyóposteriormentepor

debajodel valor control. En el grupo que fueron los ratonespretratadoscon fenobarbitalla

diferenciainicial de la actividad fue significativamentemenor (50 %, p<O,OOI).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAINA

COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 0 310 + 0,03
(100)

0,155 + 0 02
(50)*

12 0 456 + 0,05
(147)*

0,307 ± 0,03
(99)

24 0 325 + 0,03
(105)

0,257 + 0 03
(83)

48 0 236 + 0,02
(76)

0,124 + 0 02
(40)*

72 0,149 ±0,02
(48)*

0,195 ±0,02
(63)

96 0 217 + 0,02
(70)

0,226 ± 0,02
(73)

Tabla 24.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína(60 mg/Kg) a

ratonestratados y no tratados con fenobarbital sobrela actividad de la citocromo P-450

reductasadependientede NADP en la fracción microsómica de homogenadoshepáticos.

Las muestrasde hígadose obtuvieron a tiempos0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas despuésde la

inyección de cocaína.Los resultados,expresadoscomong/mgde proteína, son media +

S.D. de cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes. La t de Student fue calculada por

comparación de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001

seconsideróno significativa (*p<O,OOl).
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Figura 24.-Actividad de la citocromo P-450reductasaNADP dependienteen la fracción

microsómica de hígado de ratones tratados con una dosis subietal de cocaína <60

mg/Kg). Los resultados se expresan en % del valor control y son media de cuatro

determinacionesexperimentales.La de Student fue calculada por comparaciónde los

resultadosfrente al control; cuando esta diferenciafue superior a 0,001 se consideróno

significativa (*p<O,OOI). Los valoresabsolutosexpresadosen ng/mm/mgde proteínay se

muestranen la Tabla 24.

— Cocaína.A - - - A Fenobarbital + Cocaína.
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3.8.- Otrosparámetrosrelacionadoscon la disfunciónhepática

También se han medido en la fracción citosólica, de homogenadoshepáticosen distintos

momentosdespuésde la administraciónde una dosis subletal de cocaína(60 mg/Kg peso

corporal)aratonestratadosy no tratadoscon fenobarbital,otrosparámetrosrelacionadoscon

la disfunción hepáticacomo son: Glucógeno, y estadosde óxido-reduccióncitosólicos

NADPH/NADP~ y NADH/NAD~.

3.8.1.- Glucógeno

En laFigura25 y en laTabla25 semuestra]a concentraciónde glucógeno,en homogenados

hepáticos,en distintosmomentosdespuésla administraciónde unadosissubletal de cocaína

(60 mg/Kg) a ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbital.

Lasmuestrasdehígadoseobtuvierona 0, 12, 24, 48, 72 y 96horasdespuésde la inyección

decocaína.

Trásde la bruscacaídaen la concentraciónde glucógenoa las 12 horasen amboslotesde

ratones,tanto los tratadoscon cocaína(64 %) como los pretratadoscon fenobarbital(28 %).

A lo largode todo el períodoestudiadoestabajadasemantuvoconstante.La únicadiferencia

entreambosgruposfue que, en el caso de los ratonespretratadoscon fenobarbitalse inicia

una recuperaciónen el períodosituadoentrelas 72 y 96 horas.
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TIEMPO TR.AI’JSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBLRBITAL

+ COCAíNA

0 3,19 ± 0,4
(100>

3,54 + 0 4
(111>

12 2,06 ± 0,2
(64)

0,92 ± 0,01
(28)*

24 1,85 + 0 2
(58)*

0,78 ± 0,01
(24)*

48 1,86 ±0,2
(58)*

0,74 ± 0,009
(23)*

72 1,93 ± 0,2
(60)*

0,63 ± 0,007
(19>*

96 1,89 ± 0,2
(59)*

1,21 ± 0,01
(38)*

Tabla25.- Efecto de la administraciónde unadosissubletalde cocaína(60 mg/Kg) a

ratonestratadosy no tratadosconfenobarbitalsobrela concentraciónde glucógenoen

extractoshepáticos.Las muestrasde hígadose obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas

despuésde la inyección de cocaína.Los resultados,expresadoscomog deglucógeno/lOOg

de hígado, son media + S.D. decuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.La t de

Student fue calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control, cuandoesta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p<O,OOl).
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Figura 25.. Concentraciónde glucógenoen la fracción microsómica de hígadode ratones

tratadoscon unadosissubletalde cocaína(60 mg/Kg). Los resultadosse expresanen %

del valor control y son mediade cuatrodeterminacionesexperimentales.La de Studentfue

calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control; cuandoesta diferencia fue

superiora 0,001 seconsideróno significativa(*p<O,OOI). Los valoresabsolutosexpresados

en g de glucosa]100 g de hígadose muestranen la Tabla 25.
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3.8.2.- Estadosde óxido-reducción citosólicosdependientesdel NADP~ y del NAD~

Paradeterminar los estadosredox citosólicos dependientesde NADP~ y de NAD~ se

procedióala determinacióndelas concentracionesde metabolitosdelos sistemasenzimáticos

representantesdelcitosol malato,lactatoy piruvato.Estasconcentracionessedeterminanen

extractosde hígadode ratón albino Swiss. Las muestrasdehígadoseobtuvierona0, 12, 24,

48, 72 y 96 horas despuésde una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg pesocorporal)en

ratonestratadosy no tratadoscon fenobarbital.

El estadoredox NADPI-I/NADP~ relativo, como índice del estado de oxido-reducción

citosólico dependientedel NADP~ se calculó por la relación entre las concentraciones

hepáticasde malato/piruvato. El cociente lactato/piruvatoes proporcional al cociente

NADH/NAD~.

Por consiguiente,en la Tabla26 y Figura26 semuestrala concentraciónde piruvato. En la

Tabla27 y Figura27 se muestrala concentraciónde malato. En la Tabla 28 y Figura28 se

muestrala concentraciónde lactato.En la Tabla29 y Figura29 se muestrala concentración

del estadoredox NADPH/NADPt. En la Figura30 y en la Tabla 30 se muestrael estado

redox NADI-I/NAD~.
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TIEMPO TRAliSCDflRIDO
DESDE LA AnMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 593 ± 60
(100)

355 ± 40
(603*

12 433 ± 52

(73)

563 ± 60

(95)

24 219 ± 22
(37)~

604 ± 68
(102)

48 438 ±47
(74)

604 ±70
(102)

72 741 ±80
(125)

593 t 64
(100)

96 681 ± 80
(115)

694 ±72
(117)

Tabla 26A.- Erecto de la administración de una dosis subletal de cocaína(60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentración de malato en

extractos hepáticos. Las muestras de hígado seobtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas

despuésde la inyección de cocaína.Los resultados,expresadoscomonmol/gdehígado,son

media ±S.D. de cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.La t de Student fue

calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control, cuandoestadiferenciafue

superiora 0,001 seconsideróno significativa (*p<Q,Ool).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA AnMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 1285 ± 130
(100)

925 ± 100
(72)

12 950 ±100
(74)

771 ±82
(60)*

24 1079 ±115
(84)

719 ± 80
(56)*

48 1156 ±120
(90)

809 ± 89
(63)*

72 1130 ± 124
(88)

745 ± 83
(58)*

96 1156 ± 111
(90)

796 ±86

Tabla 26B.- Efecto de la administración de una dosissubletal de cocaína(60mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentración de lactato en

extractos hepáticos.Las muestras de hígado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas

después de la inyección de cocaína. Los resultados, expresados como nmol/g de hígado, son

media + 5.19. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue

calculadapor comparaciónde los resultadosfrenteal control, cuandoestadiferencia fue

superiora 0,001 se consideróno significativa (*p~C0,00l).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAINA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 130 ± 12
(100)

200 ±18
(154)*

12 144 ± 14
(111)

280 ±30
(216) *

24 179 ± 18
(138)

260 ± 30
(200)*

48 234 ± 25
(l8O)~

182 ± 20
(140)

72 300 ± 34
(231)*

139 ± 15
(107)

96 289 ± 30
(223)*

130 ± 15
(100)

Tabla 26C.- Efecto de la administración de una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentración de piruvato en

extractos hepáticos. Las muestrasde hígado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas

despuésde la inyecciónde cocaína.Los resultados,expresadoscomonmol/g dehígado,son

media + S.D. de cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes. La t de Studentfue

calculada por comparación de los resultados frente al control, cuandoesta diferenciafue

superior a 0,001 se consideró no significativa (*p<O,00l).
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Figura 26.- Concentraciones de malato, lactato y piruvato en extractos hepáticos de

ratonestratados con una dosissubletal de cocaína(60 mg/Kg). Los resultados se expresan

en % del valor control y son media de cuatro determinacionesexperimentales.La t de

Student fue calculadapor comparaciónde los resultadosfrente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p=O.OOl).Los valores

absolutosexpresadosen nmol/g de hígadose muestranen las Tablas26A a 26C.

A Malato; B = Lactato; C = Piruvato

@—@ Cocaína.A - - - A Fenobarbital+ Cocaína.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA PENOBARBITAL

+ COCAíNA1

0 4,56±0,5 1,77~02 ¡
(100)

1.2 2,00 ± 0,4 2,01 ± 0,2
(66) (44)*

24 1,24 ± 0,2 2,22 ± 0,2
(27)~ (51) ~

48 1,87 ±0,2 2,22 ± 0,4
(41)* (73)

72 2,47 ± 0,3 4,27 ±0,5
(54)* (92)

96 2,25 ± 0,2 5,23 ± 0,5
(51)* (117)

Tabla 27A.- Efecto de la administración de una dosissubletal de cocaína(60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre el estadoredox NADPH/NADP~

en extractos hepáticos. Las muestras de hígadoseobtuvierona 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas

despuésde la inyecciónde cocaína.Los resultadoscalculadosson media + SAi. decuatro

determinacionesexperimentalesdiferentes.La t de Studentfue calculadapor comparación

de los resultadosfrente al control, cuandoestadiferenciafue superiora 0,001 se consideró

no significativa (‘<p<O,OOl).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 9,8 ± 1,2
(100)

4,6 ±0,5
(47)*

12 6,6 ± 0,8
(67)

2,7 ± 0,3
(28)*

24 6,0 ± 0,7
(61)

2,7 ± 0,3
(28)*

48 4,9 ± 0,6
(50)~

4,4 + 0 5
(45) *

72 3,8 ± 0,4
(39»

5,4 ± 0,6
(55) *

96 4,0 ± 0,4 6,1 ± 0,6
(62)

Tabla 27B.- Erecto de la administración de una dosissubletal de cocaína(60 mg/Kg) a

ratonestratados y no tratados con fenobarbital sobrela concentracióndel estadoredox

NAD1-I/NAD~ en extractos hepáticos.Las muestras de hígado seobtuvieron a 0, 12, 24,

48, 72 y 96 horas despuésde la inyección de cocaína. Los resultados, expresados como

nmol/g de hígado, son media + S.D. de cuatrodeterminacionesexperimentalesdiferentes.

La t de Student fue calculada por comparación de los resultados frenteal control, cuandoesta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p<O,OOl).
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Figura 27.- Estados de óxido-reducción NADPH/NADP~y NADH/NAD~ citosólicosen

hígadosde ratonestratados con una dosissubletal de cocaína(60mg/Kg). Los resultados

se expresan en % del valor control y son media de cuatro determinaciones experimentales.

La t de Student fue calculada por comparación de los resultados frente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideró no significativa (*p~zO.OOl). Los valores

absolutos expresados en nmol/g de hígado se muestran en las Tablas 27A y 27B.

A = NADPH/NADP~; B = NADH/NAD~

•—@ Cocaína. A - - - A Fenobarbital + Cocaína.

45 72 06

TLompo (hcras~
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3.9.- Proteínasde fraccionessubcelularesde homogenadoshepáticos

A partir de homogenadoshepáticosobtenidosen Potter-Elvehjeimcon pistilo de teflón, se

separaron las fraccionessubcelularessiguientes:mitocondrias(peroxisomas),entre800 y

10.000 xg; microsomas(retículo endoplásmico)entre 10.000 y 105.000 xg y fracción

soluble, el sobrenadanteobtenido despuésde centrifugar a 105.000 xg. Las fracciones

microsómica y mitocondrial se lavaron dos veces para eliminarcontaminaciones.La fracción

solublese dializó frente a tampónde extracción(sacarosa0,25 M, Tris 0,2 M a PH 7,4 y

DTT 5 mM) durante1 hora a 4 oc.

La mayor parte de las actividadesenzimáticasensayadasen el presentetrabajo, se han

determinadoen la fracciónsolublede homogenadoshepáticos.La variacióndeestafracción,

por tanto, por efectode la cocaínaa ratonestratadoso no con fenobarbital,ha de influir en

los resultadosobtenidos.Las variacionesde esta fracción no son significativas y solo se

aprecianunadiscretadisminucióna las 12 horas.

La fracción microsómica (10.000 - 105.000 xg) representala fracción relativa al retículo

endoplásmicodondese ubica el sistema monooxigenasade función mixta dependientedcl

citocromo ¡‘-450. Esta fracci6n se inducepor efectodel fenobarbital y por dosissucesivas

de cocaína(60 mg/Kg). Los valoresencontradosdemuestranesta inducción, ya que los

elevadosvalores inicialesaportadospor el fenobarbitaly la cocaínaper se hacesubir la

concentraciónde proteínasmicrosomaleshastaalcanzara las 24 horaslos mismosvalores

queel fenobarbital.

La fracción mitocondrial (800 - 10.000xg) incluye otros corpúsculossubcelularescomolos

peroxisomas.Estafracción se ha utilizadopara la determinaciónde la catalasa.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAINA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 75 ± 5
(100)

81 ± 10
(108)

12 69 ±7
(92)

65 ±7
(86)

24 83 ±10
(110)

72 ± 8
(96)

48 81 ±9
(108)

78 ±7
(104)

72 73 ± 9
(97)

81 ± 9
<108)

96 75 ± 8
(100)

79 ± 10
<105)

Tabla28A.- Proteínassolublesde homogenadode hígado<centrifugadoa 105.000Ng),

de ratonestratadosconunadosissubletalde cocaína(60 mg/Kg). Las muestrasde hígado

se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas despuésde la inyección de cocaína.Los

resultadosexpresadoscomo mg de proteínas/gde hígado, son media ±S.D. de cuatro

determinacionesexperimentalesdiferentes.La t de Studentfue calculadapor comparación

de los resultadosfrente al control, cuandoestadiferenciafue superiora 0,001 se consideró

no significativo (*p<O,OOI).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 12 7 + 1 5
(100)

10,6 ± 1,2
<83)

12 8,7 ± 0,9
(68)

4,2 + 0 5

24 12,0 ± 1,5
(94)

9,3 ± 1,0
(73)

48 8,2. ± 0,9
(63)*

7,8 ± 0,8
(61)*

72 5 8 + 0 6
(46)*

6,4 + 0 7
(50)*

96 4,5 ± 0,5 4,5 ± 0,5
(35)*

Tabla 28B.- Proteínasmitocondriales de homogenadode hígado (centrifugado a 800 -

10.000 xg), de ratones tratados con una dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg). Las

muestrasde hígadose obtuvierona 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horasdespuésde la inyecciónde

cocaína.Los resultadosexpresadoscomo mg de proteínas/gde hígado,son media+ S.D.

de cuatro determinacionesexperimentalesdiferentes.La t de Student fue calculadapor

comparaciónde los resultadosfrente al control, cuandoestadiferenciafue superiora 0,001

seconsideróno significativo (*p<O,OOl).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION

DE COCAíNA
COCAíNA FENOBARBITAL

+ COCAíNA

0 14,0 ± 1,2
(100)

23,0 + 3 0
<164)*

12 17,0 ± 2.0
(121)

22,0 ± 2,6
(157)*

24 21,8 ± 2,3
(156)*

21,8 + 3 2
(156)*

48 18,0 ± 2,0
(129)

21,6 + 3 1
<154)*

72 15,6 ± 1,8
(111)

17,0 + 1 8
(121)

96 14,0 ± 1,5
(100)

16,0 ± 1,8
(114)

Tabla 28C.- Proteínas inicrosomalesde homogenadode hígado (centrifugado a 10.000 -

105.000 xg), de ratones tratados con tina dosis subletal de cocaína (60 mg/Kg). Las

muestrasdehígadose obtuvierona 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horasdespuésde la inyecciónde

cocaína.Los resultadosexpresadoscomo mg de proteínas/gde hígado,son media + S.D.

de cuatro determinacionesexperimentalesdiferentes. La t de Studentfue calculadapor

comparación de los resultados frente al control, cuando estadiferenciafue superiora 0,001

se consideró no significativo (*p<O,OOl).

-161-



3.10.-Citometrfa de flujo

La técnicarelativamenterecientede citometríade flujo permitela evaluaciónde multitud de

parámetroscelularesde unagran utilidad en estudiossobrela toxicidadde agentesquímicos.El

estudio de las variacionesen el DNA celular en poblacioneshepatocelularesse consideran

análisis de gran precisión en determinacionessobre la citotoxicidad y la genotoxicidadde

xenobióticos.

3.10.1.-Análisis del contenidode DNA por citometría de flujo en hepatocitosaislados de

ratón

Muestrasde hepatocitosaisladosde ratonesfetalesy adultos,tratadoscon unadosis subletalde

cocaína(60 mg¡Kg) y pretratadoso no con fenobarbital, se obtuvierona diferentestiempos

despuésde ]a administración de la cocaína(0, 12, 24, 48, 72, 96 horas y 7 días), y se

procesaronparaanalizarlas poblacionesde hepatocitosen basea su contenidoen DNA. De esta

manerase ha establecidocon precisión el porcentajede células que se encuentranen una

determinadafase del ciclo de división celular, para hacerun seguimientoen la secuenciade

acontecimientoshepatocelularesocasionadospor la cocaína.Estasecuenciacomprendela lesión

hepática(muertecelular) y la regeneraciónpost-necrótica.

En las Figuras29 y 30, se muestrael contenidode DNA evaluadopor la fluorescenciaemitida

a 623 nm por el complejo formadopor el DNA y el ioduro de propidio en abscisas,frente al

númerode células, en ordenadas.La Figura29 muestrael histogramade hepatocitosde fetos

a término (19 días de gestación),dondeaparecela distribucióndel DNA en las fasesdel ciclo

de división celular;expresadoen procentajes:fase GO-GI (64,3 %), faseS (28,9 %) y la fase

02/M (6,9 %).

En la Figura30, queserefierea hepatocitosde ratónadulto, seobservaen el control (0 horas)

tres poblacionescorrespondientesa diploidos (2N), tetraploidos(4N) y octoploides(SN). A las
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12 horas de la administración de cocaína se observa un pico hipodiploide (13 %>,

correspondientea células apoptóticas.A las 24 horas, el histogramade hepatocitostiendea

asemejarseal obtenidoparalos hepatocitoscontroles,si bien las poblaciones4N y 8N tienden

a incrementarse.A las 48 horas se apreciaun incrementoen la poblaciónoctoploide, la cual

disminuyeconsiderablementea las 72 horas de la inyecciónde cocaína.

El tratamientocon fenobarbital(PB),produjocasiunadisminucióndelas poblacionestetraploide

y octoploide. Comparandoestasvariacionescon el control se observaque el fenobarbital

produceun incrementoen la fase 00-61 (59 % --> ‘79 %) y disminucionesen las fases

tetraploide(39 % --> 21 %) y octoploide(5 % --> 3%). A las 12 horas de la administración

de cocaínalos hepatocitospresentanun pico hipoploidecorrespondientea apoptosis,mientras

que la población diploide se mantienesemejanteal control presentandosesignificativamente

disminuidala poblacióntetraploide(39 % --> 21 %). A las 24 y 48 horasde la inyección,la

población diploide se mantienepracticamenteigual al control mientrasque la tetraploideestá

disminuidaa las 24 horasrecuperándosea las 48 horas.En ambosgruposapareceun tercerpico

en la población octoploide. A las 72 horas apareceun pico hipodiploide, marcadamente

significativo correspondientea células apoptóticasy se encuentranlas células tetraploides

disminuidasconrespectoal grupocontrol. A las96 horasy 7 díasdela inyección,el histograma

muestra una aproximaciónal obtenido para los hepatocitoscontrol, si bien las poblaciones

tetraploidey octoploidepermaneceincrementada.

En la Tabla29, sedescribenlos valoresobtenidosen lasdiferentespoblacionesde células(2N,

4N y SN), así como el número de células apoptótícasexistentesa diferentes tiempos

transcurridos después de la administración de cocaína a ratones tratados y no tratados

previamentecon fenobarbital.
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APOPTOSIS 2N 4N EN

FETAL -— 64 7 ——

CONTROL O ¡ —— 59 39 5,4

COCA 12H 13 57 27 2,0

COCA 24H 0,5 41 49 8,0

COCA 48H ¡ 1,0 35 42 18,0

COCA 72H ¡ 0,6 47 48 2,8

COCA 96H 0,4 38 53 7,0

COCA 7D 0,8 38 52 9,0

FENQO —— 70 21 3

FCC 121-1 31 61 5,5 1,5

FCC 2411 0,7 68 20 8,0

FCC 4811 0,5 43 39 14

FCC 7211 37 32 15 5

FCC96J-¶ 0,3 46 37 14

FCC 7D 0,7 33 51 14

Tabla 29.- Determinacióncuantitativade la ploidia del DNA y caracterizaciónde la

apoptosis,segúnlos histogramasde la Figura 29.

-2N población hipodiploide(apoptosis)

2N poblacióndiploide

4N población tetraploide

SN = población octoploide

Los resultadosse expresanen % y son mediade dos determinacionesdiferentes.
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Figura 29.- Histograma de la distribución del DNA en las distintas fasesdel ciclo de

división celular en hepatocitosfetales a término (19 días de gestación).
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Figura 30.- Histogramas de ¡a distribución del DNA en las distintas fasesdel ciclo de

división celular en hepatocitosde ratón adulto a diferentestiempos (0, 12, 24, 48, 72,

96 horas y 7 días) de una inyección subletal de cocaína <60 mg/Kg) en ratones tratados

y no tratadoscon fenobarbital.
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GO—G1 s G2/M 11 G2 S2 G4/M

población 2. población 2

F

FETAL 64,3

2

28,9 6,9

CONTROL 63,3 2 34,7 83,1 3,2 13,7

FENOBARBITAL 73,6 4 22,3 81,2 8,3 10,4

Tabla 30.- Distribución del DNA en las distintas fasesdel ciclo de división célular.

Población 1: Fases60/61; S y 62/M.

Población 2: Fases02; 52 y 64/M.

Las fases60/61 correspondena la población diploide, la fase62 población tetraploide,la

04 población octoploide. faseS poblaciónen síntesisde DNA, Sí poblaciónen síntesisde

DNA desde61 a 62 y S2 poblaciónen síntesisde DNA desde62 a 64.
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Figura 31.-Distribución del DNA en las distintas fasesdel ciclo celular. Seestablecendos

poblaciones (población 1: 00/01, 5, 02/M y población 2: 02, 5 y 04/M). Los valores

numéricos se expresan en tanto % y se encuentranen la Tabla 30.

F — Fetal, C — Control, FB = Fenobarbital.
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COCA 1211 72 5,0 23

COCA 2411 81 3,0 16

COCA 4811 58 2,4 39

COCA 721-1 63 2,0 35

COCA 961-1 52 1,5 46,5

COCA7D 51 1,3 47,7

COCA 14D 49 1,0 40

FEN±COCA1211 92 3,0 5

FEN±COCA24H 85 5,0 10

FEN+COCA 4811 73 4,0 23

FEN+COCA 7211 65 22,0 ¡ 13

FEN+COCA 96H 64 2,0 34

FEN+COCA 70 46 0 54

FEN+COCA 140 56 0 44

GO/el s G2 /M

Tabla 31.- Distribución del DNA en las distintasfasesdel ciclo celular (GO/Gí, S y

G2/M) en hepatocitosde ratonesadultosinyectadoscon una dosissubletalde cocaína

(60 mg/Kg) a diferentestiempos(0, 12, 24, 48, 72, 96 horas,7 y 14 días) tratadosy no

tratadoscon fenobarbital.
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GO/Gí
(G2)

s
(S2)

G2/M
(G4/M)

COCA 1211 75 12. 14

COCA 2411 83 2 15

COCA 4811 49 7 44

COCA 7211 87 6 7

COCA 9611 77 7 16

COCA 7D 71 6 23

COCA 14D 72 5 23

FEN+COCA12H ¡ 43 50 7

FEN+COCA 2411 60 3 37

FEN+COCA 4811 64 5 31

FEN+COCA 7211 39 34 27 ¡

FEN+COCA 9611 48 9 43

FEN+COCA 7D 56 5 39

FEN+COCA 14D 41 3 56

Tabla 32.-Distribución del DNA en las distintas fasesdel ciclo celular (G2, S2 y G4/M)

en bepatocitos de ratones adultos inyectados con una dosis subletal de cocaína (60

mg/Kg) a diferentes tiempos (0, 12, 24, 48, 72, 96 horas,7 y 14 días) tratados y no

tratados con fenobarbital.
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Figura 32.- Distribución del DNA en las distintasfasesdel ciclo de división celular

(G0/G1, S y G2/~ en hepatocitosde ratones adultos inyectadoscon una dosissubletal

de cocaína(60 mg/Kg) adiferentestiempos (0, 12, 24, 48, 72, 96 horas, 7 y 14 días)

tratados y no tratados con fenobarbital.Los valoresnuméricosse encuentranrecogidos

en la Tabla 31.

1 =é—124b—48•—.172>—•96>—f 70 140 1 =~24I 40 t72—9S—I 70 140 1 2b—24HAS>-472H0SH 70 140

s
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Figura 33.-Distribución del DNA en las distintas fasesdel ciclo de división celular <G2,

S2 y G4/M) en hepatocitos de ratones adultos inyectados con una dosis suhíetal de

cocaína (60 mglKg) a diferentes tiempos (0, 12, 24, 48, 72, 96 horas, 7 y 14 días)

tratadosy no tratadoscon fenobarbital.Los valores numéricosse encuentranrecogidos

en la Tabla 32.

1 2H24.-44e1--472HeeI-l 70 140 1 21-24e44GH72H96H 70 140 1 2H24H4SH7298H 70 140

s
(S2)

G2/M
(04/M)
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3.11.-Morfología en preparacioneshistológicas de hígado de ratón

La cocaínacon y sin pretratamientocon fenobarbital, inducelesión hepáticaen ratonesen

relaciónal grupo control (Fotografía1). Los animalestratadoscon unadosisde cocaína(60

mg/Kg) por vía i.p., sufren una necrosiscoagulativade la zona perivenosa.Dicha lesión

comienzaa desarrollarsea las 12 horasde la inyección(Fotografía2), siendoa las24 horas

cuandoalcanzasu máximaintensidad(Fotografía3). En esteperiodo las célulasnecróticas

son marcadamenteeosinófilas,o fragmentadosy forman unabandade necrosisperivenosa

queocupaaproximadamenteel 30 % del parénquima.Los hepatocitosqueestansituadosen

los bordesdela lesión estánpálidos,hinchadosy muestranun citoplasmafinamentegranular

(Fotografía3b). Células de infiltrado inflamatorio agudo son observadasen las áreasde

necrosis. A partir de las 48 horas y hasta las 96 horas, seaprecian numerosascélulas en

mitosis, índice de regeneraciónhepática(Fotografía 4), existiendo diferenciasentre las

diversas zonas del acino, tal y como se pone de manifiesto en la Tabla 33. A los 14 díasel

parénquima hepático ha adquirido su morfología habitual (Fotografía 5), no observándose

diferencias con el grupo control. En los ratones tratados con una dosis de cocaína (60

mg/Kg), previa inducción con fenobarbital sódico, durante cinco días consecutivos,

administrado en el agua de bebida (lg/l), el patrón de necrosis hepática, varía con respecto

a los ratones tratados unicamente con cocaína, ya que la lesión afecta a la zona periportal

(zona1), existiendo además una esteatosis microvacuolar más o menos difusa provocada por

el tratamientocon fenobarbital(Fotografía6). En la mayoría de los animales, los hepatocitos

querodenanal terminal porta,estanbien conservados,pero los inmediatamente adyacentes,

muestranunanecrosis coagulativa que envuelve del 30 al 50 % del parénquima.La necrosis

es similar a la descrita en ratones tratados unicamente con cocaína (Fotografías 7 y 8),

observandose también células hepáticas pálidas e hinchadas en los bordes de la lesión. La

necrosis está totalmente establecida a las 12 horas(Fotografía7), y se mantienehastalas 48

horas, períodoa partir del cual comienzala proliferación celular (Fotografía9), que se

mantienehastalas 96 horas.El patrónde regeneraciónmuestradiferenciasrelevantesentre

las distintasarcasdel acino (Tabla33). A los 14 días la morfologíahepáticavuelvea ser la

habitual (Fotografía 10), al igual que ocurría en los ratones tratados unicamente con cocaína.
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Fotografía 1.- Hígado control de un ratón Swiss macho. llematoxilina-eosina.

(a) Panorámica.Espacioperivenoso(y). Terminalporta (P)(x125).

(b) Detalle de un espacio perivenoso (V)(x 250).

Fotografía2.- Necrosisperivenosaincipienteen un ratón Swissmacho,a las 12 horas

de la administración de 60 mg/Kg, de clorhidrato de cocaína, por vía intraperitoneal.

Hematoxilina-eosina.

(a) Panorámica.Espacioperivenoso(y). Terminalporta (P). Mitosis (flecha) (x125).

(b) Detalle de la necrosis.Espacioperivenoso(y). (x250)

Fotografía3.- Necrosis perivenosaen un ratón Swiss macho, a las 24 horasde la

administraciónde una dosis única, de 60 mg/Kg de clorhidrato de cocaína,por vía

intraperitoneal.Hematoxilina-eosina.

(a) Panorámica.Espacioperivenoso(y). Terminalporta (P). (x125).

(b) Detalle de la necrosis.Espacioperivenoso(y). (x250).

Fotografía 4.- Regeneraciónhepática.Ratón Swiss macho, a las 48 horas de la

administraciónde una dosis única de 60 mg/Kg de clorhidrato de cocaína,por vía

intraperitoneal.Hematoxilina-eosina.

<a) Panorámicaen la que se observan varios hepatocftos en mitosis (flecha). Espacio

perivenoso(y). Terminalporta (P). (x250).

(b) Detallede un hepatocitocentral en mitosis (Hecha). (x1250).

Fotografía 5.- Hígadosin alteracioneshistológicas,en un ratón Swissmacho,a los 7 días

de la administración de una dosisúnica de 60 mg/Kg de clorhidrato de cocaína,por vía

intraperitoneal. Hematoxilina-eosina.

(a) Panorámica.Espacioperivenoso(y). Terminalporta (P).(x125).

(b) Detallede un espacioperivenoso(V).(x250).
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Fotografía 6.- Esteatosismicrovacuolar en un ratón Swissmacho,al que seadininistró

una solución de fenobarbital sódico (¡gil) en el agua de bebida, durantecinco días

consecutivos.

(a) Panorámica.Espacioperivenoso(y). Terminal porta (P).(x125).

(b) Detalle de la esteatosis.(x500).

Fotografía 7.- Necrosis periportal y esteatosismicrovacuolardifusaen un ratón Swiss

macho a las 12 horas de la administración de 60 mg/Kg de clorhidrato de cocaínapor

vía intraperitoneal,quepreviamentehabíarecibido durantecincodíasconsecutivosuna

solución de lg/l de fenobarbital sódico, en el agua de bebida. Hematoxilina-eosina.

a) Panorámica.Terminalporta (P). Espacioperivenoso(V).(x125).

b) Detalle de la necrosisy de la esteatosis.Terminalporta (P).(x250).

Fotografía 8.- Necrosis periportal en un ratón Swiss macho, a las 24 horasde la

administración dc 60 mg/Kg de clorhidrato de cocaína por vía intraperitoneal, que

previamente había recibido durante cinco días consecutivos,una solución de lg/l de

fenobarbital sódico, en el agua de bebida. Hernatoxilina-eosina.

a) Panorámica.Terminal porta (P). Espacioperivenoso(V).(x125).

b) Detalle de la necrosis.Terminal porta (P).(x250).

Fotografía 9.- Regeneraciónhepática. Ratón Swiss macho a las 48 horas de la

administraciónde 60 mg/Kg de clorhidrato de cocaínapor vía intraperitoneal,que

previamentehabíarecibido durantecinco días consecutivos,unasolución de lg/I de

fenobarbitalsódico,en el aguade bebida.Hematoxi]ina-eosina.

a) Panorámica.Mitosis (f]echa).(x250>.

b) Detalle de un hepatocitomediozonalen mitosis <flecha). (x1250).
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Fotografía10.- Hígadosin alteracioneshistológicas,en un ratónSwiss machoa los 14

díasde laadministraciónde 60 mg/Kg declorhidratodecocaínaporvía intraperitoneal,

que previamentehabíarecibido durantecinco díasconsecutivos,una soluciónde lg/I

de fenobarbitalsódico,en el aguade bebida.Hematoxilina-eosina.

a) Panorámica.Terminalporta (P). Espacioperivenoso(y). (x125).

b) Detallede un Terminalporta (P). (x250)
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3.11.1.-Cálculo del índice mitótico

El cálculo del índice mitótico (IM), se basaen la relación existenteentreel númerode

mitosisy el númerodecélulas(Simpsonet al 1992).En el presentetrabajoesteíndice seha

expresado,comonúmerode mitosispor diez mil células

Para su realización, se han analizadolos cortesde hígadode los animalesde los grupos

control, fenobarbital,cocaínay fenobarbital+cocaína,examinandoen cadaunadeellos las

tres zonas del acino hepático (zona periportal, zona mediozonaly zona perivenosa)por

separado.

La estimacióndel númerode células sehace,utilizando el objetivo de 40x, quepermiteel

reconocimientode las figuras mitóticas, siguiendoel criterio de Baaket al (1983 y 1985).

El campomicroscópicoobtenidocon dicho objetivoes dividido en dospartesporuna línea

que coincidecon el diametrodel círculo, contandoel númerode núcleoscelularesque son

interceptadospordichalínea(n). La fórmulaempleadaparaestimarelnúmerodecélulaspor

campoesla del áreadel círculo: A = n r2, donder (radio) = n/2.

Sehan estudiadodiezcamposconsecutivosen cadaunade las zonasdel acinohepático,para

valorarel númerode mitosis, y tres de ellos (1, 5 y 10), han sido utilizadospara contarel

númerode células. La estimacióndel númerototal de célulasse realiza multiplicandola

mediaobtenidaen los tres campos,multiplicadapor 10.

La razónexistenteentreel total de mitosis en los 10 camposy el total de células,presentes

en esosmismos 10 campos,constituyeel índicemitótico.
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C EL MIT
IM

7
1 CEL MIT

IM
CEL

N2

MIT

1’

IM

PERIVENOSA MEDIOZONAL PERIPORTAL

CONTROL0 801 0 0 962~ 1 10 815 0 o

COCA 2411 815 1 12 1378~ 3 22 1259 0 0

COCA 4811 1261 73 1369 10 73 1376 4 20

COCA 7211 1259 5 40 1341 8 60 1244 3 24

COCA 96H 1319 5 38 1293~ 7 54 1278 3 23

COCA7D 810 0 0 824 0~ 0 803 0 0

PENO 0 670 1 14 669 1 15 654 1 15

PCC 2411 1383 2 14 1160 3 26 759 2 26

FCC 4811 1383 5 36 1183 11 93 1076 9 84

FCC 7211 1330 5 38 1221} 9

1195 7

74 1163 6 52

FCC 9611 1317 30 58 1221 5 41

FCC 7D 819 0 0 SOS! 0 0 817 0 0

Tabla 33.- Relación del índice mitótico en las diferenteszonasdel acino hepático:

perivenosa.El índicemitótico estáexpresadocomo númerode mitosispordiez mil células.
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4.- DISCUSION

La cocaínaesun alcaloidenatural, queinduceselectivamentela muertecelularen el interior

del acinohepático,a travésde la formaciónde metabolitosreactivos,queson los verdaderos

responsables de su hepatotoxicidad (Roth et al 1992). Los xenobióticos lesionan

preferentementela regiónperivenosadel acinohepático,debido aque en estaregiónexiste

un desequilibrio,entrela velocidadde producciónde metabolitosreactivospor el sistema

microsómicodel citocromoP-450,y lacapacidaddedestoxificación.El modeloexperimental

del presentetrabajo,se ha seleccionadoen basea la lesiónperivenosaqueproducelacocaína

cuandoseadministraa ratonesSwiss machos,y a la lesión periportalque producela misma

drogacuandoseadministraa estosmismosratonestratadospreviamentecon fenobarbital.

La alteraciónen la ubicaciónde la lesión hepáticasegúnel tratamiento,esun hechopoco

frecuentedel que sedesconoceel mecanismomedianteel cual el fenobarbitalsensibilizaa

los hepatocitosde la región portal a los efectosde la cocaína.

El esquemaalternativo de lesión hepática severa en los hepatocitosperivenosos o

periportales,ofrecelaposibilidadde establecercomparacionesen la respuestahepáticasegún

que hayan sido lesionadasuna u otra de las distintas poblacionesde hepatocitosque se

encuentranen el acino.

En general, la secuenciade los acontecimientosque tienenlugar por efectode los agentes

hepatotóxicoses la siguiente:

Tóxico =======> lesión hepática<perivenosao periportal)

muertecelular(apoptosisy/o necrosis) = regeneraciónhepatocelular

> restauraciónde la funcionalidad

En el casodela cocaínaestasecuenciaseproduceporla formaciónde norcocainanitróxido~,

el único radical libre hastaahora conocido,producto del metabolismooxidativo de esta

droga.
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Parahacerun seguimientode estosacontecimientos,sedispusierondosgruposde ratones.

Ambos gruposrecibieronsendasdosissubletalesdecocaína,pero uno de ellos fue tratado

previamentecon fenobarbitalcon objeto de inducir en él, el sistemahepáticomicrosómico

monooxigenasade función mixta dependientedel citocromoP-450, y con ello incrementar

la toxicidad de la cocaína.Este modelo se asemejaa lo que puedeocurrir en humanos

alcohólicos que ingieren cocaína.

4.1.- Parámetrosbioquímicosy morfológicosde lesiónhepática

Paraestablecerun diagnósticode la lesión hepáticainducidaporcocaínasehan evaluadoen

suerode ratones,las actividadesenzimáticasmarcadorasde lesión hepática.Las muestrasde

sueroseobtuvierona distintostiempos comprendidosentrelas O y 96 horasa partir de la

administración de esta droga. La elevación de estas actividades unida al estudio

histopatológicoen cortesde hígado, nos ha permitido diagnosticarun cuadrode necrosis

periportal severa en hígado, cuando la cocaína fue administrada a ratones pretratados con

fenobarbital, y un cuadro de necrosis perivenosa cuando la cocaína se administró a ratones

no tratados. Estudios previos de otros autores, sobre la hepatotoxicidad de la cocaína, han

descrito una necrosis mediozonal que cambia a necrosis periportal en ratones DBA/2Ha

pretratados con fenobarbital (Kloss et al 1982a). En nuestros experimentos con ratones Swiss

se ha observado con gran claridad el cambio en la diferente ubicación intraacinar de la

necrosis, de perivenosa a periportal por efecto del fenobarbital.

La necrosishepática,tanto periportal como perivenosainducidapor cocaínaprodujo una

elevación masiva de las aspartato y alanina aminotransferasasy de la isocitrato

deshidrogenasa NADP~ en suero. En el caso de suero de ratones pretratadoscon

fenobarbital,el máximode actividadseregistróa las 12 horasy fue aproximadamentedos

veces superior que en el grupo de ratones no tratados. En este último caso el pico de

actividadesenzimáticasséricasseregistróa las 24 horas.

Otra diferencia entre el grupo no tratado y el pretratado con fenobarbital, es que en este

último apareció un segundo pico de actividad en estos enzimas séricos a las 72 horas de la
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administración de la cocaína. Esta segunda salida de los enzimas hepáticos al suero coincide

con la aparición de un segundopico de células apoptóticas,puesto de manifiesto en

hepatocitosaislados,por citometríade flujo.

La actividadde la gamma-glutamiltransferasaen suero se elevó en ambosgrupos,con la

únicadiferenciaqueestaelevaciónfue mástempranaen ratonespretratadoscon fenobarbital.

Al contrarioquelas actividades séricas mencionadas anteriormente, la actividad de la GGT

permanecióelevadaa las 96 horas, lo cual indica, que el hígado se encuentratodavía

lesionado,aunquehaya remitido la necrosis. La GGT es un enzimaextracelular cuya

actividadséricaseelevaen casosde enfermedadhepatobiliar, intoxicaciónetflica o estado

preneoplásico(Cascaleset al 1991). Es el único enzimaconocidoque catalizala hidrólisis

del enlaceglutamilo del glutation, y con ello el primer paso en la degradaciónde este

tripéptido.Su nivel hepáticoesmuy bajo, en nuestrocasola elevadaactividaddeesteenzima

puede,junto con laelevadaactividadde la glutation-S-transferasa,queluegosediscutirá, ser

la causade la deplecióndel glutation que ocurre por efecto de la administraciónde la

cocaína.

Todos estosresultadosserefuerzancon los obtenidosporobservaciónal microscopioóptico

de cortesde hígado, dondeademás,se ha podido delimitar con claridad la zonadel acino

hepáticoque sufrió el procesonecrótico. Los puntos de máximanecrosis,tanto periportal

como perivenosa,coincidencon los picos de máxima actividad de los enzimasséricos.

Morfológicamenteno ha podido cuantificarseexactamente,la intensidad de la necrosis

inducidapor cocaína,pero las actividadesenzimáticasséricas,demuestranque la necrosis

periportal originadapor pretratamientocon fenobarbital,fue más intensaque la producida

sin tratamientoprevio.

4.2.- Sistemascitosólicosgeneradoresde NADPH

Existen evidenciascontrastadasque demuestran,que la biotransformaciónoxidativade la

cocaínaen hígado juegaun papel fundamentalen su hepatotoxicidad.El metabolismo

oxidativode la cocaína,a travésdel sistemamicrosómicomonooxigenasade función mixta,
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dependiente del citocromo P-450, comprende una secuencia de reacciones que se inicia con

la N-desmetilaciónde la cocaínaa norcocaina(Misra et al 1976, Inabaet al 1978),continua

con la N-hidroxilación a N-hidroxinorcocaína, mediada por el citocromo P-450 (Kloss et al

1982b; Shuster et al 1983); un proceso oxidativo posterior con un solo electrón, también

mediado por el citocromo P-450, transforma la N-hidroxinorcocaína en norcocaina nitróxido~:

NADPH NADP~
~~>1

Cocaína --> Norcocaina --> N-hidroxinorcocaína C= = —> norcocaina

nitróxido NADP~ NADPH

El intercambio entre la N-hidroxinorcocaína y la norcocaina nitróxido~ se verifica mediante

un ciclo fútil, que consume NADPHan ambos sentidos y que genera el anión superóxido en

el paso norcocaina nitróxido a N-hidroxinorcocaína.

El protagonismoque juegan los equivalentesreductoresNADPH en las reaccionesde

destoxificación microsómicas, unido al preponderante papel de estos equivalentes en el

metabolismo específico de la cocaína, nos han llevado a estudiar los sistemas generadores de

NADPHen el citosol del hepatocito y sus alteraciones por efecto de la administración de

cocaína. Se ha determinado la actividad de los dos enzimas del eslabón oxidativo del ciclo

de las pentosas fosfato, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la 6-fosfogluconato

deshidrogenasa, y también la del enzima málico y la de la isocitrato deshidrogenasa. Todos

estos enzimas del metabolismo intermediario hepático, se encuentran involucrados en la

encrucijada entre carbohidratos y lípidos, en la biosíntesis de ácidos nucléicos y en procesos

de biotransformación de xenobióticos. Las dos deshidrogenasas del ciclo de las pentosas

fosfatoseencuentranreguladasporel estadoredox citosólicoNADP~ y lavelocidadde flujo

de este ciclo se debe a la velocidad de aquellos procesos que utilizan NADPH(Veech et al

1969>. La significativa disminución de la actividadG6PDHpor efecto de la cocaínaen el

período comprendido entre las 12 y las 48 horasde su administración,que coincidecon la

disminución del cociente NADPH/NADP~, puede ser una de las causas, que junto con la

deplecién del glutation, explique la hepatotoxicidad de la cocaína. Sin embargo, las

actividades de la 6PGDHy de la ICDH se elevaron discretamente, mientras que el enzima
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málicono experimentóvariaciones.En todos los casoslas actividadesfueron máselevadas

que en el grupopretratadocon fenobarbital.

Para completar este capítulo relacionado de enzimas citosólicos dependientes del NADPHse

ha determinado el estado redox citosólico NADP~y NAD~para cuantificar el nivel de los

equivalentes reductores en el citosol del hepatocito. Se observa que el tratamiento con

fenobarbitaldisminuyó significativamentela tasade equivalentesreductoresNADPH en

citosol y queel efectode la cocaínasobreestos bajosnivelesfue la de inducir suprogresiva

elevación. Esto se explica por la mayor actividad de los enzimasgeneradoresde estos

equivalentes.La cocaínaporsí mismaagotéinicialmentelos equivalentesreductoresNADPH

que llegarona un mínimo a las 24 horas.El estadoredox citosólicoNADH disminuyóen

ambos casos,pero una parte de esta disminución al inicio del tratamiento se debió al

fenobarbital. De todos estos resultados puede deducirse que, el metabolismo hepático de la

cocaína altera los sistemas citosólicos dependientes del NADP4y que estas alteraciones son

más acusadas cuando la cocaína se administré a animales pretratados con fenobarbital.

4.3.- Sistemasrelacionadoscon el metabolismo del glutation y el metabolismo

peroxidativo.

Se ha observado que la administración de cocaína se acompaña por una depresión en el

contenido hepático de glutation reducido. Esta disminución llegó a alcanzar en nuestros

experimentoshastaun 50 % y de acuerdocon Donnelly et al (1988) la depleción del GSH

esun hechoqueprecedeacualquierfenómenocitotóxico, ya que los cambiosen el cociente

GSH/GSSGjueganun papel integral en los fenómenosque conllevana la muertecelular

inducida por cocaina.

Las alteraciones inducidas por administración de cocaína referentes a la concentración de

GSH, asícomoal cocienteGSH/GSSGprovocarondescensosen ambosparámetros.El GSH

disminuyó en ambos grupos, en el no tratado y en el pretratado con fenobarbital, pero

mientrasquela disminuciónprovocadapor la cocaínafue sólo de un 20 %, la deestadroga

unidaal fenobarbitalresultésermuchomayor,alcanzandoal 50 %. Sin embargo,el cociente
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GSH/GSSGresultécon el mismo gradode disminuciónen las doscondiciones,debidoaque

la cocaínaperseoriginé elevacionesen el glutation oxidado(GSSG),que no seregistraron

en el lote pretratadocon fenobarbital.

El glutation es un tripéptido ampliamentedistribuido en células de mamíferos y su

concentraciónhepáticase encuentraen el rango milimolar (5 - 10 mM). Este tripéptido

contribuyea la destoxificacióncelularde xenobióticosendógenos(peróxidode hidrógeno,

lípidos peroxidados,etc) y exógenos,a travésde la acción de la glutationperoxidasay la

glutation-S-transferasa.La glutationperoxidasay la catalasaactúaneliminandoel peróxido

de hidrógeno y evitando, con ello su utilización en la formación de radicales hidroxilo, a

travésde una vía en la que se encuentraninvolucradoslos sistemasgeneradoresdel anión

superóxido. El glutation y los enzimas con él relacionados modulan la síntesis de los

radicales de oxígeno.

Está bien demostrado el papel crítico del GSH en una gran variedad de reacciones de

destoxificaciónfrentea especiesactivasde oxígenoproducidasduranteel metabolismode

xenobióticosy su intervenciónen la formacióndeconjugadoscon metabolitoselectrofiicos.

Existe un gran númerode evidenciasque indican que la producciónde radicaleslibres esla

causaprincipal del estrésoxidativo, que va a dar lugar a la pérdidade GSH. En nuestros

experimentoshemosencontradoincrementossignificativosen la concentraciónintracelular

de GSSG. La formación de CSSG, por efecto de la cocaína, indica que en estas condiciones

experimentalesla producciónde mezclade disulfurospuedaser la causade la pérdidade

USH, ya que la acumulación de GSSGes, al parecer, esencial para la formación de mezcla

de disulfuros durante el estrés oxidativo (Dimonte et al 1984; Jewel et al 1986). Los

incrementossignificativos en la formación de GSSG por efecto de la cocaína,pueden

explicarseporuna mayoractividadde la glutationperoxidasaen la regiónperiportalquees

la no afectada por la cocaína. La liberación de GSSG a travésde la membrana plasmática de

los hepatocitosesun mecanismofisiológico involucradoen el mantenimientodel equilibrio

del GSHentre los órganos (Sies 1983), que puederesultartambiénafectadopor efectode

la cocaína.
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Hemosinsistido en que el glutation reducidoGSH ejerceun papelcrucial en la protección

celular frente al ataque de xenobióticos y al estrés oxidativo. Aunque no está del todo claro,

parece ser que los hepatocitos periportales contienen doble cantidad de glutation que los

perivenosos, pero más importante que la concentración intraacinar de glutation es la

distribución de las vías de destoxificación. Kera et al (1987) han estudiado la distribución

de los enzimas acoplados al glutation en hepatocitos aislados de la región periportal o la

perivenosa,pormediode perfusióndel hígadocon digitonina-colagenasa.Segúnestosautores

la actividad de la glutation-S-transferasacitosólicaes mayor en las células que rodeanal

terminal venoso, mientras que la actividad de la glutation reductasacitosólica aparece

uniformementedistribuidaen el acinohepático.Por el contrario, la actividadde la glutation

peroxidasa,dependientedel selenio, como también de la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa

esmuchomenoren las célulasperivenosasqueen las periportales.La actividadrelativamente

menor de estas dos enzimas en la región perivenosa puede explicar, en parte, la

susceptibilidad de esta región a la agresión química (Kera et al 1987).

La peroxidaciénlipídica es un procesoen el cual el oxígenomolecularse incorporaen los

lípidos no saturados para formar hidroperóxidos lipídicos. La degradación de estos

lipohidroperóxidos eleva la concentración intracelular de malondialdehido,el cual fué

determinado en el presente trabajo, para poseer un índice de la peroxidación lipídica en el

doblemodelo experimentalinducido porcocaína.

El malondialdehido se calculó en extracto hepático y su concentración fue elevada en ambos

casos. La cocaína produjo una elevación de casi el 50 % a las 24 horas de la intoxicación,

pero cuando se administré a ratones pretratadoscon fenobarbital, la elevación inicial

producidapor el fenobarbital, de un 100% siguió ascendiendopor efecto de la cocaína

llegando a las 12 Ii a valores cercanos a un 300% de subida. A partir de este momento la

concentración de malondialdehido descendió en ambos casos hacia la normalidad.

En nuestrosresultados,la glutationperoxidasadependientedel selenio,mostróvaloresmuy

cercanosa la normalidaden extractossolublesde hígadode ratónpor efectode la cocaína,

mientras que cuando la cocaína se administró a ratones pretratados con fenobarbital esta
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actividadenzimáticadescendiósignificativamentemás de un 50% mostrandoalteraciones

paralelasa las encontradaspara la concentraciónde glutation reducido. Sin embargo,la

glutation-S-transferasa de la fracción soluble se elevó en los dos casos, pero en ratones

pretratadoscon fenobarbitalestaelevaciónfué mayor,por partir de actividadesinicialesmuy

elevadas.Laglutation-S-transferasaesel enzimaquecatalizala adiciónnucleofílicadel grupo

tiol del glutation a aceptores nucleofflicos (Picket y Lu 1989). La elevación de esta actividad

enzimática por efecto de la cocaína con o sin fenobarbital puede explicar la deplecién del

glutation.

Hemospodidoobservargrandesdiferenciasentrelos dosgrupos,el pretratadoy el no tratado

con fenobarbital, en lo que se refiere al metabolismo relacionado con el glutation y con el

estado de oxido-reducción celular. De acuerdo con Rauckman et al (1981), la glutation

peroxidasa apenas interviene en el proceso de reducción de la norcocaina nitróxido~, y sobre

estasbasesellos sugieren que la pérdida de glutation inducida por la cocaína se debe más

bien a la depleción de equivalentes reductores NADPH y al incremento en GSSG. En

nuestros resultados hemos observado que la disminución del GSH por efectode la cocaína,

estuvoacompañadapor un aumentodel GSSGpor efecto de la glutationperoxidasa.Sin

embargo,la cocaína,en elgrupopretratadocon fenobarbital,produjounamayordisminución

del GSH, queno estuvoacompañadapor incrementosen el GSSG,probablementedebidoa

la bajaactividadde la glutationperoxidasa.Es probable,que la deplecióndel glutation en

este caso se deba al agotamiento de NADPHy a la actividad elevada de la glutation-S-

transferasa.Es posibletambién,queel ciclo fútil entrela N-hidroxinorcocaína< = = =

norcocainanitróxido~, que consumeNADPH en ambossentidos,seael mecanismocausante

de la utilización masivadel NADPH. Como el NADPH es el cofactor necesariopara la

conversióndel GSSG en GSH, vía glutation reductasa,una depleciónde NADPH ha de

ocasionarun incrementoen el GSSGque tiene que seractivamenteexcretadodel hepatocito

paramantenerun cocienteGSH/GSSGdentrode lanormalidad.La disminucióndel NADPH

pordebajode un nivel crítico comprometela capacidadde la célulaparaque permanezcael

equilibrio redox del glutation.
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Esquema que relaciona el metabolismo oxidativo de la cocaína con el estido de oxido-reducción

Otro enzima directamente relacionado con la peroxidación es la catalasa. Su actividad

disminuyó notoriamente por efecto de la administracién de cocaína y aún más por efecto de

la cocaína + fenobarbital. En este último caso los valores iniciales (debidos sólo al

fenobarbital) fueron muy bajos. La superóxido dismutasa fue evaluada en base a la posible

formación del anión superóxido en la reducción de la norcocaina nitróxido-. Las variaciones

en esta actividad fueron muy débiles y poco significativas.

4.4.-Sistemasmicrosémicosdependientesdel citocromoP-450

El sistemaenzimáticode óxido-reducciónmás importantedel hígadoesel que dependedel

citocromoP-450.Este sistemase componede unacadenade transporteelectrónicoque se

asociaa la caraexternade la membranadel retículo endoplásmico(Martín-Sanzy Cascales

1990).

Quizá la inducción del sistema microsémico dependiente del citocromo P-450 por el

fenobarbital y con ello de las actividades de otros enzimas, como la glutation reductasa y la

citocromo P-450 NADPH reductasa, que consumen NADPH, haya influido sobre las

Sangre

bilis
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actividades de los enzimas que generan NADPH necesario para su funcionamiento.

Analizandolos resultadosde la actividadde la glutationreductasa,observamosqueexisteun

paralelismoentre la actividad de este enzima y la de los que generan NADPH. El

fenobarbital,por sí mismo,produjo una elevaciónsignificativa deestaactividadenzimática,

mientras que las elevaciones originadas por la cocaínasin pretratamiento,fueron poco

significativas.

La citocromo P-450 NADPHreductasa es una flavoenzima que forma parte de la cadena de

transporte electrónico en el sistema microsómico de oxidación, dependiente del citocromo P-

450. Este enzima transporta electrones desde el NADPHal citocromo P-450.

NADpH H~

NAOPi-f -
e

alt P450 —..

reductas

NADP

NAOH, H 1 GuA

citb
£

eductasa
NAD’

1 GuA

En nuestras condiciones experimentales, la citocromo ¡‘-450 reductasa se encuentra

disminuida inicialmente por efecto del fenobarbital (50 %, p<0,OOl). Por efecto de la

cocaína esta actividad se elevó, con máximos a las 12 h (147 %, p’C0,OOl). Por otro lado,

el citocromo b5, hemoproteina de pequeño tamaño, que actúa transportando electrones,

experimenté unas variaciones relativas a una mayor actividad inicial por efecto del

fenobarbital (159 %, p<0,00l) y a unos máximos en los dos grupos a las 12 h de la

administración de cocaína (257 %, p <0,001 y 312 %, p<
0,00í, respectivamente).

8,0
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El citocromo P-450 también experimentéuna notable caída, siendo esta más acusadaen

ratonespretratadoscon fenobarbital,debidoa queel fenobarbitalal inducirestesistema,los

nivelesinicialesmicrosómicosen el grupopretratado,fueron muy elevados.Así, en hígado

tratado sólo con cocaína la concentración microsómica de citocromo P-450 disminuyó

notablementea las 24 horasy mostróuna recuperacióna partir de estemomento.En caso

de cocaínaadministradaa ratonescon fenobarbital,aunquelos valoresinicialesfueron casi

4 vecessuperioresal valor control,experimentaronuna notablecaídacon tasasdel 50 % a

las 48 horas del tratamiento con cocaína. Es un hecho conocido que el tratamiento con

fenobarbitaleleva notablementelos nivelesenzimáticosdel sistemacitocromo P-450 por

inducción del mRNAP-45011B1/2 (Adesnik et al 1981).Se sabetambién,queel mecanismo

responsablede esta inducciónes un incrementoen la transcripciónde los genesP450IIb1y

P45011B2(Atchison y Adesnik 1983). El citocromo P-450 microsómicohepáticoes un

sistemaenzimático implicado en el metabolismo oxidativo de compuestosendógenosy

exógenoscomoprostaglandinas,hormonasesteroideas,fármacosy carcinógenos(Guengerich

1990).

Existe cadavez una mayor certeza,acercade que la expresiónde muchasproteínasde los

hepatocitosdifiere dependiendode su localizaciónen el interior del acino (Jungermanny

Katz 1982). Miembros de la superfamilia genética del citocromo P-450 aparecen no

homogeneamentedistribuidos y se inducenpreferentementeen la región perivenosa.Se

desconocenlos mecanismosresponsablesde estasdiferencias,tanto del citocromo P-450

constitutivo como del inducido. Por ello, los estudios sobre heterogeneidadacinar

(Jungermanny Katz 1982)aceptanque labiotransformaciónde las sustanciastóxicasa través

del citocromo P-450, es una función preferentede los hepatocitosperivenososque se

encuentransometidosa un riesgo potencialmayorporqueseencuentranmenosprotegidos.

4.5.- Otros parámetros relacionadoscon el metabolismo glucolítico y energético

La concentración de ATP, determinada en extractos hepáticos mostró un notable descenso

a las 12 y 24 horas de la administración de cocaína en ambos grupos de ratones, no tratados

y pretratados con fenobarbital. Por efecto de la cocaína este descenso fue superior al 40 %
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manteniéndose esta baja concentración hasta las 48 horas y elevándose hacia la normalidad

en el período comprendido entre las 72 y 96 horas. Por efecto del fenobarbital la

concentración inicial de ATP fue menor que en el control y la administración de cocaína la

hizo descender aún más, llegando a las doce horas a un mínimo inferior al 30 % del valor

normal.A partir de las 24 horasseinició unadébil recuperaciónhaciala normalidadquese

consiguióa las 96 h.

En los procesos de hepatotoxicidad estudiados con anterioridadpor nuestrogrupo(Cascales

et al 1992; Díez-Fernández,1992a), pudimosobservarque el glucógenohepáticodesciende

y se incrementan las actividades de los enzimas clave de su degradación, como la glucógeno

fosforilasa a. En el presente estudio el glucógeno descendió a un 60 % del valor control, por

efecto de Ja cocaína y a un 20 % cuando la cocaína se administró después que el

fenobarbital. Sin embargo,el tratamientoprevio con fenobarbital no alteró los niveles

iniciales de glucógeno.

Las actividadesenzimáticasresponsablesde la formacióndeglucosa-6-fosfatoseencuentran

involucradas en la ruta degradativadel glucógeno (glucogenolisis),mecanismoque se

encuentra notablemente activado en casos de hepatotoxicidad. La desaparición del glucógeno

en casos de lesión hepática es un hecho conocido (Cascales et al 1992). Por otro lado, la

desviación del catabolismo de Ja glucosa hacia la ruta de las pentosas fosfato, por efecto de

hepatotóxicos, ha sido también descrita con anterioridad (Cerdán et al 1981), por tanto, en

el presente modelo era interesante investigar el comportamiento de las hexoquinasas, enzimas

que fosforilan la glucosa en posición 6 y de cuya actividad depende la velocidad de

degradación de la glucosa. La determinación de esta actividad frente a glucosa 1 M, glucosa

1 mMy fructosa 33 mMnos proporcionó resultados contradictorios; la glucoquinasa (glucosa

1 M) que disminuye por efecto de la cocaína, se mantiene con valores cercanos a la

normalidad cuando la cocaínase administréa ratonespretratadoscon fenobarbital. En

presencia de glucosa 1 mMla actividad ascendió significativamente por efecto de la cocaína

y algo menos en ratonespretratadoscon fenobarbital. La hexoquinasaen presenciade

fructosa33 mM experimentédébilesvariacionespor efectode la cocaínay descendióen el

grupo pretratado con fenobarbital.
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cocaina FB + cocaína

glucoquinasa(glucosa1) (-) (=)

hexoquinasa(glucosa1 mM) (+++) (+)

hexoquinasa(fructosa33 mM) t) (-)

La razón de estasvariacionespuedeestaren el cambioen la localizaciónintraacinarde la

necrosis.Estecambio,que parecesercomúna humanosy ratones,sedebea circunstancias

que elevanla biotransformaciónoxidativade la cocaína.La regio-especificidadnecrogénica

de la cocaínahade serconsecuenciade un desequilibrioentrelos enzimasresponsablesde

la activaciónmetabólicade la drogay los enzimasencargadosde la destoxificaciónde tales

sustancias activadas.

4.6.-Regeneraciónhepática post-necrótica inducida por cocaína

Es un hechobien documentadola capacidaddel hígadode los mamíferospara regenerarse

en respuestaa la pérdidaparcial de sus propiascélulas (Michalopoulos1990; Mehendale

1991). El hígado en regeneraciónproporcionaun modelo sincronizadode proliferación

celular. La respuestaregenerativaque sedesencadenainmediatamentedespuésde la necrosis

ha sido uno de los objetivos de nuestrasinvestigacionesen estedoblemodelo de necrosis.

La regioselectividadde la necrosis tiene que influir necesariamenteen el proceso de

regeneraciónhepatocelular.Se sabe que es la región periportal la que se encuentramás

capacitadaparainiciar el procesoproliferativo (Jungermany Katz 1982). Por ello, en caso

de necrosisperivenosa,la máscomún entrelas originadaspor xenobióticos(tioacetamida),

el procesoregenerativoseefectúamedianteunadesdiferenciaciónde los hepatocitosadultos

que adquierencaracterísticastípicas de hepatocitosfetales (Cascaleset al 1992; Diez-

Fernándezet al 1992b y 1993b).

A pesar de que las células progenitoras in vivoselocalizanen el área periportal, la zona más
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oxigenadadel acino, en las fotografíasobtenidaspor microscopiaóptica se observaron

mitosis tanto en la zonaperivenosacomo en la periportal, y en amboscasos,la mayorparte

de ellas aparecieronen la región mediozonaldel acino.

En cortesde hígadoobtenidosen períodosentreO y 7 díassecalculóel índicemitótico (IM)

medianteel contajede mitosis en distintoscampos,por númerode células.Esteindice fué

calculado,en el presentetrabajo,comonúmerodemitosispor 10.000células.En el casode

cortes de hígado procedentes de ratones tratados sólo con cocaína, en los que se diagnosticó

el proceso necrético perivenoso, el índice mitótico fue dos veces superior en la zona

perivenosa comparada con la periportal, mientras que en los cortes de hígado obtenidos de

ratones tratados con cocaína y fenobarbitalel mayor índice mitótico seregistroen la región

mediozonalseguidomuy de cercade la periportaly ambasfueron másdedosvecessuperior

a la perivenosa.En ambosgruposel pico de mitosisfue en la muestratomadaa las 48 horas.

(IM> mitosis/l0000 células

perivenoso mediozonal periportal

cocaína 48 h 73 73 29

PB + cocaína 48 h 36 93 84

En la unidad microcirculatoria del hígado, el suministro sanguíneose origina desdelos

terminales portales y el drenage se verifica a través del terminal venoso. Las células de la

región mediozonal,se adaptande acuerdocon los suministrosque le llegan en el lugar

intermedioentrela regiónperivenosay la periportal.Deacuerdocon los resultadosobtenidos

en el presentetrabajo, la heterogeneidadacinar influye de maneranotableen el proceso

regenerativo post-necrótico inducido por cocaína. Aunque los valores numéricos del índice

mitótico son algo superiores en el grupo tratado con fenobarbital,esadiferenciano concuerda

con las diferencias observadas en las actividadesde los enzimasséricos marcadoresde la
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necrosis.Si hacemosunacomparaciónde las sumasde los índicesmitóticosen las tresáreas

del acino,en hígadono tratadoy pretratadocon fenobarbital,nosencontramosqueexisteuna

diferenciaentreambosque se mantieneconstantey que coincidecon la proliferacióncelular

inicial aportadaporel pretratamientocon fenobarbital.

4.7.- Caracterización de la ploidia y distribución del DNA genómicoen las

distintas fasesdel ciclo de división celular

Con el objeto decaracterizarel procesosecuencialde: muertecelular (apoptosisy necrosis)

y regeneraciónhepatocelular,sehan aisladohepatocitosdespuésde la administracióndeuna

dosis subletalde cocaínaa ratonestratadoso no tratadospreviamentecon fenobarbital.

El término apoptosis o muerte celular programadase utiliza para describir la forma

característica de muerte celular desencadenada por diversos estímulos ambientales

(Darzynkiewiczet al 1992).Duranteesteprocesotienenlugar una seriedeacontecimientos,

entre ellos, el más importantees la activación de una endonucleasacon afinidad por las

regiones internucleosomales del DNA, que va unida a cambiosmorfológicosespecíficosen

el núcleoy en el citoplasma.El interésporestosmecanismosemanade su papelclaveen el

desarrollode órganos y tejidos durantela embriogénesis,la regulaciónde la respuesta

inmune y en la muertenatural de célulasdiferenciadasal fina] de su períodovital.

En contraste con la apoptosis, la necrosis es una manerainespecíficade muertecelular

causada,a menudo,por concentracionesexcesivamenteelevadasde agentestóxicos. La

necrosispuedeconsiderarsecomo un colapso metabólico cuando las células no pueden

mantenersu homeostasisiónica. La necrosisproducidapor intoxicacionessecaracterizapor

una hinchazonde las mitocondriasy pérdida inmediatade la integridad de la membrana

plasmática.

Como marcador de células apoptóticaspor citometría de flujo se ha propuestouna

disminucióndel marcajedel DNA con diferentesfluorocromos.Telford et al (1992) han

comparadola capacidadde diversos fluorocromos para teñir el DNA de las células
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apoptóticas y han observado que en estas células esta capacidad está disminuida.

Nuestrointeresporestudiarel DNA en estedoblemodeloexperimentalinducidoporcocaína

sedebea las razonessiguientes:En primerlugar nos ha interesadodeterminarla presencia

de células aneuploides (hipodiploidia) y en segundo lugar hemos querido investigar el

porcentajede célulasen cadafasedel ciclo de división celular con el objeto de evaluarla

velocidaddeproliferaciónen el procesode regeneraciónpost-necrótico.

Ya hemosvisto que la unidad microcirculatoriadel hígado,consisteen hepatocitosque son

heterogéneosdesdeel punto de vista bioquímicoy funcional (Rappaport1976). Como los

hepatocitospresentantambién una heterogeneidaden el contenido en DNA, nos interesó

determinar el porcentaje de la ploidia, paso a paso, durante el proceso de muerte celular y

regeneración inducidas por cocaína. La heterogeneidad de la ploidia ha sido estudiada

recientemente por nuestro grupo (Diez-Fernández et al 1992a y 1993b) en un modelo de

necrosisy regeneracióninducidasporel hepatotóxicotioacetamida.Sin embargo,senecesita

profundizarmásen estasinvestigationesmedianteladeterminacióndecinéticascelularespara

hacerun seguimientode laprogresióndel ciclo celular,durantelos procesosde regeneración

hepatocelulary restauraciónde la funcionalidadhepática.

Los dosacontecimientosmásimportantesen las célulaseucariontesson, la replicaciónde los

cromosomas, que ocurre en la fase 5 (síntesis del DNA) y la segregación cromosómica que

ocurre en la fase M(mitosis). La regeneración hepatocelular en respuesta a la lesión hepática

inducidaporxenobióticosesun interesantefenómeno,escasamenteestudiadohastala fecha,

de gran repercusióna nivel farmacológicoy clínico. Esteprocesorepresentael mecanismo

de defensahepatocelularmásimportantefrenteal ataquetóxico (Mehendale1991).

Recientesestudiosde nuestrogrupohan demostrado(Díez-Fernández1993b) alteraciones

notablesen la ploidia del DNA durantela regeneraciónhepáticapost-necróticainducidapor

tioacetamidaen comparacióncon la regeneraciónhepáticainducidaporhepatectomíaparcial.

Mientras que las poblacionespoliploides (tetraploidey octoploide) casi desaparecenen

hepatocitosregenerantespost-necróticos,en células hepáticaspost-hepatectomíaparcial la
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poliploidia se mantiene(DeJuanet al 1992).

La citometría de flujo ofrece grandes ventajas para estudiar la hepatotoxicidadde los

xenobióticos en células intactas. Especialmenteen el caso de los hepatocitoscuya

heterogeneidad está bien establecida, las técnicas de citometría de flujo permiten determinar

célulaa célula, la capacidadde respuestafrentea sustanciashepatotóxicas.La aplicaciónde

la citometría de flujo a este modelo experimental no ha sido nunca abordada y es posible que

estatécnica,de recienteaplicacióna la toxicología, puedaaportarnuevosdatosde utilidad

a un problema social de gran magnitud.

En los resultados obtenidos por citometría de flujo hay dos hechos que destacar: La aparición

de una población hipodiploide característica de células apoptóticasy las variacionesde la

ploidia producidas por el tratamiento con fenobarbital y/o cocaína.

La poblaciónhipodiploideproporcionóa las 12 horaslos resultadossiguientes:

13 % en hepatocitosde ratón tratadocon cocaina

31 % en hepatocitosde ratónpretratadocon fenobarbital+ cocaína

Otro pico hipodiploideaparecióa las 72 horasen el grupopretratadocon fenobarbita]:

0,6 % en hepatocitosde ratón tratadocon cocaína

37 % en hepatocitosde ratónpretratadocon fenobarbital + cocaína

Los picos de hepatocitoshipodiploides(apoptóticos)coincidencon las elevacionesde las

aminotransferasasséricasindicativasde muertecelular. A nivel histológicosehaobservado

a las 72 h (fotografías no incluidas en la presente memoria) unas estructurasraras

diseminadasde manera irregular que alteran la arquitectura hepática a modo de

conglomeradosde célulasinflamatoriascrónicasen los quepuedenestarincluidos linfocitos,

macrófagos y células multinucleadas, con tendencia a la formación de granulomas.
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La caracterizaciónde apoptosisin vivo no ha sido descritahastael momentoy su estudiose

considerade un gran interés, ya que la cocaínanunca ha sido consideradacomo agente

apoptogénico y sí como agente necrogénico.

La ploidia registró variacionesa lo largo del tiempo que duró la experimentación.Estas

variacionessuponendisminucioneso elevacionesde las poblacionesdiploide, tetraploidey

octoploide,en el períodocomprendidoentreO y 7 días:

a) la población diploide (01) disminuye:

59 % > 36 % en hepatocitos de ratón tratado con cocaína

70 9’ > 33 % en hepatocitos de ratón tratado con FEN + cocaína

b) la población tetraploide(62) aumenta:

32 9’ > 52 % en hepatocitos de ratón tratado con cocaína

21 9’ > 51 % en hepatocitos de ratón tratado con FEN + cocaína

c) La poblaciónoctoploide(04) aumenta:

5,4 9’ > 9 9’o en hepatocitosde ratón tratadocon cocaína

3,0 9’ > 14 % en hepatocitos de ratón tratado con FEN + cocaína

Los hepatocitosnormalespresentanuna estabilidaden cuanto a su contenidoen DNA y

organizacióncromosómica.Sin embargo,los hepatocitosen estadoproliferativo (fetaleso

regenerantes)se encuentraninmersosen el procesode reproduccióna travésdel ciclo de

división celular que incluye la síntesis programada del DNApara duplicar el DNAgenómico

de la célula, antesde su división. Las célulasregenerantes,por tanto, poseenun contenido

más elevado en DNA que las quiescentes y este contenido puede variar en cada ciclo de

acuerdocon la progresiónen la síntesisdel DNA. Las variacionesen la distribución del

DNA en las distintas fases del ciclo de división celular han mostrado que el esperado
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incrementode la fase de síntesisde DNA no ocurre inmediatamente,como con otras

sustanciashepatotóxicas(Diez-Fernández1993b). Sólo en los animalespretratadoscon

fenobarbital pudieron observarse incrementos significativos desde la población diploide a la

tetraploidey desdela poblacióntetraploideala octoploide.En el otro grupodeanimales,los

tratados sólo con cocaína, la población en la fase 5 experimentóincrementosmenos

marcados.La cocaína,como muchasotrashepatotoxinasexhibeuna regio-especificidaden

la lesiónhepáticaque produce,y ademásla lesión causadapor la cocaínapuedecambiarsu

localización intraacinar mediante el pretratamiento de inductores del SMO.

Esmucholo quesenecesitainvestigaracercade los mecanismoscausantesdedichaslesiónes

en las que se encuentre involucrada la expresión de enzimas constitutivos o inducidos, que

seanlos responsablesdel desequilibrioregionalen los mecanismosde activación metabólica

y destoxificación.
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5.- CONCLUSIONES

1.- Se ha conseguidoun modelo experimentalde lesión hepáticainducidapor cocaínaen

ratonesSwissmachos.La necrosisperivenosainducidapor lacocaínaexperimentóun cambio

intraacinara necrosisperiportal,en casode tratamientoprevio con fenobarbital.El proceso

necrótico y su ubicación se han caracterizadopor elevaciónde enzimasen suero y por

estudiomorfológicodecortesde hígado.El incrementode las actividadesséricasde ASPT,

ALAT e ICDH, fue más intensoen el caso depretratamientocon fenobarbital.

2.- Las alteracionesen las actividadesenzimáticasgeneradoras,asícomoen el estadoredox

NADP~ demuestranque este par de oxido-reducción se encuentra implicado en el

metabolismooxidativo de la cocaína,posiblementea través del ciclo fútil entre la N-

hidroxinorcocainay la norcocainanitróxido. El metabolismohepáticode la cocaínaaltera

los sistemascitosólicosdependientesdel NADP~ y disminuyelos equivalentesreductores

NADP~ y NAD~, siendo estas alteracionesmás acusadasen animalespretratadoscon

fenobarbital.

3.- Las bajasconcentracionesde GSH, ATP, citocromo P-450y glucógeno,fueron índices

de la lesión hepáticainducida por la cocaína.Este descensofue más notorio en ratones

pretratadoscon fenobarbital. La pérdida en citocromo P-450 se interpreta como una

disminuciónde las actividadesde los sistemasmicrosómicosmetabolizadoresde drogasy

comouna prolongadaduraciónde su actividaden casodepretratamientocon fenobarbital.

4.- El incrementoen la concentraciónde malondialdehido,unido a la disminucióndel

cocienteGSH/GSSGson un índice de la formación de peróxidos.Estos peróxidos,debido

a las actividades muy bajas de la catalasay la glutation peroxidasa,pueden influir

directamenteen el procesode muertecelular.

5.- La heterogeneidadacinar influye de maneradecisivaen la regeneraciónhepáticapost-

necrótica. El índice mitótico (IM), presentó un máximo las 48 horas de la administración de

cocaína. La proliferación celular inducida por cocaína fue más intensa en las zonas
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perivenosa y mediozonal, mientras que la regeneración hepatocelular por fenobarbital +

cocaínasedesarrollomásen las zonasperiportal y mediozonaldel acinohepático.

6.- Porcitometríade flujo han podidocaracterizarse,en hepatocitosaislados,picoshiploides

debidos a apoptosis.A las 12 h estospicos aparecieronen ambos grupos, no tratado y

pretratadocon fenobarbital.El porcentajede DNA en estospicos fue el 13 % y 31 % para

uno y otro grupo, respectivamente.A las 72 h aparecióotro pico de apoptosis(37 %), sólo

en el grupopretratadocon fenobarbital.Estospicoshipodiploidescoincidencon incrementos

significativosen lasaminotransferasasplasmáticase isocitratodeshidrogenasa.

7.- Los picos hipodiploides, indicativos de apoptosis,estuvieronprecedidospor notables

descensos en las poblacionestetraploidesy octoploides.El descensopuedeserdebidoa un

incremento en la mitosis o a que el proceso de muerte celular afecte en mayor proporción

a las poblacionespoliploides.

8.- La disminución de la fracción tetraploide hasta valores similares a los fetales estuvo

precedidapor incrementosde la síntesisdel DNA. Estefenómenoocurrióen ambosgrupos,

pero fue más notorio en el pretratadocon fenobarbital.
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ERRATAS OBSERVADAS

Página 150 línea 11 debe ser Tabla 26A, Figura 26A y malato en
lugar de piruvato.

línea 12 debe ser Tabla 26B, Figura 26B, lactato en
lugar de malato, Tabla 260 y Figura 260.

línea 13 debe ser piruvato, en lugar de lactato,

Tabla 27A y Figura 27A.

línea 14 debe ser Figura 27B y Tabla 27B.

Página 163 línea 23 debe decir diploides y tetraploides,
en lugar de diploidos y tetraploidos.

Página 165 línea 2 tercer recuadro debe ser 32 en vez de 39.

Página 174 llnea 12 donde pone 14 días debe poner 7 días.

línea 27 donde pone 14 días debe poner 7 días.

Página 177 línea 1 donde pone 14 debe poner 7.

Página 210 línea 3 donde pone hiploides debe poner
hipodiploides.

línea 14 debe decir descensos en vez de incrementos.
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