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ABREVIATURAS

ADP = Adenosin difosfato.

ATP = Adenosin trifosfato.

BSA = Albimina de suero bovino (Bovine Serum Albuming).
CPK = Creatina fosfoquinasa.

DNA = Acido desoxiribonucléico.

DTPA = Dietilentriamina pentacético.,

DTT = Ditiotreitol.

EDTA = Acido etilendiaminotetracetico.

EGF = Factor de crecimiento epidérmico.

FAD = Flavin adenin dinucledtido

GSH = Glutation reducido.

GSSG = Glutation oxidado.

HEPES = Acido N-2-hidroxietil piperazin-N’-2-etanosulfénico.
NAD™" = Nicotinamida adenina dinucleétido.

NADP* = Nicotinamida adenina dinucleétido fosforilado.
NE = Norepinefrina,

PBS = Tampén fosfato salino (Phosphate Buffer Saline).
RNA = Acido ribonucléico.

SNC = Sistema nervioso central.

TBA = Acido tiobarbitirico.

t-BOOH = Terbutil hidroperéxido.

TCA = Acido tricloroacético.



ENZIMAS

ALAT = L-alanina: 2-oxoglutarato aminotransferasa, EC 2.6.1.2.

ASPT = L-aspartate: 2-oxoglutarato aminotransferasa, EC 2.6.1.1.

CAT = Hidrogeno-peroxido oxidoreductasa, EC 1.11.1.6.

Citocromo P-450 reductasa NADPH, EC 1.6.2.4,

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

1-oxidoreductasa), EC 1.1.1.49.

GGT = Gamma-glutamil transferasa (gamma-glutamil-péptido: aminodcido gamma-glutamil
transferasa), EC 2.3.2.2.

GK = Glucoquinasa (ATP: D-glucosa 6-fosfotransferasa), EC 2.7.1.2,

GPx = Glutation peroxidasa (GSH: peréxido de hidrégeno oxidoreductasa), EC 1.11.1.9,

GR = Glutation reductasa (NADPH: GSSG oxidoreductasa), EC 1.6.4.2.

GST = Glutation S-transferasa, EC 2.5.1.18.

ICDH = Isocitrato deshidrogenasa (L-isocitrato: NADP™ oxidoreductasa descarboxilante),
EC 1.1.1.42.

HK = Hexoquinasa (ATP: D-hexosa 6-fosfotransferasa), EC 2.7.1.1,

ME = Enzima midlico (L-malato;: NADP* oxidoreductasa descarboxilante), EC 1.1.1.40.

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

descarboxilante), EC 1.1.1.44.
SOD = Superoxido dismutasa, EC 1.15.1.1.
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1.- INTRODUCCION

La destruccidn selectiva de células hepdticas en la region periportal o perivenosa del acino
hepdtico, producida por una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a ratones pretratados o no
con fenobarbital (Kloss et al 1982a) y el proceso regenerativo que tiene lugar inmediatamente
después, han permitido estudiar en este modelo experimental las fases de necrosis y
regeneracién hepatocelular originadas por esta droga hepatotéxica. I.a secuencia de
reacciones celulares que conducen a la necrosis hepdtica, inducida por xenobidticos, se debe
principalmente a las especies quimicas reactivas generadas en €l proceso de
biotransformacién de estos agentes. La necrosis hepatocelular inducida por la cocaina, se
asocia con una serie de alteraciones hepidticas debidas a la formacién de metabolitos
reactivos, derivados de la cocaina como son la N-hidroxinorcocaina (Benuck et al 1989)
y la cocafna nitréxido- (Rauckman et al 1981). La formacién masiva de estas especies
quimicas reactivas trae consigo una serie de alteraciones, entre ellas cabe citar las siguientes:
el estrés oxidativo, la oxidacion y deplecién del glutation (Vos y Bladeren 1990), la
oxidacién de los tioles protéicos (Nicotera et al 1985), la peroxidacion lipidica, la elevacion

del calcio y la muerte celular (Orrenius y Bellomo 1986; Orrenius y Nicotera 1987).

Existen evidencias contrastadas que demuestran, que el metabolismo oxidativo hepdtico de
la cocaina, juega un papel definitivo en su hepatotoxicidad. Tales evidencias proceden de
comparaciones de la potencia hepatotdxica entre la cocaina y sus diversos metabolitos (Misra
et al 1976), de correlaciones entre la actividad metabdlica y la susceptibilidad a la
hepatotoxicidad de la cocaina entre las diferentes especies y razas de animales de laboratorio
(Silva et al 1991) y de los efectos de inductores e inhibidores de su metabolismo de la
cocaina, sobre la intensidad de la lesion hepdtica inducida por la cocaina (Peterson et al
1983).

El metabolismo oxidativo de la cocaina se verifica mediante el sistema monooxigenasa
dependiente del citocromo P-450 y se inicia con la N-desmetilacion de la cocaina, segiin el

siguiente esquema:



Cocaina ---> Norcocaina ~--> N-hidroxinorcocaina <---> Norcocaina nitréxido*

Permanece aiin sin resolver la identidad de los mecanismos mediante los cuales, estos
metabolitos N-oxidados, inducen la muerte celular. Se ha propuesto (Silva et al 1991; Powell
et al 1991), que la hepatotoxicidad de la cocaina se debe a la peroxidacion lipidica originada
por la formacién del anién superdxido, en el ciclo fiitil entre la N-hidroxinorcocaina y la
norcocaina nitréxido-, que consume NADPH en ambos sentidos. Otro mecanismo posible que
puede justificar la lesidn hepética y muerte celular inducida por cocaina es el producido por
fa unién covalente de uno de sus metabolitos reactivos a macromoléculas celulares, con la

interferencia de alguna funcidn celular vital (Bartolome et al 1988).

Existen evidencias histopatolégicas que demuestran, que la regién intraacinar de la necrosis
inducida por cocaina, puede ser alterada por pretratamiento con un inductor del sistema
monooxigenasa microsomico, como el fenobarbital, o por continuadas dosis de 1a misma
droga (Powell et al 1991). Este hecho que muestra la peculiaridad de ia hepatotoxicidad de
la cocaina, nos ha permitido lograr dos tipos de lesién hepaitica, periportal o perivenosa,
seglin que la cocaina se administre a ratones pretratados o no con fenobarbital,

respectivamente.

El proceso de regeneracién hepditica subsiguiente a la lesion y muerte hepatocelular
originada por la cocaina supone Ia restauracidn de la funcionalidad hepdtica. La
caracterizacion de pardmetros relacionados con la proliferacién celular post-necrética presenta
un gran interés desde el punto de vista fisiopatolégico y clinico. La hepatectomfa parcial,
como modelo de proliferacién celular sincrénoma, ha sido ampliamente estudiado por
numerosos grupos de investigadores. Sin embargo, el proceso regenerativo post-necrético,
inducido por hepatotoxicos, apenas ha merecido atencién y son muy pocas las publicaciones

que se refieren a este tema (Mechendale 1991).

Hasta el momento ningun estudio experimental acerca de la hepatotoxicidad de la cocaina,
se ha ocupado del proceso regenerativo subsiguiente a la lesion hepdtica, por tanto, el

objetivo de nuestro trabajo es el estudio en profundidad de la restauracion de la funcionalidad



hepdtica, después de una dosis subletal de cocaina a ratones. Trabajos anteriores en €l
Instituto de Bioguimica de Ja Facultad de Farmacia, han estudiado estos fendmenos en un
modelo de regeneracién post-necrética inducido por la administracion del hepatotéxico
ttoacetamida a ratas (Cascales et al 1992; Diez Ferndndez 1992a; Dicz Ferndndez et al
1993a). En este modelo ha sido facil conseguir, tanto una clara necrosis masiva selectiva de
la regién venosa, como un proceso regenerativo contundente, evidenciadoe por evaluacion de
la ploidia y la distribucion del DNA en las distintas fases del ciclo de division celular. El
incremento de la sintesis del DNA en 20 veces en el perfodo que fluctida entre las 36 y las
48 horas de la administracion del hepatotdxico, y la aparicidn de numerosas células en
mitosis en cortes de higado, son prueba evidente de la proliferacidn celular regenerativa en

higado post-necrético.

El modelo experimental bdsico, tema de investigacién que se presenta en esta Memoria
Doctoral, es conseguir una lesién hepdtica en ratones, mediante la administracién de una
dosis subletal de cocaina por via intraperitoneal. La rata es el animal de experimentacién mds
utilizado en estudios bioquimicos, pero es muy poco sensible al efecto hepatotéxico de la
cocaina, debido a que posee unas esterasas en plasma e higado, que hidrolizan la cocaina
dando lugar a derivados de la benzoilecgonina no téxicos (Englert et al 1976; Freeman y
Harbison 1981a). El ratén (Powers ¢t al 1992) asi como el humano (Perino et al 1987),
poseen tambien estas esterasas, pero en menor concentracién, de forma que una parte de la
cocaina que Nega al higado, puede metabolizarse via oxidativa y originar los metabolitos

reactivos hepatotéxicos antes citados.

En todo modelo de muerte celular hay que distinguir dos formas: apoptosis y necrosis
(Boobis et al 1989). Ambas se manifiestan en higado en casos de intoxicacion con sustancias
hepatotdxicas y ambas se evidencian por incremento de las aminotransferasas séricas y por
pardmetros de lesidn hepdtica. Actualmente la apoptosis puede ser diferenciada con gran
exactitud por medio de citometria de flujo, en hepatocitos aislados en suspensién, tratados

con yoduro de propidio (Vindelov et al 1983).

En el modelo que presentamos se da la oportunidad, de estudiar la respuesta regenerativa



derivada de un proceso de muerte celular, por apoptosis o necrosis, ubicada en la regién
periportal o perivenosa. La unidad microcirculatoria del higado, el acino hepdtico, consiste
en hepatocitos heterogéneos desde el punto de vista funcional y bioquimico debido a la
distinta exposicién a oxigeno, nutrientes y otros factores. Estas diferencias son de un gran
interés en estudios de hepatotoxicidad ya que la respuesta regenerativa post-necrética, tiene
que estar condicionada a la regidén del acino que sufre la muerte celular, por efecto del
hepatotéxico. Los modelos tan estudiados de hepatectomia parcial pueden servirnos para
comparar la evolucién de la restauracién de la funcionalidad hepdtica después de la necrosis

inducida por cocaina con la que se observa en animales hepatectomizados.

1.1.- Heterogeneidad funcional del higado

Cuando los animales de laboratorio se exponen a xenobidticos, aparece una respuesta tdxica,
que es mayor en el higado que en otros 6rganos. Esto se debe fundamentalmente, a la alta
capacidad metabdlica de este érgano, y al aporte de sangre por la vena porta. En el higado
es donde se metabolizan la mayor parte de los xenobidticos, dando lugar a metabolitos, en
ocasiones mds toxicos que la sustancia de partida. Debido a su misién como via primaria
de destoxificacién, el higado actia protegiendo a otros érganos, aunque ello le acarree su

propio dafio (Cascales 1987).

En rata y ratdn, adultos, el higado constituye el 4-5 % del peso del cuerpo. Tiene cuatro
l6bulos: izquierdo, medio, derecho y caudado. L.os tres tltimos, compuestos a su vez por dos
sublébulos. En el ratén, la vesicula biliar, se localiza en una hendidura entre los dos
sublébulos del 16bulo medio. Recoge 1a bilis a través del conducto cistico desde el conducto

hepético, el cual continta al duodeno como un conducto biliar comin.

El higado estd formado por cinco clases de células, que se clasifican en parenquimatosas
(hepatocitos) y no parenquimatosas (Kupffer, endoteliales, del conducto biliar y del tejido
conjuntivo). La célula del parénquima hepdtico es el hepatocito, que constituye
aproximadamente, el 60 % del total de células del higado y el 80 % del volumen hepdtico.

Los hepatocitos, muestran una uniformidad histolégica, pero revelan diferencias



histoquimicas. De esta heterogeneidad descriptiva (Novikoff 1939; Rapapport 1960) y
funcional (Jungermann y Sasse 1978) de las células parenquimatosas del higado, existen

diferentes revisiones (Jungermann y Katz 1982).

Las células no parenquimales estdn constituidas por las células sinusoidales, perisinusoidales
y biliares. Las células de Kupffer, son células fagociticas mononucleares, que derivan de la
médula osea, son de forma estrellada y se situan en la superficie de las células endoteliales,

proyectdndose al interior del espacio vascular.

Los hepatocitos son células poliédricas, con nucleo central redondeado y abundante
citoplasma. La membrana celular tiene tres localizaciones: perisinusoidal, intercelular y
pericanalicular. El canalfculo estd localizado en el polo opuesto del sinusoide. La bilis,
secretada en el canaliculo, fluye alrededor de los conductos biliares portas. Los hepatocitos
estdn orientados en cordones, compuestos por una simple fila de células, separadas del
sinusoide vascular por células endoteliales. La sangre fluye a través del sinusoide, desde la

region portal a la region venosa.

El higado recibe un doble aporte de sangre, la arterial, a través de la arteria hepética y la
venosa, a través de la vena porta que procede del drenaje venoso espiénico. La circulacién
y la excrecion biliar estdn compartimentalizadas para facilitar el intercambio entre sangre y

hepatocitos.

La sangre llega al higado por la arteria hepdtica y por la vena porta. La arteria hepética
aporta oxigeno, mientras que por la vena porta, se transfieren las sustancias nutritivas,

absorbidas por el tracto gastrointestinal, para su metabolizacién y eliminacion.

La arteria hepdtica asciende directamente desde el gje celiaco y se divide en dos ramales
géstrico y gastroduodenal siguiendo a través del ligamento hepatoduodenal ya como propia
arteria hepdtica, antes de bifurcarse e introducirse en los segmentos del higado. La vena
porta drena el efluente venoso del tracto digestivo y del bazo. En los mamiferos, la vena

porta representa el inico canal venoso que atraviesa otro érgano, €l higado, antes de retornar



al corazén. Al igual que la arteria hepdtica, la vena porta se bifurca en ramales que se
distribuyen en los segmentos hepaticos. Por ultimo, la sangre arterial y la venosa portal se
encuentran en el sinusoide y de ah{ drenan, via vena hepdtica, en el interior de la vena cava

inferior.

La arquitectura hepdtica se encuentra organizada en modelos lobulillares o acinares y la
sangre aferente arterial y venosa viajan separadamente dentro del tejido conjuntivo
interlobular o interacinar antes de mezclarse completamente en la regién perivenosa. Las
arteriolas terminales se vacian tanto en el interior de los capilares venosos, como en el
interior de los sinuosoides hepdticos. Observaciones directas de las oscilaciones en €l flujo
de la circulacién sinusoidal sugieren que el intercambio (entrada y salida) del flujo sanguineo

sinusoidal se regula mediante esfinteres.

El sinusoide hepitico es un capilar recubierto por un endotelio que posee poros o fenestras
a través de los cuales circula el plasma sanguineo. Las células de Kupffer o fagocitos
especializados se distribuyen entre las células endoteliales. En algunas especies, las paredes
de las venas hepiticas poseen esfinteres musculares potentes, pero en humanos las paredes
de estos canales vasculares son muy finas (Witte y Witte 1974). Una porcién del flujo
hepdtico arterial pasa a través de una fina red capilar que encierra conductos biliares antes

de mezclarse con la sangre venosa portal.

Anatémicamente, los hepatocitos estdn distribuidos en tres 4reas, definidas por su proximidad
a los terminales circulatorios: periportal, mediozonal y perivenosa. Funcionalmente, se
considera que los hepatocitos residen en acinos, compuestos por tres zonas metabdlicas:
Zona 1. Mayor aporte de sustratos y oxigeno. Se considera cercana al drea periportal.

Zonas 2 y 3: Menor proximidad al aporte vascular.

Las diferencias en la distribucion anatémica y en la funcién metabdlica se traducen asi mismo
en ligeras variaciones morfoldgicas en los hepatocitos. Asi, los hepatocitos perivenosos,
tienden a ser de mayor tamafio que los periportales, y poseen el reticulo endopldsmico liso

mds desarrollado y menos lipidos citopldsmicos (Popp y Cattley 1991).



T T H

M I
il s

\ N corma
haaaf

I { 1] \
i \
L '®) brm o

Arquitectura hepitica. Organizacion del parénquima segin los conceptos de lébulo y acino.

{CV) vena central, (P) espacio porta (Popp y Cattley 1991),

La mayoria de las funciones de los hepatocitos solo varian en magnitud de las realizadas por
otras células, pero también tienen funciones especificas, como es el caso del ciclo de 1a urea

y la formacién de bilis.

Se encuentra ain en debate el concepto de unidad estructural de higado que englobe la
totalidad de las células hepdticas para formar una unidad funcional. El cldsico 16bulo en su
modificacion de "zona falciforme" (Matsumoto et al 1979) se caracteriza por una zona de
influjo de sangre directamente del tracto portal que forma zonas falciformes de equipotencial
hemodindmico. El acino (Rappaport 1976), por el contrario, se define como un inflyjo lineal
de sangre que forma estructuras de tipo granuloso de equipotencial hemodindmico alrededor
del eje vascular aferente. De acuerdo con el flujo sanguineo pueden delimitarse dos regiones,
tanto en el acino como en la zona falciforme de los I6bulos: la regidn periportal (aferente)
regada con sangre rica en oxigeno, sustratos y hormonas, y la region perivenosa (eferente)
que recibe sangre pobre en oxigeno, sustratos y hormonas, pero rica en CO, y otros
productos. Como la calidad de la sangre cambia durante su paso por el higado, puede
asumirse que la localizacidn de las células en las diferentes zonas del parénquima hepdtico
cualquiera que sea la organizacidén funcional que posean, han de tener estructuras, capacidad

enzimdtica y funcionalidad diferentes.



Relacién entre lobulo y acino en la estructura hepdtica (Scheuer 1980).

Los métodos para estudiar la heterogenetdad del higado son de diversa naturaleza. Andlisis
morfométrico mediante citologia e histologia cuantitativa. También la histoquimica ha
representado un medio importante ya que ha permitido distinguir actividades enzimdticas en
las diferentes clases de células y en el interior de los compartimentos celulares, Mediante
técnicas inmunohistoquimicas pueden incluso establecerse diferencias entre i1soenzimas. La
separacion de los hepatocitos en periportales y perivenosos (Kera et al 1987), es uno de los
medios mds importantes para el estudio de [a heterogeneidad celular del higado. Por dltimo,
la fluorescencia de superficie, es una técnica que usa guias microluminosas para analizar

procesos metabdlicos en regiones periportales y perivenosas del higado (Ji et al 1981).

1.1.1.- Distribucién heterogénea de enzimas y estructuras subcelulares en el parénquima

hepaitico.

Metabolismo energérico oxidativo

El catabolismo de los sustratos energéticos, tales como la glucosa, alanina o palmitato,
pueden subdividirse en dos fases: la degradacién inicial a acetil CoA y su oxidacién final a
COs,. Todos los hepatocitos catalizan Ia oxidacidn final, pero las células periportales al recibir
mds oxigeno parecen ser mds capaces del metabolismo oxidativo ya que contienen un mayor
volumen mitocondrial, actividades mds elevadas de los enzimas del ciclo tricarboxilico y de

la cadena respiratoria (Wimmer y Pette 1979).



La rotura de aminodcidos, dcidos grasos y glucosa parece que se distribuyen reciprocamente.
Esta localizacién inversa estd de acuerdo con la desigual distribucién del metabolismo
oxidativo final. El catabolismo de aminodcidos y dcidos grasos a acetil CoA es posible sélo
en presencia de oxigeno, por tanto, los hepatocitos periportales se encuentran equipados
preferentemente con alanina aminotransferasa, tirosina aminotransferasa y beta-hidroxibutiril
CoA deshidrogenasa (Welsh 1972). El catabolismo inicial de la glucosa (en su parte
glucolitica) es posible en ausencia de oxigeno. Por tanto, las células perivenosas son las que
poseen predominantemente la glucoquinasa (Fischer et al 1982) y la piruvato quinasa (Guder
y Schmidt 1976).

El higado elimina el exceso de glucosa de la sangre sintetizando glucdgeno o transformédndolo
en triacilglicéridos, via glucolisis y liponeogénesis. De manera inversa, el higado mantiene
el suministro de glucosa a los tgjidos, sistema nervioso central y eritrocitos, mediante la
liberacidn de glucosa de sus reservorios de glucdgeno o sintetizdndola de novo a partir de

lactato, aminodcidos y glicerol, via gluconeogénesis.

El metabolismo del glucogeno parece estar distribuido heterogeneamente dentro del
parénquima hepdtico. Todos los hepatocitos pueden sintetizar y degradar glucdgeno, pero el
tiempo y la velocidad de estos procesos son diferentes en células periportales o perivenosas.
Son muchos los factores, que delimitan estas diferencias: composicién de la dieta, ritmo
diario de ingestion, etc. Generalizando con algunas reservas, en ratas alimentadas con una
dieta normal rica en carbohidratos, la degradacidn de glucégeno durante el perfodo de luz
(ayuno) es mds intensa en la zona periportal, mientras que la sintesis de glucdgeno durante
el periodo de oscuridad (alimentacién) ocurre mds rdpidamente en la zona periportal, el

glucégeno se encuentra distribuido casi por igual en el parénquima (Sasse et al 1975).

La glucolisis como también la liponeogénesis parece que son predominantes en la zona
perivenosa. Esto se debe a la localizacidn mayoritaria en la zona perivenosa de los enzimas
clave de la glucolisis: glucoquinasa, piruvatoquinasa y enzimas generadores de NADPH

(Rieder 1981), todos ellos implicados en la sintesis de dcidos grasos (Gibson et al 1972).



La heterogeneidad hepidtica es compleja respecto a la localizacién de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (Rieder 1981). Con técnicas de microdiseccién se ha comprobado que la
elevada actividad de este enzima en el 4rea periportal se debe a la elevada actividad que

poseen las células no parenquimatosas localizadas en la zona que rodea al terminal venoso.

La gluconeogénesis aparece predominante en las células de la regién periportal, debido a la
localizacion de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, la fructosa 1,6-bisfosfatasa y la glucosa-
6-fosfatasa. Los enzimas lactato deshidrogenasa y alanina aminotransferasa, que mediante la
conexién entre lactato y alanina con la via gluconeogénica, muestran actividades mds
elevadas en la regidn periportal (Katz et al 1977; Teutsch 1978). La predominancia de la
gluconeogénesis es un proceso endergdnico que ha de acoplarse al catabolismo oxidativo, de
ello su localizacién en la region periportal que posee mayor cantidad de oxigeno. La
glucolisis anaerdbica y la liponeogénesis, por el contrario, que son procesos exergdnicos que

no necesitan oxigeno, se sitian en los hepatocitos del drea perivenosa.

Un proceso que depende del NADPH, como la ureogénesis a partir de aminoicidos,

mecanismo general de destoxificacién se localiza en la zona perivenosa (Sies et al 1977).

Biotransformacion

El higado es el principal érgano cuando se trata de la biotransformacion de los xenobi6ticos.
Las sustancias extrafias son destoxificadas por oxidacidn, reduccién o hidrélisis y posterior
conjugacioén. La oxidacién estd, en su mayoria catalizada por hidrolasas (monooxigenasas)
dependientes del NADPH ubicadas en el reticulo endopldsmico liso. Este reticulo es
predominante en la regidn perivenosa y se induce en esta zona por los barbituratos (Wanson
et al 1975). Los enzimas generadores de NADPH, como la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
la 6-fosfogluconato deshidrogenasa, la isocitrato deshidrogenasa y el enzima madlico,
predominan en el espacio perivenoso. También los enzimas consumidores de NADPH como
la citocromo P-450 NADPH reductasa y la glutation reductasa predominan en las
inmediaciones del terminal venoso. El enzima clave de la oxidacién del etanol, la alcohol

deshidrogenasa (Morrison y Brock 1967) se sitda en el espacio perivenoso. Puede por tanto,
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concluirse que la biotransformacién de los xenobidticos es una funcién preferencial del
espacio venoso. Los hepatocitos perivenosos muestran una susceptibilidad incrementada frente
a la agresion electrofilica de los metabolitos reactivos formados a través del sistema

dependiente del citocromo P-450.
1.2.- Mecanismos de muerte celular, Necrosis y apoptosis.

Las células hepdticas responden ante la agresién de un toxico, pudiendo llegar a producirse
una necrosis, 0 muerte celular. Los patrones de necrosis se pueden reproducir en animales,
siendo similares, a los descritos en casos de personas que han estado expuestas a diferentes

productos quimicos y drogas.

La necrosis perivenosa, es con mucho la mds frecuénte, en animales expuestos de forma
aguda a agentes hepatotdxicos. Esta necrosis tiene lugar en el drea central del lobulillo
hepdtico, con los hepatocitos necrosados rodeando totalmente la terminacién de la vena
central. Este tipo de necrosis se denomina, por su distribucién morfolégica como
centrolobulillar, central o zona 3 del acino, haciendo referencia a la zona metabdlica.
También recibe el nombre de perivenosa en base a su distribucién alrededor de las venas
centrales. La lesidon se encuentra generalmente repartida por todo el higado, con al menos
el drea central, si no todo el 16bulo afectado. El porcentaje de células dafiadas depende del
agente y de la dosis. La necrosis, se presenta generalmente como una necrosis coagulativa
y puede limitarse a una simple fila de hepatocitos alrededor de la vena central, o extenderse
a través del 16bulo. Una célula bajo el efecto de una necrosis coagulativa muestra un
incremento en la eosinofilia del citoplasma cuando se tifie con hematoxilina y eosina, debido
a la pérdida del citoplasma, normalmente baséfilo, asociado normalmente con el RNA
(acido), y un incremento de la unidn de eosina a las proteinas desnaturalizadas (bésicas). Las
células presentan, frecuentemente una apariencia homogenea opaca, por la pérdida de
particulas de glucdgeno, que da al citoplasma una apariencia granular. Las mitocondrias
aparecen hinchadas. Eventualmente se vacuolizan las células y puede haber una calcificacidn.
El nicleo de la célula muerta aparece encogido y baséfilo, picnético, con un acumulo de

cromatina. Se puede romper en pequeiios fragmentos diseminandose en el citoplasma
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(carioresis) o disolverse y desaparecer progresivamente (cariolisis). El tejido necrosado va

normalmente unido a un proceso inflamatorio.

La necrosis perivenosa se comienza a reparar a las 24 horas de su inicio y solo queda, una
fibrosis minima en la zona de necrosis, en caso de que se dafien las c¢élulas sinusoidales. Los
hepatocitos perivenosos, tienen mucha mayor concentracién de citocromo P-450 y sus

enzimas asociados, que los hepatocitos periportales.

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

equidistante entre la zona porta y la vena central, generalmente es una zona muy estrecha,

que afecta solo a dos o tres células del centro del lobulillo.

La necrosis periportal, es menos frecuente que la perivenosa. Los hepatocitos necrosados
rodean al terminal porta, y en este tipo de necrosis no suele aparecer hemorragias. Su
localizacidn se trata de explicar, teniendo en cuenta, que el drea periportal es la primera que
se entra en contacto con la toxina, que se encuentra en la sangre, lo que sugiere que los
hepatocitos periportales, pueden recibir dosis mayores de sustancia téxica, por la mayor
actividad metabdlica de esta zona, con una mayor tensidn de oxigeno, que el drea perivenosa
(Popp y Cattley 1991).

La apoptosis, o muerte celular programada, es una forma especial de muerte individual que
s¢ ha descrito como suicidio celular (Bursch et al 1992). Al contrario que la necrosis, no hay
liberacién de contenido de las células muertas. No se presentan células propias de procesos
inflamatorios, como neutrdfilos y macrdéfagos. Los cuerpos apoptdticos se observan como
hepatocitos individuales que se contraen y se caracterizan histolégicamente por su estructura
eosinofilica, con cromatina densa y a veces fragmentada. Algunos cuerpos apoptdticos son

fagocitados por los hepatocitos adyacentes.
La apoptosis es la forma fisioldgica de pérdida celular. En el higado se presenta con una

frecuencia muy baja y se restringe en principio al drea perivenosa, representando la pérdida

fisioldgica de los hepatocitos senescentes, aparece incrementada en higado hiperpldsico que
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regresa a su tamafio normal, tras sufrir un tratamiento con agentes quimicos o sustancias, que

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

Numerosos agentes quimicos, as{ como otros estimulos téxicos, pueden lesionar las células
y originar en ellas una secuencia compleja de reacciones que culminen en la muerte celular.
La lesién celular originada por xenobiéticos conduce generalmente a la necrosis, muerte
celular originada por el fallo de sistemas endégenos necesarios para mantener el equilibrio.

A veces esta lesidn puede conducir a que se inicie el proceso activo que lleve a la apoptosis.

El estudio de los mecanismos bioquimicos que se encuentran implicados en la muerte celular
tiene una importancia fundamental, a nivel toxicolégico, para conseguir medios efectivos
para hacer frente a los numerosos agentes citotdxicos que ingresan en el organismo. Hasta
la fecha, los intentos para la identificacion de las reacciones celulares que tienen lugar en
casos de intoxicacion celular, se han encontrado entorpecidos por las limitaciones de los
sistemas experimentales disponibles y por la gran variedad de alteraciones que tienen lugar
en el interior de la célula cuando se lesionan los mecanismos reguladores de la homeostasis.
Muchas de estas alteraciones van unidas a una pérdida de la viabilidad sin que sean ellas
mismas la causa de la muerte celular. Actualmente, mediante el uso de células aisladas se
ha progresado mucho en la identificacion de aquellas reacciones bioquimicas directamente

relacionadas con la muerte celular.

Inmediatamente después de la agresién téxica, las células sufren una serie de cambios
bioquimicos y morfoldgicos. Una de las primeras respuestas de los hepatocitos frente al
ataque de una gran variedad de hepatotoxinas, es la aparicidn de prominencias en la
superficie de la membrana plasmdtica (Mesland et al 1981). Este fendmeno surge antes de

que se observe cambio alguno en la permeabilidad celular y es irreversible.

Se cree que la muerte celular sobreviene, en sus dltimas consecuencias, por la rotura de estas

prominencias con la consiguiente pérdida del contenido celular (Lemasters et al 1987).

A pesar de los esfuerzos realizados por numerosos grupos de investigadores, no estdn ain
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definidos los mecanismos mediante los cuales los téxicos originan la muerte celular. Se sabe
que muchos compuestos muestran su toxicidad a través de metabolitos reactivos, bien
directamente, o como resultado de la generacién de especies activas de oxigeno. Cada vez
son mas evidentes las pruebas que llevan a considerar que la perturbacién de la homeostasis

del calcio se asocia a la toxicidad de muchos compuestos.

El estado actual de los conocimientos permite proponer el siguiente esquema: a) formacion
de especies quimicas reactivas, b) deplecidén del glutation y modificacidn de los tioles

proteicos y c) aumento del calcio citosélico.

a) Formacion de especies quimicas reactivas:

La hepatotoxicidad de los agentes quimicos se debe, en general, a la formacién de especies
quimicas reactivas, capaces de reaccionar con los constituyentes celulares hepdticos (Pessayre
1987). Estas especies reactivas, pueden ser metabolitos electrofilicos y/o radicales libres.
Estos tltimos pueden actuar directamente o a través de la formacién de un radical superdxido

u otras especies reactivas de oxigeno.

La oxidacién estd catalizada por una monooxigenasa, que contiene citocromo P-450, unida
a la membrana (reticulo endopldsmico). El citocromo P-450 unido al sistema monooxigenasa,
constituye una familia de isoenzimas involucrados en la oxidacion y reduccion de
compuestos solubles en lipidos y es responsable de la biotransformacion de la mayoria de los

xenobidticos.

Es realmente una superfamilia, compuesta por cuatro familias génicas y subfamilias de
enzimas que se definen en base a los aminodcidos que las forman. Las diferentes familias se
denominan con las letras "CYP", seguido por un mimero (I-IV), que designa la familia y una
letra mayuscula, para la subfamilia, y otro nimero (ardbigo) para indicar la forma individual
(Gonzdlez 1992). Poseen estructura de hemoproteinas, que contienen hierro, con
protoporfirina IX como grupo prostético. Las diversas formas del citocromo P-450 difieren

con respecto a la estructura primaria de la apoproteina, y como consecuencia presentan
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distinta especificidad por los substratos. Un substrato puede ser catalizado por varios

1soenzimas.

Se conocen un total de 20 isoenzimas (Jeffery 1991). Recientemente, se ha avanzado mucho
en el estudio del citocromo P-450 humano, mediante purificacién de proteinas (Cholerton et
al 1992). Es importante la capacidad genética de los diferentes isoenzimas del citocromo P-
450 en el metabolismo de xenobidticos, ya que la definicion genética de alguno de estos
isoenzimas puede ser de prondstico fatal frente a cualquier tipo de intoxicacion, ficilmente

superable por individuos normales (Guenguerich 1989).

Junto con el citocromo P-450, la actividad del sistema monooxigenasa depende de otro
enzima, el NADPH-citocromo P-450 reductasa. Se trata de una flavoproteina que transfiere
electrones al citocromo P-450 y usa NADPH como fuente del equivalente reductor (Porter
y Coon 1991). Al incrementarse la actividad del citocromo P-450, se incrementa la del
NADPH-citocromo P-450 reductasa.

Con el sistema monooxigenasa de funcidn mixta se encuentra asociada otra hemoproteina
denominada citocromo bs, cuyo papel no estd aiin perfectamente esclarecido (Kyle y Farber
1991). Esta hemoproteina aparece en numerosos tejidos como rifién, pulmoén, garganta y

epitelio nasal, pero alcanza su concentracién mds alta en €l higado.

La mayoria de los xenobidticos que son transformados por el citocromo P-450 hepdtico a
metabolitos reactivos, causan necrosis perivenosa, lo cual parece debido a que la mayor

concentracion de citocromo P-450, se encuentra a este nivel.

La regidén periportal, con alto contenido en oxigeno, contiene asi mismo la mayor parte de
los enzimas del metabolismo intermediario para la sintesis de las protefnas plasmadticas y para
el metabolismo de carbohidratos y lipidos. La necrosis de la regién periportal se suele asociar
con una accioén directa de hepatotoxinas, que penetran en ¢l higado por la vena porta y no

requieren bioactivacidn.
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El ritmo mediante el cual el citocromo P-450 se une a los diferentes sustratos para que sean
metabolizados, puede ser elevado mediante agentes inductores (Ayrton et al 1991), entre los
que se encuentra e} fenobarbital (Bars y Elcombe 1991). La respuesta adaptativa a estos
agentes, da lugar a un incremento del reticulo endopldsmico liso (SRE) y de la actividad
monooxigenasa del citocromo P-450. Se inducen al menos dos isoenzimas del citocromo P-
450, y se incrementan las actividades de la epoxido hidrolasa y de la glucuronil transferasa.
La actividad de la superoxido dismutasa se eleva en condiciones de prolongado estrés
oxidativo (Jeffery 1991). Todo esto conduce a una hipertrofia aparente en los hepatocitos

perivenosos, que muestran el citoplasma eosinofilico.

b) Deplecion de glutation y modificacién de los tioles protéicos:

Por mecanismos diferentes, los metabolitos electrofilicos y los radicales libres producen una

disminucién del glutation hepatocelular y una alteracion de los grupos tioles de las proteinas.

Los metabolitos reactivos electrofilicos reaccionan con el grupo tiol, nucledéfilo, del glutation
(L-gamma-glutamilcisteinil-glicina) y también con los grupos -SH, de las proteinas con lo

cual desaparece el GSH y se origina una arilacién o alquilacién de las proteinas celulares.

Mientras que la reaccién entre el glutation y los grupos electréfilos puede ocurrir de manera
no enzimdtica, la conjugacién se facilita por un grupo de enzimas, conocido como glutation-
S-transferasa, presentes en citosol (Koss et al 1991). En reacciones catalizadas por la
glutation-S-transferasa, el d4tomo de azufre del GSH proporciona los electrones para el ataque
del substrato electrofilico. El conjugado asi formado se hidroliza eliminando el residuo
glutamilo y glicocola y se excreta como mercapturato, el derivado acetilado del conjugado
de cistefna (Kyle y Farber 1991). La gamma-glutamil transpeptidasa, cataliza el primer paso
en la degradacion del glutation extracelular y un incremento en su actividad, conlleva una

accién protectora frente a la deplecién de glutation (Rajpert-De Meyts et al 1992).

Por otro lado, los radicales libres actian atrapando un dtomo de H* de un lipido insaturado

dando lugar a un radical lipidico, que fija oxigeno y forma un radical lipoperdxido.
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lipido-H -------- > lipido --------- > lipido-OO

El lipido peréxido reacciona con un segundo lipido insaturado y origina un lipohidroperéxido

y un segundo radical lipidico, responsable de la propagacion del proceso de peroxidacion:

lipido-O0Q + lipido 2-H --~------ > lipido 1-OOH" + lipido 2-

La glutation peroxidasa transforma el hidroperéxido lipidico en alcohol (lipido-OH) con la
oxidacién concomitante del GS en GSSG:

glutation peroxidasa
lipido-OOH + 2GSH -----------mmammemeeen > lipido-CH + GSSG + H,0

El GSSG formado se reduce mediante la accién de la glutation reductasa y se regenera el
GSH:

glutation reductasa
GSSG + 2NADPH ---memmmmmeemmmeee > 2GSH + NADP™*

La actividad de la glutation reductasa consume NADPH, coenzima suministrado por las
deshidrogenasas, dependientes del NADP™, del ciclo de las pentosas fosfato, principalmente

la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.

Cuando el hepatocito se encuentra sometido a un estrés oxidativo importante, se produce
GSSG a una mayor velocidad, lo cual altera el equilibrio de par GSH/GSSG. Esto entrafia
un rechazo hacia el GSSG formado en exceso que tiene que salir del hepatocito. La extrusién
del GSSG origina consecuentemente un descenso en la concentracién de GSH hepdtico. El

aumento del cociente GSSG/GSH va acompaifiado de una oxidacién de los grupos -SH, de
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las protefnas (Orrenius y Nicotera 1987).

La superoxido dismutasa y la catalasa tienen una accidn protectora frente a la oxidacion pues

impiden la formacidén de radicales activos de oxigeno que desencadenan el proceso.

c) Aumento del calcio citosdlico:

Las condiciones citadas anteriormente confluyen para desembocar en un aumento del calcio
intracelular. La membrana plasmdtica alterada por peroxidacién lipidica o fijacion covalente,
deja entrar calcio en grandes cantidades (Lauterburg 1987). La disminucién de NAD(P)H,
observada en ciertas situaciones de estrés oxidativo, aminora la capacidad mitocondrial para
acumular calcio (Bellomo et al 1982). La oxidacién de los tioles protéicos disminuye ia
actividad de las ATPasas dependientes del calcio del reticulo endopldsmico y de la membrana
(Nicotera et al 1990), lo cual permite que el calcio penetre libremente en el citosol, que no
se acumule en la mitocondria ni en el reticulo endopldsmico y que no encuentre rechazo
suficiente que le obligue a salir del hepatocito. El resultado es un aumento importante y

prolongado del calcio en el espacio citopldsmico del hepatocito (McConkey et al 1989).

1.3.- Regeneracion hepatica post-necrética

Una de las caracteristicas de los organismos vivos es su capacidad para superar las lesiones
producidas por xenobidticos. Para ello han generado una serie de mecanismos de defensa
con el fin de prevenir la lesidn después del ataque nocivo y para superar la lesion una vez
producida, mediante la renovacion y cicatrizacidn del tejido. El estudio de los procesos que
participan en la prevencion de la lesidn celular o tisular, ha ocupado la atencién de los
investigadores durante mucho tiempo y ha sido s6lo hace poco, cuando aquellos sistemas
encargados de la regeneracién celular y la restauracidn tisular han empezado a interesar de

manera especial.

El hepatocito de los mamiferos es una célula que posee una amplia capacidad funcional y a

pesar de su elevado grado de especializacién, conserva la capacidad de proliferar en
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determinadas circunstancias. El estimulo mds comin para la division, que afecta al
parénquima hepidtico, es la pérdida de las propias células del higado; esta pérdida puede
deberse a tres causas: infeccidn, intoxicacién quimica o hepatectomia parcial. La respuesta
celular es aparentemente la misma en cualquiera de estos tres casos. El modelo de
regeneracién hepdtica mds utilizado para el estudio de la respuesta proliferativa sincrénoma
se consigue en ratas por hepatectomia de porciones de higado que pueden superar hasta un
70 % del total. La regeneracién hepdtica puede lograrse también mediante la administracion
de agentes quimicos hepatotdxicos que producen, segiin la dosis administrada, diversos

grados de necrosis.

1.3.1.- Respuesta mitética de los hepatocitos

Aungque son células altamente diferenciadas, los hepatocitos se dividen para poder reemplazar
a las células que se han danado por alguna causa. Normalmente el ritmo de division de los
hepatocitos es muy bajo. En condiciones normales el hepatocito se encuentra en la fase
GO/G1 del ciclo de division celular, lo cual no impide que el higado sea uno de los tejidos
del organismo transcripcionalmente mds activo. La baja incorporacién de precursores
metabdlicos en la molécula de DNA, se debe a que un porcentaje muy bajo (<1 %) de los
hepatocitos se encuentran en la fase S. En condiciones normales, €]l DNA mitocondrial
muestra también, un minimo recambio metabdlico (Cascales y Martin-Sanz 1990), si bien se
puede incrementar como consecuencia de un fendmeno téxico, que viene seguido de un
efecto restaurador que trata de reparar la perdida celular inducida por necrosis quimica. Esta

respuesta serfa comparable, a la que sigue a un proceso de hepatectomia parcial.

El higado, mediante hepatectomia parcial, se convierte en un modelo experimental de
proliferacién celular. La sintesis del DNA se inicia unas 18 horas después de la amputacién
quirdrgica y alcanza su mdximo entre las 24 y las 48 horas. Ensayos con precursores
metabélicos radioactivos han mostrado que los mdximos de incorporacién se alcanzan
primero en los hepatocitos y después en las células epiteliales y en las de Kupffer. En
condiciones normales, la divisién tiene lugar principalmente en la region periportal y se

desplaza posteriormente hacia las dreas perivenosas. De esta manera, en un plazo de 2 a 3
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semanas el segmento hepdtico remanente, recupera tanto el nimero de células como el peso
originario del higado. En el curso de esta hiperplasia compensatoria, el 90 % de los
hepatocitos se divide entre las 24 y las 48 horas después de la hepatectomia (Bucher et al
1978).

Para comprender la regulacién del crecimiento hepatico después de la hepatectomia parcial,
es fundamental conocer los cambios que tienen lugar en la funcién del hepatocito. Durante
las transiciones proliferativas se verifica la desdiferenciacion celular, proceso que implica una
regresion de las células adultas hacia un estado mds primitivo. Sin embargo, este estado
desdiferenciado es distinto al correspondiente al desarrollo ontogénico o carcinogénico. Los
hepatocitos en regeneracion, antes de su divisién, se pueden reconocer por perdida del
citoplasma basdfilo (dispersion de ribosomas desde el reticulo endopldsmico rugoso) y

deplecidn de glucdgeno. Ocasionalmente, se observan mitosis, que pueden ser cuantificadas.

Después de la administracién de una dosis elevada de un hepatotdxico, el higado sufre
necrosis hepatocelular infligida por el mecanismo de bioactivacién de la toxina. Por
mecanismos aun no completamente esclarecidos, el higado responde estimulando la
proliferacién y con ello la regeneracidn hepatocelular. A dosis débiles del hepatotdxico, la
necrosis afecta sélo a pocas células y la regeneracion tiende a iniciarse aproximadamente a
las 6 horas, desapareciendo a las 24 horas los sintomas de lesién. Es frecuente que
reaparezca con posterioridad alguna muestra de lesién remanente y que entre las 36 y las 48

horas tenga lugar una segunda fase de division celular (Mehendale 1991).

El extraordinario fendmeno de la regeneracién hepdtica va unido a otro fendémeno no menos
notable. Las células recién divididas son resistenres a la accidn citotdxica de agentes
quimicos. Por tanto, ademds de la reposicion de las células y de la restauracion de la
morfologia hepatolobular, merced a la propiedad de resistencia que poseen las nuevas células,
el tejido hepdtico se encuentra capacitado para superar la inminencia de una agresion toxica
en las fases posteriores, evitando, por una parte, la expansién de la lesion y por otra,

acelerando el proceso de la recuperacién total (Diez-Ferndndez et al 1993b).
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Otra forma de proliferacion hepatocelular, es la debida a productos quimicos capaces de
producir hiperplasia, como es el caso del fenobarbital, y la proliferacion de peroxisomas en
ratas y ratones, que normalmente, acompafia a la induccidn de la actividad enzimdtica del
citocromo P-450, con un aumento en el tamaiio del higado, debido a hiperplasia e hipertrofia
de los hepatocitos. Esto no se asocia con una necrosis detectable microscépicamente, o con
alteraciones enzimdticas. La hiperplasia se puede reconocer por un incremento en la mitosis

y por cambios en el citoplasma que indican que existe una induccién enzimdtica.

Tras el nacimiento, a las dos semanas de edad, la mayoria de los hepatocitos de las ratas son
mononucleares diploides. Conforme van teniendo mds edad, el estado de ploidia cambia,
siendo entre el 50-70 % de los hepatocitos adultos, mononucleares tetraploides. Durante este
cambio, hay un incremento en los hepatocitos binucleares diploides. El incremento en la
ploidia se puede reconocer por microscopia optica, como un aumento en el tamafio del
nucleo. El cambio en la ploidia, puede estar estimulado por la exposicidn a agentes quimicos,
de manera semejante a lo que ocurre tras una hepatectomia parcial, dando lugar a la
conversién de hepatocitos binucleares diploides en mononucleares tetraploides, por un

proceso de citokinesis amitética (Popp y Cattley 1991).

1.3.2.- Reguladores de la regeneracién hepatica

Muchos investigadores han utilizado la regeneracién hepdtica como uno de los modelos mis
interesantes para investigar los mecanismos reguladores de la proliferacion celular y los que
gobiernan la entrada de las células en la fase de replicacidn del DNA. En los dltimos afios
se ha demostrado la existencia de sintesis replicativa del DNA en hepatocitos aislados de
ratas adultas, mantenidas en cultive de monocapa durante varios dias. Es un hecho conocido
que una serie de biocatalizadores desempeiian una misién destacada o son esenciales para la
replicacién del DNA en tales cultivos. Entre estos agentes cabe citar las hormonas (Bucher
1982) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF), as{ como otras sustancias como el
piruvato, el calcio y aminodcidos, ademds de otros factores de crecimiento no definidos ain
completamente (Jirtie y Michalopoulos 1982; Enat et al 1984). Existen pruebas evidentes que

atribuyen un papel importante al EGF en la proliferacién de los hepatocitos de rata in vivo
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(Nakamura et al 1984) e in virro (Enat et al 1984). Otras investigaciones confirman que el
EGF se une a receptores especificos y estimula la sintesis del DNA en hepatocitos en cultivo
de rata adulta (Michalopoulos et al 1984). Otro grupo de sustancias, las poliaminas, se han
considerado desde hace tiempo implicadas en los procesos de proliferacidn celular, debido
a que la omnitina descarboxilasa, enzima responsable de su sintesis, aparece enormemente

incrementada en tejidos en proliferacidn.

1.3.3.- Regeneracidn y funcién hepdtica

El higado, ya hemos visto, es un drgano notable, que responde a una agresién toxica qgue
causa necrosis hepatocelular, mediante la induccién de la proliferacién de los hepatocitos
remanentes; y después de un periodo de tiempo, no superior a las dos semanas, es capaz de
recuperar su masa y celularidad inicial (Fausto 1990; Michalopoulos 1990). Experimentos
con timidina tritiada han puesto de manifiesto un elevado porcentaje de niicieos marcados con
tritio en higado en regeneracién en comparacién con higado control. También en higado en
regeneracion, se ha observado una mayor proporcion de micleos hepdticos con un contenido
tetraploide u octoploide de DNA ya que, los hepatocitos con nticleos poliploides son prueba
de un estado de proliferacion rdpida tipico de regeneracion hepdtica. El desarrollo de la masa
total hepdtica después de un proceso necrético o de amputacion quirdrgica es una prueba de
la enorme capacidad regenerativa de las células hepdticas. Sin embargo, ain no se ha
resuelto una cuestion importante concerniente a la identidad de las células progenitoras
implicadas en el proceso regenerador. Se ha descrito que una clase de células hepditicas
progenitoras existentes en los conductos biliares terminales o intermedios, puede proliferar
en respuesta a un recambio normal hepatocelular o a cualquier forma de lesién hepditica (Sell
1991). Sin embargo, existen evidencias que sugieren que son los hepatocitos maduros los que
son capaces de llevar a cabo la regeneracidén y que, tanto durante el desarrollo del higado
normal, como durante la regeneracién hepdtica, los nuevos hepatocitos surgen de los
hepatocitos preexistentes (Fausto 1990; Michalopoulos 1990). Por tanto, existe un pool de
células maduras con potencial regenerativo que hace que las células progenitoras sean
innecesarias en el proceso regenerativo. Durante mucho tiempo se ha creido que la

deficiencia en la masa hepatocelular era el agente que desencadenaba la expansion de las
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células remanentes, pero en caso de higados de ratones transgénicos con una supresion
somdtica (Sandgren et al 1991), se inicia la regeneracidn sin que existan cambios en el peso
o en el nimero de células hepdticas, 1o que indica que el agente desencadenante tiene que ser
algin indicador de la funcion hepdtica y que solo cuando la masa hepdtica satisface la
demanda de funcionalidad es cuando la proliferacién celular cesa en respuesta a la sefial que
indica que la regeneracién estd completa. El fenotipo hepédtico demuestra el notable potencial
proliferativo de las células hepdticas, ya que sélo unos pocos hepatocitos podrian
efectivamente repoblar el érgano completo. El modelo de ratones transgénicos puede ser
utilizado para el estudio de las sefales implicitas en la regeneracién hepdtica y en la

naturaleza de la respuesta celular.

1.4.- Hepatotoxicidad inducida por cocaina

La cocaina (2-B-carbometoxy-38-benzoxy-tropano), es un alcaloide, obtenido a partir de las
hojas del drbol de la coca o Erytroxylon coca (E. bolivianum), que representa la subespecie

tipo, de los Andes del Peri y Bolivia.

Los primeros conocimientos sobre el uso de la cocaina los sugiere el hecho, de encontrar
hojas de coca, en tumbas de momias indias de 600 ailos antes de Cristo. Durante siglos, los
aborigenes del Perd y Bolivia masticaron hojas de coca, y esta prictica, que todavia persiste,

les producia una sensacién de bienestar, y les endurecia frente al trabajo extenuante.

Aunque los conquistadores espafioles advirtieron este hecho, hasta 1855 no se aislé el
principio activo de las hojas, por parte de Gardeke, y afios mds tarde, en 1858, Albert
Niemann aislé el alcaloide a partir de las hojas del arbusto Erytroxylon coca, lo caracterizd
quimicamente y lo llamé cocaina. En 1880 von Anrep, la recomend¢ como anestésico local.
En 1884, Freud sefiald el efecto fisioldgico de la cocaina y Koéller demostro su utilidad en
oftalmologia. En el mismo afio, Hall ia introdujo en odontologia y, al afo siguiente, Halsted

en cirugia (Cregler y Mark 1986).

Su constitucidn quimica se elucidé gracias al esfuerzo conjunto de muchos cientificos,
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especialmente por parte de Willstatter. En 1890 fue incorporada a una variedad de patentes
y ténicos, como la coca cola (que no 1a contiene desde 1910) y en 1914 fu€ incluida como

sustancia narcotica.

La cocaina se extrae de las hojas del arbusto Erythroxylon coca Lamark y de otras especies
del mismo género, o puede sintetizarse a partir de la ecgonina. Cuando los principios activos
de las hojas se aislan e inyectan o inhalan de forma concentrada, los efectos son muy
diferentes a los tradicionalmente buscados por los indigenas. Las hojas contienen un 1% de

cocaina, y la via oral retarda la absorcién y decrece la toxicidad.

Es utilizada como droga estimulante, capaz de producir sensacion de bienestar, energia
psiquica, y autoconfianza. Todo ello durante un espacio muy corto de tiempo, pero de forma
muy intensa. Influye en gran medida el estado psicoldgico del individuo y el medio ambiente
en que vive (Khantzian 1985). Su uso como droga social tuvo un resurgimiento en los afios
70. Los cambios en la forma de administracidn, llevan consigo cambios en cuanto a las
complicaciones clinicas que es capaz de producir (Barrio et al 1990; Rubin y Neugarten
1992). Se ha tratado de utilizar, sin exito, en curas de desintoxicaciéon de heroinémanos
(Hunt et al 1984; Gawin, 1988).

La cocaina (C;H,;NO,), de peso molecular 303,36 D, es una sustancia levorotatoria, que
se presenta en forma de cristales o como polvo cristalino, de color blanco, poco soluble en
agua (1 g de cocaina se disuelve en 600 ml de agua). Es soluble en alcohol (1/6,3),
cloroformo (1/0,7), éter (1/3,5) y benceno. Punto de fusién 98 °C. Sensiblealaluz yala
humedad.

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

hidrobromuro, citrato, borato, benzoato y salicilato (Korolkovas y Burckhalter 1978).
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La cocaina clorhidrato, es una sal soluble, de peso molecular 339,81 D, que se presenta en
forma de cristales 0 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 fusién 195 °C. Se descompone en caliente.

En los primeros estudios farmacoldgicos se pudo comprobar que la cocaina actuaba como un
anestésico local, por bloqueo de la iniciacidn y conduccidén del impulso eléctrico, previniendo
el rdpido incremento en la permeabilidad de la membrana a los iones sodio, durante la

despolarizacion.

En estudios posteriores, se vio que a nivel sistémico, inhibia la recaptacién presindptica del
neurotransmisor norepinefrina, produciendo un exceso de esta sustancia a nivel de receptores
postsindpticos. La activacion del sistema nervioso simpdtico, por este mecanismo, produce
vasoconstriccion, elevacion de la presidn arterial, taquicardia y predisposicion a arritmias
ventriculares. Asi mismo puede dar lugar a midriasis y a un estado de hiperglucemia e

hipertermia.

Inhibe también la recaptacion de dopamina y serotonina. La inhibicidn de la recaptacién de
dopamina, produce un efecto complejo sobre el sistema dopaminérgico (Galloway 1988). A
corto plazo actia como estimulante de 1a neurotransmision, pero a largo plazo, se cree que
la deplecién de dopamina, puede contribuir a la sensacion de disforia y puede ser responsable

de un patron compulsivo (Cregler y Mark 1986).
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Experimentalmente se ha podido comprobar, que existe una notable similitud entre alguna
de las propiedades farmacoldgicas de la cocaina y la anfetamina (Fischman y Schuster 1982).
Asi, 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 ademds, con estas dos sustancias, una tolerancia

y sensibilizacién cruzadas.

El efecto discriminativo en animales es utilizado para medir experimentalmente el efecto
subjetivo en el hombre (Winsauer y Thompson 1991). Los animales son entrenados para
discriminar entre una inyeccién de cocaina y del vehiculo y, de igual manera entre
anfetamina y el vehiculo. De esta forma se ha comprobado (Balster 1988), que anfetamina
y cocaina, tienen un patrén de autoadministracidén, muy similar. Esto indica el abuso
compulsivo de la cocaina, la necesidad de tomar la droga. En estudios realizados con monos,
se ha visto que pueden llegar a autoadministrarse hasta la muerte, lo que no ocurre con otros

estimulantes (Gold y Verebey 1984).

Al estudiar el efecto discriminative de la cocaina, con respecto a los simpaticomiméticos, se
pudo comprobar que no se pueden sustituir entre si, mientras que con anestésicos locales,
como la procaina se consigue una sustitucion parcial. Ademds Ja cocaina y la procaina son

dosis dependiente.

El papel de la dopamina sobre el efecto discriminativo de la cocaina, no es del todo
conocido. Los bloqueadores dopaminérgicos no siempre actian como antagonistas sobre los
efectos estimulantes de la cocaina (Balster 1988), si bien se ha comprobado que los
receptores D1 y D2 de dopamina juegan un papel importante en los efectos sobre el

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

La farmacologfa del comportamiento de la cocafna, difiere de la de agonistas
dopaminergicos, como apomorfina y amantidina, incluyendo el efecto de estimulo
discriminativo y de refuerzo. Esto, parece indicar, una interaccién de la cocaina con otros

neurotransmisores, ademds de con dopamina.
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A diferencia de la anfetamina, no se ha visto que la cocafna, produzca liberacién de
catecolaminas, sino gue actda inhibiendo la recaptacion. Esto se podria relacionar con lo que

ocurre con los antidepresivos triciclicos.

Parece ser que existe una relacién, entre la propiedad de algunos anestésicos locales de
producir un efecto de refuerzo y la inhibicién de la recaptacién de dopamina (Dunwiddie
1988). Otros anestésicos locales, pero no todos, tienen este mismo efecto de refuerzo. La
relacion entre el efecto anestésico local y euforizante de la cocaina no estd del todo clara,
Podria explicarse por una actividad excesiva sobre el sistema limbico, lo que darfa lugar a

la sensacion de euforia.

La cocaina, en forma de clorhidrato, se absorbe rapidamente tras ser administrada por via
nasal. El 40 % de las personas que consumen cocaina lo hacen por esta via. Otra forma de
administracion, que utilizan el 30 % de los cocainémanos, es el crak, que consiste en fumar
cocaina, en forma de base libre, con lo cual es muy volatil. Por esta via se absorbe
rapidamente debido a Ia gran superficie pulmonar, el efecto se pone de manifiesto en §
segundos (Laposata y Mayo 1993). Otro 20 % de adictos a cocaina, utilizan la via
intravenosa, obteniendo una respuesta a los 15-30 segundos y el 10 % restante una
combinacion, incluso se ha llegado a administrar por via rectal, vaginal y ocular (Dougherty

1984). Se absorbe bien a través de mucosas nasal, oral, rectal y vaginal.

Realizando estudios en humanos, se ha comprobado que la administracién de 100 mg de
cocaina por via intranasal, 6 10 mg por via intravenosa, son suficientes para la aparicidn de
efectos subjetivos y cardiovasculares (Foltz et al 1980). Los efectos de la cocaina tras una
dosis de 25 a 150 mg (una linea de coca contiene 20-30 mg), son: euforia, rara vez
disforia,incremento de la energia, de la agudeza mental y estado de alerta incremento
sensorial, anorexia, perdida del suefio, disminucidén de la sensacién de fatiga, incremento de

la autoconfianza y egocentrismo.

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

la cocaina, si bien se presentan sintomas debido a una descarga simpadtica generalizada. El
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cuadro de abstinencia se manifiesta como paranoia, depresién, fatiga, ansiedad, agitacion,

sudor, escalofrios, insomnio, nduseas y vomitos.

Tras la absorcién, la cocafna se hidroliza rapidamente en plasma, va a higado, atraviesa la
barrera hematoencefilica, La cinética de la cocaina sigue un modelo monocompartimental
abierto, con eliminacién de primer orden. La vida media es de 41,4 £ 8,2 minutos, con un

rango entre 19 y 64 minutos. Es dosis dependiente (Barnett et al 1981; Javaid et al 1983).

La droga como tal, se excreta por orina en cantidad inferior al 20 %, y en ocasiones solo

el 1 %, dependiendo de la acidez de la orina. También se elimina por bilis.

Los principales metabolitos que se encuentran en orina son benzoilecgonina y ecgonina, que
se detectan hasta 36 horas después de la administracion. Tras la administracién intranasal se
puede detectar benzoilecgonina en orina en un periodo de 1 a 4 horas, teniendo un maximo
a las 10-12 horas.

Por cromatografia de gases y espectrometrfa de masas, se han llegado a detectar en 1a orina
de adictos a cocaina, hasta once metabolitos diferentes. Cuatro de estos metabolitos,
ecgonina, norecgonina-metil-ester, norecgonidina-metil-ester y m-hidroxi-benzoylecgonina,
se encuentran en un primer tiempo. Otros metabolitos presentes en orina son:
benzoilecgonina, ecgonina-metil-ester, ecgonina, ecgonidina-metil-ester, norcocaina, p-

hidroxi-cocaina y m-hidroxicocaina (Zhang y Foltz 1990).

Alteraciones fisioldgicas

A nivel del Sistema Nervioso Central produce 1a estimulacidn adrenérgica que da lugar a un

incremento de la presion sanguinea, pudiendo originar accidentes cerebro-vasculares.
A nivel cardiovascular la cocaina produce un incremento del ritmo cardiaco, de la presion

arterial sistdlica y de la demanda de ox{geno por parte del miocardio, pudiendo dar lugar a

un infarto agudo de miocardio (Gradham 1988). El incremento de Ia estimulacién del
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miocardio, por bloqueo de la recaptacién de NE, por las terminaciones nerviosas
presindpticas, ocasiona aritmias cardiacas (Karch y Billingham 1988). En pacientes
hipertensos, puede dar lugar a ruptura de la aorta ascendente, si fuman durante varias horas

la base libre.

A nivel renal se ha descrito rhabdomyolisis traumdtica y no traumdtica, en pacientes
cocaindmanos, a veces complicada con fallo renal agudo, en general tras la administracién

intravenosa.

En el intestino produce un incremento de la resistencia vascular, por encontrarse a este nivel
receptores o-adrenérgicos, que son estimulados por NE. la cocaina causa una intensa

vasoconstriccion y reduce el flujo de sangre, lo que puede dar lugar a isquemia (Garfia et
al 1990).

El uso de cocaina durante el periodo de gestacion, se ha visto que reduce el peso al nacer
e incrementa el riesgo de malformaciones y muerte fetal (Wiggins y Ruiz 1990). La
vasoconstriccidn placental, hace que decrezca el flujo de sangre al feto, y el incremento de
NE conduce a la contracién uterina. Se han realizado estudios, que indican que la cocaina
es biotransformada por la placenta humana (Roe et al 1990). Se produce hiponatremia, en

neonatos de madres adictas a cocaina (Dollberg et al 1989).

Tras el uso en forma aguda de cocaina, se puede producir hipoprolactinemia, mientras que
en perfodos intermitentes de abstinencia a cocaina se ha observado hiperprolactinemia
{Cocores et al 1986; Mendelson et al 1988). Estudios realizados con monos rhesus, revelan
que la administracién aguda de cocaina da lugar a caida de los niveles de prolactina
plasmdtica, seguida de recuperacidén e hiperprolactinemia (Mello et al 1990}). La secrecién
de prolactina se regula por via dopaminérgica en el SNC y la hiperprolactinemia que sigue
al abuso de cocaina es debida a una inadecuada supresion dopaminérgica de la secrecion de
dopamina. Esto ocurre por un efecto adverso de la cocaina sobre las neuronas

dopaminérgicas, en el hipotdlamo basal (Teoh et al 1990). Se observa una elevacion del nivel
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de creatina fosfokinasa sérica (CPK) y los factores de la coagulacién se presentan alterados
(Singhal et al 1990).

La intoxicacion por cocaina da lugar a: Euforia, disminucién del apetito, desérdenes del
suefio, ideas paranoides, alteraciones sexuales, hipertensién, hipertermia, paralisis
respiratoria, arritmias cardiacas y muerte. La administracion intranasal produce necrosis y

perforacién del tabique nasal. Cuando se fuma la cocaina produce edema pulmonar.

1.4.1.- Manifestaciones de la hepatotoxicidad de la cocaina en animales de laboratorio.

La cocaina es un potente hepatotéxico en ratén, al ser administrada por via intraperitoneal
(Shuster et al 1977). Tras diferentes estudios experimentales, se ha puesto en evidencia que
la cocaina puede dar lugar a productos hepatotdxicos, al ser metabolizada por via oxidativa,
mediante el sistema FAD-monooxigenasas de funcién mixta dependiente del citocromo P-450
(Thompson et al 1979; Kloss et al 1982b). La induccién del citocromo P-450 incrementa la
toxicidad. Los metabolitos formados son norcocaina, N-hidroxynorcocaina y norcocaina

nitréxido (Evans y Harbison 1978).

Realizando diferentes estudios experimentales, se ha podido comprobar (Smolen y Smolen
1990), que el ratén es la especie mds sensible a la accidn hepatotdxica de la cocaina. Existe
una dependencia de factores hormonales, siendo mds toxica para los machos (Thompson et
al 1984). La actividad enzimdtica estd inducida por los andrégenos. Esto se relaciona con la
dependencia a andrdgenos de algunos isoenzimas del citocromo P-450. Ademds se ha
comprobado (Leibman et al 1990), que la actividad colinesterdsica es mds alta en las
hembras. También influye la cepa de la que proceden los animales, por la distinta actividad
de la N-demetilasa, existiendo cierto confusionismo entre diferentes autores en cuanto a la
importancia que tiene utilizar una determinada cepa. Otro de los puntos, no suficientemente
aclarado, es la necesidad de utilizar animales previamente inducidos, ya que algunos autores,
como Evans y Harbison (1978) y Smith et al (1981), sefialan que la cocaina solo es
hepatotdxica, en animales que han sido inducidos previamente. La localizacidn de la necrosis

alrededor del espacio porta, o del espacio venoso, depende en gran medida del diferente
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gradiente de oxigeno en ambas zonas (Jungermann y Katz 1982). Hoy parece claro que la
localizacién intraacinar del dafio hepdtico estd relacionada con el pretratamiento de los
animales con agentes inductores del sistema oxidativo microsdmico (Roth et al 1992). Todos
estos razonamientos se apoyan en el conocimiento de que la hepatotoxicidad de la cocaina

no es debida a la droga como tal, sino a sus metabolitos.

De esta forma los diferentes grados de hepatotoxicidad que presenta la cocaina segin la
especie animal, depende del porcentaje en que esta droga sea metabolizada por via oxidativa
(Connors et al 1990). En humanos el metabolismo de la cocaina por via oxidativa es entre
un dos y un seis por ciento del total (Inaba et al 1978), mientras que en la rata es de un
catorce a un diecisiete por ciento (Englert et al 1976; Stewart et al 1978) y en el ratdn de un

cuarenta y cinco por ciento (Werner 1961).

1.4.1.1. Alteraciones morfoldgicas

Histoldgicamente se ha observado, por microscopia Optica, deplecidn de glucdgeno en
hepatocitos perivenosos, una hora después de la administracion. La degeneracion de estos
hepatocitos progresa hasta llegar a franca necrosis en un periodo de ocho horas. Por
microscopia electrénica, se aprecian las primeras alteraciones una hora después de la
administracion. Se produce una extensa dilatacion del reticulo endopldsmico rugoso,
acompanado de cambios en las mitocondrias. A las dos horas se observan cambios
sorprendentes en los peroxisomas de las células perivenosas. Aunque la densidad de
peroxisomas disminuye en todas las células, es mds notoria en las perivenosas. En ratones
no inducidos el mayor volumen de reticulo endopldsmico liso aparece en los hepatocitos
perivenoso, lo cual explica la formacién de metabolitos téxicos en mayor proporcion a este

nivel del acino hepdtico (Gottfried et al 1986).

1.4.1.2. Alteraciones funcionales y bioquimicas

Desde el punto de vista bioquimico la hepatotoxicidad de la cocaina se manifiesta por un

incremento de las transaminasas séricas, que suele ser mdximo a las dieciocho horas de la
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administracién. Asi mismo se aprecia una disminuciéon de los niveles de glutation, que es
deplecionado en un 20-30 % una hora después de la administracién de la droga (Thompson
et al 1979). La deplecidn de glutation es transitoria y precede a una significativa peroxidacion
lipidica. Todo ello ocurre tras la administracion de dosis muy elevadas de cocaina (50 - 70
mg/Kg) a ratones. Existe una relacion clara entre la dosis de cocaina y la lesidn hepitica que
produce (Tena 1987). La administacién de dosis repetidas durante cinco dias a [a semana,
en periodos de una, dos y tres semanas, de 10, 20 y 30 mg/Kg de cocaina a ratones, da lugar
(Freeman y Harbison 1981b) a necrosis periportal, dependiendo de la dosis y del tiempo que
dure la administacion. La lesidn hepdtica varia desde vacuolizacidn de los hepatocitos, a
franca necrosis. Los niveles de transaminasas se presentan muy elevados y los de citocromo
P-450 deprimidos. Seglin estos autores la accién hepatotdxica en ratdn, tras la administracién
de cocaina en dosis repetidas, es independiente de la induccion del sistema de oxidasas de
funcidn mixta y Ia lesidn producida se debida a Ia dosis de cocafna acumulada. Si se inhibe
la deplecidén de glutation, con antagonistas w-adrenérgicos, como fentolamina y yoimbina,

decrece la accién hepatotoxica de la cocaina (James et al 1987).

Los efectos agudos de la cocaina en higado perfundido de rata, son vasculares, debido a la
vasoconstriceidn que produce, y funcionales, por alteracién en la formacidn de bilis (Garhart
et al 1989).

1.4.2.- Metabolismo de )a cocaina

1.4.2.1.- Hidrdélisis

El 90 % de la cocaina se metaboliza rapidamente por hidrélisis, mediante la accién de unas
esterasas presentes en suero y en higado, que dan lugar a benzollecgonina, ecgonina metil
ester y ecgonina (Stewart et al 1979). Ninguno de estos derivados presentan hepatotoxicidad
cuando se administran a ratones en dosis elevadas, lo que indica que la hidrélisis de la
cocaina no conduce a metabolitos téxicos (Thompson et al 1979; Evans 1983). Si se inhibe
la accion de las esterasas por diazinon o tri-orto tolilfosfato, se origina un notorio incremento

de la hepatotoxicidad de la cocaina en ratén (Thompson et al 1979; Freeman y Harbison
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1981b; Evans 1983), lo que confirma que ia hidrélisis catalizada por esterasas es una via de

destoxificacién de la cocaina.

Como las esterasas compiten con los enzimas oxidativos (Citocromo P-450 y monooxigenasas
dependientes del FAD) en el proceso de biotransformacion de la cocaifna, la inhibicién de las
esterasas da lugar a concentraciones mas elevadas de metabolitos oxidados (Benuck et al
1989). Se ha comprobado que la administracién de diazinon a ratones elevé 60 veces la

concentracion hepdtica de N-hidroxinorcocaina (Shuster et al 1983).
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1.4.2.2.- Metabolismo oxidativo y hepatotoxicidad

La via secundaria del metabolismo de la cocaina es la oxidativa, que da lugar a metabolitos
hepatotdxicos. Este proceso gira en torno al nitrégeno del anillo del tropano. La cocaina
puede ser demetilada o N-oxidada y posteriormente demetilada. La cocaina demetilada,
norcocaina, es rapidamente oxidada a N-hidroxinorcocaina, que puede dar lugar por ultimo
a norcocafna nitréxido, que se cree es el metabolito responsable de la hepatotoxicidad
(Rauckman et al 1981; Benuck et al 1989).

Se han realizado estudios in virro (Jover et al 1990}, para profundizar en el mecanismo por
el cual la cocaina es hepatotdxica. Se han utilizado microsomas hepdticos, obtenidos a partir
de ratas, inducidas y no inducidas, hamster y ratones, en presencia de un sistema generador
de NADPH. Se produce norcocaina nitréxido, a partir de N-hidroxinorcocaina. Esta reaccién
estd mediada por el citocromo P-450, ya que la induccién con fenobarbital, incrementa
marcadamente la produccion del derivado nitréxido (Rauckman et al 1981). El paso anterior
a la produccion de N-hidroxinorcocaina, fué estudiado por Kloss et al (1982b). Estos autores,
obtienen N-hidroxinorcocaina, a partir de norcocaina, utilizando una suspension microsomal

y FAD-monooxigenasa purificado.

La inhibicidn del metabolismo de la cocaina, se ha estudiado in virro en microsomas
hepdticos, con agentes antihistaminicos, como la cimetidina, lo que hace que decrezca su

hepatotoxicidad (Peterson et al 1983).

En hepatocitos aislados de rata, la cocaina se manifiesta como hepatotéxica, lo cual no ocurre
in vivo, debido a que el contenido en esterasas de los microsomas hepdticos es mucho menor
que la actividad esterdsica en plasma (Roberts et al 1990). Bouis y Boelsterli en 1990,
realizaron cultivos de hepatocitos de rata y los expusieron a concentraciones de 10 a
10* M de cocaina y norcocaina nitréxida. Utilizaron in vive un inductor del citocromo P-
450. Esto favorece el metabolismo de cocaina a norcocaina y se observa una inhibicién de
la biosintesis protéica, que es restaurada si se bloquea el metabolismo oxidativo con un

inhibidor del citocromo P-450. La deplecién de glutation incrementa la unién de cocaina a

-34-



macromoléculas hepdticas y aumenta el efecto inhibidor sobre la biosintesis protéica.

1.4.3.- Mecanismos responsables de la hepatotoxicidad de la cocaina

Se han propuesto dos mecanismos fundamentales para explicar los efectos téxicos de la
cocaina sobre el higado. Uno de los mecanismos propuestos implica la formacién de un
metabolito de cocaina extremadamente reactivo que al unirse a macromoléculas celulares
criticas altera de tal manera la funcidn de la céfula que origina su muerte (Evans y Harbison
1978; Evans 1983). El segundo mecanismo propuesto consiste en un ciclo redox fiitil entre
dos metabolitos oxidados de la cocaina que, al generar especies activas de oxigeno y
consumir NADPH, dara lugar a la peroxidacidn lipidica, a la lesion hepdtica y a la muerte
celular (Kloss et al 1984).

1.4.3.1.- Mecanismo del enlace covalente

La evidencia de un papel importante del enlace covalente (o irreversible) de los productos
de la biotransformacién de la cocaina, con macromoléculas, en la hepatotoxicidad, se deduce
de la estrecha correlacion que existe entre el enlace covalente y la lesion tisular. Aunque estd
demostrado que el metabolismo oxidativo de la cocaina es fundamental para generar la forma
de la cocaina que reacciona con las proteinas, se¢ desconoce aiin la identidad de tal

metabolito.

1.4.3.2.- Ciclo redox y peroxidacidn lipidica

La cocaina induce la peroxidacién lipidica, segiin se ha visto en hepatocitos de rata y ratén,
por evaluacion del malondialdehido, metabolito indicador de la degradacidn lipidica. El

metabolito activo responsable de la induccién del proceso de peroxidacién es la norcocaina

nitréxido.
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Ciclo redox fitil entre metabolitos de la cocaina (Kloss et al 1934)
Se produce un ciclo fiitil entre N-hidroxinorcocaina y norcocaina nitroxido, que da lugar al
anidn superdxido, conduciendo a peroxidacidn lipidica y deplecion de NADPH (Kloss et al
1984).

El sistema de defensa mas critico frente al perdxido de hidrégeno es la glutation peroxidasa,
la cual elimina los peroxidos a expensas de la conversion de glutation reducido (GSH), a su
forma oxidada (GSSG). El GSH se regenera mediante la GSSG-reductasa, que es un enzima
NADPH dependiente (Donneily et al 1988}. Si disminuye el NADPH se deprime e glutation

celular y comienza la hepatotoxicidad.

Hasta la fecha la mayor parte de las investigaciones sobre el metabolismo de la cocaina y el
danio celular asociado, se han realizado en modelos animales, expertmentalmente en raton,
sin embargo existen casos descritos y estudiados de hepatotoxicidad en el hombre. Se han
recogido casos de esteatosis, congestidn, infiltrado inflamatorio portal y necrosis

centrolobulillar con zona hemorrdgica, en intoxicacidn por cocaina (Copeland 1989). Kanel
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et al (1990), describen un caso de fallo hepdtico fulminante y rhabdomyolisis aguda, por el
uso de cocaina, asociado a barbitiricos y alcohol. Los hallazgos morfoldgicos encontrados
son, necrosis mediozonal y perivenosa de tipo coagulativo y microvesiculas grasas
periportales, en todos los 16bulos del higado. Perino et al en 1987, han descrito un caso de
necrosis periportal en un paciente consumidor de cocaina, en cuya orina detectaron también

la presencia de barbitiricos.

Existe una relacién directa entre hepatotoxicidad y empleo de la cocaina a dosis muy altas
(Tabasco-Minguillan et al 1990). Para poder evaluar la accion hepatotdxica de 1a cocaina en
el hombre, parece muy importante tener en cuenta la idiosincrasia de cada individuo, ya que

esta droga presenta una toxicidad mayor cuando el nivel de colinesterasas es bajo (Wanless
et al 1990; Silva et al 1991).

1.5.- Citometria de flujo

La citometria de flujo, es una técnica para el andlisis de células aisladas en suspensién, y
también se puede utilizar, para separar células, basdndose en sus caracteristicas fenotipicas
especificas. Permite obtener datos individuales en un grupo de células mediante la emisién
de sefiales de fluorescencia. Los cambios celulares pueden medirse estudiando la cinética
celular, teniendo el tiempo como pardmetro. Se debe estudiar simultdneamente una poblacién

control.

Esta técnica se ha desarrollado durante los ultimos treinta afios, para el contaje y medicién
de particulas. El primer analizador de particulas fué descrito en 1965, y hacia 1970 se
desarrollaron aparatos capaces de medir dos 0 mds emisiones de fluorescencia (Camplejhon
1992).

El principio en que se basa un citdmetro de flujo es sencillo. Las células, o niicleos, pasan
individualmente a través de un haz de luz, producido en la mayorfa de los casos por ldser.
La banda luminica produce una excitacién de las diferentes tinciones fluorescentes, que

pueden relacionarse con diferentes componentes celulares. Se puede excitar simultdneamente,
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mds de un colorante fluorescente, La sefial de fluorescencia, se recoge a través de un
sistema de lentes y espejos. Los detectores convierten las sefiales de fluorescencia en

electrénicas, que son almacenadas y analizadas por una computadora.

Las técnicas de citometria de flujo, miden frecuentemente cinco parametros, con tres colores.
En la prictica se miden dos pardmetros usando un dngulo de trasmisién de la dispersién de
la luz para medir el tamaiio celular y una dispersién luminica de 90° para examinar la
superficie celular. Estos dos pardmetros se utilizan para identificar y seleccionar
subpoblaciones especificas. Las sefiales de fluorescencia de estas celulas se recogen y
cuantifican. Una simple célula puede ser identificada como positiva 0 negativa, segun el

fluorocromo utilizado.

1.5.1.- Estructura de un citémetro de flujo

Un citémetro de flujo se compone de tres sistemas instrumentales integrados: un sistema de
inyeccidn y manejo de la muestra, un detector fisico y éptico de los pardmetros citoldgicos

que interesa medir y un sistema digitalizado para el proceso de los datos (Magdelenat 1991).

El sistema de inyeccion y mangjo de Ia muestra recibe el nombre de célula de flujo. Consiste
en un mecanismo hidrdulico presurizado al que se incorpora la suspension de células para
analizar. Esta suspension es transportada hacia un conducto capilar estrechado por una
corriente coaxial de liguido sobre el que incide un estrecho haz de luz. La inyeccion se
realiza habitualmente por un sistema volumétrico compuesto de bomba y jeringa capaz de

inyectar un volumen exacto de la suspensién celular.

Segun el caracter del haz explorador se distinguen dos tipos de citdmetros de flujo: a) de
lampara de mercurio; b) multiparamétrico, o de luz ldser. Los primeros se basan en la
utilizacion de una fuente luminica no coherente con gran dispersién e interferencias entre los
fotones que constituyen el haz luminoso. Debido a ello, estos citdmetros han sido sustituidos
por los de tipo laser, donde la radiacion foténica empleada se encuentra en fase, lo cual

proporciona a este tipo de luz una gran uniformidad en la direccién y cromaticidad asf como
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una gran intensidad frente a las fuentes de radiacidn no coherentes.

Fl sistema de deteccidén consta de: a) un contador volumétrico de tipo Coulter para el
recuento de las unidades celulares que fluyen por el capilar; b} sistema dptico, formado por
una lente colectora en dngulo recto, un filtro espacial de seleccion, diversas lentes de enfoque
del rayo ldser sobre el haz de flujo celular y ciertos filtros y espejos que permiten seleccionar
determinadas longitudes de onda en la radiacion reflejada por la columna en estudio, y ¢) los
fotodetectores capaces de recoger y transformar la luz reflejadas en una débil corriente
eléctrica. El sistema electronico digital y de andlisis de datos consta de diversos
amplificadores de senal; un transformador analégico-digital para convertir los pulsos
electrénicos en informacién digital y un ordenador que almacena y analiza los datos,
proporcionando estudios estadisticos y representacion grafica de éstos (Garcia del Moral et
al 1993).

1.5.2.- Aplicaciones de la citometria de flujo

Se utiliza, principalmente para medir la cantidad relativa de DNA y la distribucién de los
dcidos nucléicos, en los diferentes estadios del ciclo celular. Su ventaja principal es la
rapidez, en pocos segundos se pueden medir hasta 10000 células. Para ello se utilizan
diferentes tinciones que permitan visualizar mediante un foco luminico, propiedades fisicas
de las células, como su tamano y la granularidad de su citoplasma. Esto, junto con la
propiedad de poder detectar la fluorescencia, emitida a diferentes longitudes de onda, por el
DNA o RNA, mediante el uso de tinciones intercalantes, amplian la utilidad de esta técnica
(Dallas y Evans 1990).

La citometria de flujo, usa un flujo continuo para el andlisis 6ptico de células aisladas vy,
puede ser utilizado para separar células. Es muy eficiente para ver que células hay en
suspensién y aproximadamente, cuantas. Proporciona informacidén cuantitativa sobre el
tamafio celular, caracteristicas de la superficie celular y nimero y tipo de macromoléculas
asociadas con las celulas individuales, si esas macromoléculas pueden ser marcadas

especificamente con componentes fluorescentes. Se pueden excluir ciertas células comparando
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especificamente pardmetros de poblaciones celulares, como tamafio y otros pardmetros que

se pueden medir por marcaje fluorescente.
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Histograma de DNA por citometria de flujo

La citometria de flujo estd especialmente indicada para el estudio del ciclo celular, usando
lineas celulares o suspensiones de células simples, obtenidas por medios fisicos o
electrénicos. El ciclo celular puede ser seguido en sus diferentes fases, GO/G1, S y G2 +
M, marcando cada célula con una tincion especificamente ligada al DNA. Esto permite
clasificar las células en G1, S, o G2. Otras tinciones ligadas a ambos, DNA y RNA, como

el naranja de acridina, permiten identificar células en GO.

La citometria de flujo tiene un gran campo de aplicacién, en la inmunocitotoxicidad y en
citotoxicologia. Se puede estudiar, mediante esta técnica la influencia que pueden tener

diferentes drogas, en la evolucién normal del ciclo celular.
La medida del DNA, célula a célula, en ¢l ciclo celular, es importante en los estudios de

células cancerigenas porque las células malignas tienen alterado con frecuencia el contenido

en DNA o su citocinética.

-40-



Una de las aplicaciones mds excitantes de la citometria de flujo es la caracterizacion de los

cambios celulares por drogas.

Los cambios en la membrana plasmdtica dan lugar a alteraciones en el transporte o
endocitosis, que puede ser cuantificada por citometrfa de flujo. Las alteraciones en la
membrana se han estudiado usando tinciones de fluorescencia, que indican cambios en el
potencial de membrana. La tincién se distribuye en el espacio intra y extracelular como
resultado, principalmente, de un gradiente electroquimico. El valor absoluto del potencial de
membrana no se puede determinar por estos métodos, pero si es una técnica muy sensible
para detectar alteraciones. La transferencia de alta energia que se obtiene usando la
excitacién por ldser, permite usar concentraciones muy pequefias de colorantes, con lo que
se evita los efectos toxicos que estos pudieran tener. Se puede utilizar la citometria de flujo
para estudiar el dano celular. Los cambios en el potencial de membrana se pueden apreciar

con tinciones especificas, tras la exposicion de las células a drogas.

1.6.- Ciclo de divisién celular

La citocinética, es el estudio del proceso de crecimiento, proliferacién, diferenciacién,
migracion y muerte de las células individuales y poblaciones de células. Los cambios en la
cinética de las células de los tejidos, durante la exposicion a agentes téxicos, puede ayudar
a conocer su mecanismo de accién y la patogénesis, que da como resultado una lesion (Evans
et al 1991). Los estudios de citocinética se basan en el ciclo celular, que se define, como el
tiempo entre el final de la mitosis de las células parentales y el final de la mitosis de las

células hijas.

El ciclo celular comprende cuatro fases: G1, o fase postmitdtica, S, o periodo de sintesis del
DNA, G2, o fase premitética y M, o mitosis (Sandberg 1992). La tnica fase apreciable
microscopicamente, es la mitosis. En general, la fase S, dura entre 7 y 8 horas, la G2, entre
2 y 4 horas y la M menos de 1 hora, mientras que la duracion de la fase G! es Ia mds

variable.
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Fases del ciclo celular

Durante la fase G1 tiene lugar la sintesis de RNA, el transporte de proteinas, cambios en la
concentracion intracelular de iones, el transporte de nutrientes dentro de la célula y la sintesis
de enzimas especificos, necesarios para la sintesis del DNA. Durante la fase S se sintetiza

el DNA y la mayoria de proteinas, histonas.

Durante la fase G2 tiene lugar la sintesis de RNA y proteinas como preparacion para la
mitosis. Finalmente, durante la fase M, ocurren algunos cambios en la estructura de la

membrana celular, la sintesis protéica decrece y cesa la sintesis de RNA.

La célula es por esto muy diferente en cada fase del ciclo celular. La progresion de la celula
a través del ciclo hace necesario una serie de cambios bioquimicos, antes de que el siguiente
estadio del ciclo comience. Hay factores, como el tratamiento con drogas, que pueden

producir alteraciones del ciclo.
Dentro de la poblacion celular, hay siempre algunas células, que no se comportan de forma

normal. Estas células pueden estar en el estadio GO, dentro de ellas podriamos citar a los

hepatocitos y células de Kupffer, que normalmente no se dividen, si no es, por ejemplo, tras
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una hepatectomia parcial.

La fraccién en crecimiento, o fraccién de células en la poblacién, que participa en el ciclo
celular, es un concepto importante en el andlisis de la poblacién celular. La fraccién en
crecimiento se incrementa durante la reparacion, tras el dano celular, siendo las celulas en

GO estimuladas para participar en el ciclo celular,

La fraccién en crecimiento decrece cuando la reparacidn es completa. La mitosis se puede
observar microscépicamente y nos indica, como primera aproximacion, el ritmo de
proliferacién. El indice mitético es la proporcion de células en mitosis en la poblacién celular

total, en un tiempo concreto.
1.6.1.- Andlisis del DNA por citometria de flujo

La mayoria de los estudios cinéticos se basan en un marcaje especifico para el DNA y el

seguimiento de este marcaje a través de las fases del ciclo celular.

Normalmente, para cuantificar el DNA celular, se marcan las células con una o varias de las
siguientes tinciones, ioduro de propidio, naranja de acridina, o bromuro de etidio. Se obtiene
y analiza la distribucion del DNA en 10-50 x 1000 células. Se puede medir los cambios a que
pueden dar lugar diferentes agentes quimicos, sobre la ploidia de las células. Células con
contenido normal de DNA (2C), células con el doble del contenido del DNA normal (4C),
y valores intermedios que se asignan a G1 (2C), G2 (40), o fase S, (valores intermedios del
ciclo celular). Mediante la citometria de flujo se ha podido detectar un efecto clastogénico,

por el incremento de la dispersion del contenido del DNA celular.

En células en division, se puede producir una distribucién desigual del DNA en las células
hijas. Esto se puede detectar por un ensanchamiento, en el pico, obtenido para Ia fase G1 del
ciclo celular, También se puede detectar con rapidez, si se produce una aneuploidia, en la

poblacién celular que estd expuesta a un agente, supuestamente txico.
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1.7.- Objetivos de la investigacidn propuesta

Considerando que la cocaina es hepatotdxica cuando se administra a ratones Swiss machos
en dosis de 60 mg/Kg, que produce lesion hepdtica y muerte celular y que la pérdida de
células en higado desencadena un proceso de proliferacién celular (regeneracién) para

restaurar la funcionalidad hepdtica, nuestra hipdtesis de trabajo es la siguiente:

1.- Diagnosticar y ubicar la zona acinar donde aparece €l dafio hepético debido a la
administracion de cocaina por via intraperitoneal a ratones pretratados o no con
fenobarbital.

2.- Investigar sobre la naturaleza de la muerte celular por apoptosis y/o necrosis.

3.- Establecer una posibilidad de relacién entre la ubicacion en el acino hepdtico de la

zona lesionada y el tipo de muerte celular.

4.- Observar de qué manera se veria afectada la proliferacién celular por el pretratamiento
con fenobarbital (interaccién de xenobidticos) y establecer comparaciones con hepatocitos

fetales.

La secuencia de acontecimientos que tiene lugar en el higado por efecto de los xenobidticos

hepatotéxicos es la siguiente:

Toxico --- > lesidn hepdtica --- > muerte celular (apoptosis o necrosis) --- > regeneracion

hepatocelular ---> restauracién de la funcionalidad.
Para hacer un seguimiento de estos acontecimientos, se inyectd cocaina (60 mg/Kg) a ratones

Swiss albino machos, tratados y no tratados previamente con fenobarbital para inducir el

sistema monooxigenasa microsémico dependiente del citocromo P-450.
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Para caracterizar el proceso secuencial de lesién hepdtica, muerte celular (apoptosis y
necrosis) y regeneracion hepatocelular, se han obtenido muestras de suero, tejido hepatico
y se han aislado hepatocitos después de la administracion de cocaina. Las muestras fueron
tomadas a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas y en ellas se han realizado las determinaciones

siguientes:

1.- Estudio histopatolégico de higado de ratén para diagnosticar 1a lesidén hepitica dentro

del acino (perivenosa o periportal).

2.- Pardmetros bioguimicos de lesion hepdtica y muerte celular (aminotransferasas,

isocitrato deshidrogenasa, gamma-glutamil transferasa en suero de ratén)

3.- Enzimas generadores y consumidores de NADPH (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
enzima mdlico, isocitrato deshidrogenasa, glutation transferasa, glutation reductasa y

Citocromo P-450 NADPH reductasa) y estado redox dependiente del NADP* y NAD™Y,

4.- Enzimas y metabolitos relacionados con la peroxidacion y el metabolismo energético
(catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, niveles de glutation, glutation-S-

transferasa y cociente GSH/GSSG, ATP y malondialdehido).

5.- Evaluacién por citometrfa de flujo de la ploidia y distribucién del DNA en las distintas
fases del ciclo de divisién celular, que permiten caracterizar la muerte celular por
apoptosis y para observar el momento de proliferacién hepatocelular en el proceso

regenerativo post-necrético.
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2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.- Aparatos

- Balanza de precisiébn y granatario Sartorius, modelos 1203 MP y 1207 MP-2,
respectivamente.

- Bafio termostatizado Heto-Denmark.

- Baiio termostatizado con agitacién Unitronic 320 OR.

- Bafio termostatizado hasta 100 °C Precisterm S-140.

- Bomba de perfusién Minipuls-2 de Gilson.

- Cdmara de contaje de células Neubauer.

- Centrifuga Heraeus Eppendorf Biofuge 13.

- Centrifuga refrigerada Heraeus, modelo Minifuge T.

- Centrifuga refrigerada Kontron, modelo Centrikon H-401.

- Citémetro de flujo FACStar plus (Becton-Dickinson, Sunnyvale, Ca), equipado con un laser
de argén de 3 W (Coherent, Palo Alto Ca) y un ordenador Hewlet Packard C-30 (Sunnyvale,
Ca).

- Cromatégrafo de liquidos: HP 1090, con detector HP DAD 1040 A/M

- Cronémetros Smiths.

- Espectrofotémetro UV-V Kontron, modelo Uvikon 810.

- Homogeneizador Ultraturrax Typ 18-10.

- Homogeneizador Tri-R Instruments con motor Braun-Melsungen, provisto de pistilo de teflén.

- Jaulas de makrolon marca Tecniplast, con cubierta y rejilla de acero inoxidable.

- Material quirdrgico: jeringas, pinzas rectas y curvas, tijeras de diversos tamanos, cdnula de
pldstico (Braunula 1-G16, Braun Melsungen AG, RFA), hilo de sutura.

- Microcentrifuga Eppendorf, modelo 5414,

- Microscopio optico Nikon.

- Microscopio 6ptico Wild-Herbrugg.

- Microtomo de deslizamiento de la casa comercial Reichert.
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- pHmetro Radiometer Copenhagen, modelo 52.
- Pulmén oxigenador de vidrio Afora, modelo U-80622.
- Tubos y placas de incubacion estériles de Costar.

- Ultracentrifuga Kontron, modelo Centricon T 2080.

2.2.- Productos

- Clorhidrato de cocaina, con una riqueza en cocaina del 88,5 %, y del 99,5 %, expresado como
cocaina base, proporcionada por el Servicio de Restrincién de Estupefacientes del Ministerio
de Sanidad y Consumo.

- Fenobarbital sédico de la casa Fluka, con una pureza del 98 %.

- Los dcidos y las sales minerales utilizados fueron de las casas comerciales Merck, Panreac,
BDH y Carlo Erba.

- Los sustratos, coenzimas y enzimas fueron suministrados por las casas comerciales Sigma y
Boehringer.

- Colagenasa de Boehringer.

- Heparina sddica de la casa Leo.

- Solucidn fisioldgica, Ibys.

- Cycletest Becton Dickinson.

- Monoéxido de carbono, SEO.

- Pienso de mantenimiento y cria para rata/ratén de Panlab, en forma de pellet, controlado por

el proveedor.

2.3.- Animales

Se utilizaron ratones Swiss albinos, machos, de cinco semanas de edad, con un peso medio, en
el momento de la recepcidn, de 21,7 + 1,1 g, procedentes de Iterfauna Ibérica, S.A.
(Barcelona). Fueron estabulados en jaulas Tecniplast, en grupos de cinco animales por jaula,

durante todo el periodo que durdé la cuarentena, que fué de cinco dias. Las condiciones

-47-



ambientales se mantuvieron constantes, con una temperatura de 22 + 2 °C, humedad relativa
de 50 + 5 %, ciclos luz/oscuridad de doce horas, con apagado y encendido progresivo,
ventilacién forzada a través de filtros de alta eficacia y 18 renovaciones de aire/hora en la
sala. Los animales tuvieron libre acceso a comida y bebida, durante todo el tiempo que duré
la cuarentena. Transcurrido este periodo, los animales con un peso medio de 30,1 4+ 1,9 g,
fueron trasladados a jaulas individuales para ratén, con el fin de poder controlar, el consumo
de comida y bebida. Las jaulas, de makrolon, estdn provistas de rejilla de acero inoxidable

en el suelo, para evitar que el animal tenga contacto directo con la viruta.

Se realizé el cruce de ratones Swiss (seis semanas de edad), con el fin de obtener higados
fetales. Se hizo un seguimiento del estado de gestacién tras el apareamiento, por los
procedimientos convencionales. A los 19 dias de gestacidn se sacrificaron los animales por
dislocacién cervical y se obtuvo el higado de los fetos a término. Los fetos, tenfan un peso
medio de 1,6 g y cada higado fetal pesaba como media 0,10 g. Cada madre tuvo una media
de 11 a 12 fetos.

2.4.- Tratamiento con cocaina

La pureza de la cocaina administrada (99,5 %), se determiné por cromatografia de liquidos,
utilizando el aparato indicado anteriormente. La precolumna empleada fue: LICHROSPHER
RP 18 (5um), la columna: LICHROSPHER 60-SELECT B (5 pm, 250 x 4 mm) y las
condiciones de flujo de 1 ml/min, fase mdvil fosfato buffer (pH 2,8)/ acetonitrilo, isocrético
% B-60 y longitud de onda 210/230.

Se administré por via intraperitoneal a diferentes grupos de ratones, con una dosis subletal
de clorhidrato de cocaina (60 mg/kg), preparada extemporaneamente disuelta en CINa 0,15
M. El volumen administrado se ajustd segiin el peso de cada animal, utilizando un volumen
de referencia de 0,2 ml. El grupo control, recibié por via intraperitoneal, una dosis de 0,2
ml de CINa 0,15 M.
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GRUPO DE BEBIDA TRATAMIENTO TIEMPO TRANSCURRIDO
ANTMALES (5 dias) {i.p.) ADMINISTRACION
COCAINA/SACRIFICIO
" CONTROL AGUA 0,2 ml 24H
CiNa 0,15 M
COCA AGUA 0,2 ml clorh. 12H, 24H, 48H,
Cocaina 10 g/L T2H v 96H
FENOBARBITAL |Fenobarbital 0,2 ml 24H
SODICO s6dico 1 g/L ClNa 0,15 M
FENOBARBITAL JFenobarbital 0,2 ml clorh. 12H, 24H, 48H,
+ COCA sédico 1 g/L Cocaina 10 g/L 72H v 96H

Otro grupo de ratones fué inducido, utilizando fenobarbital sddico al 0,1 % p/v, disuelio en
el agua de bebida, durante un periodo de cinco dfas consecutivos, antes de [a administracion
por via intraperitoneal del clorhidrato de cocaina (60 mg/kg). Los ratones fueron sacrificados

a distintos tiempos (0, 12, 24, 48, 72, y 96 horas) después de la administracidn.

El sacrificio se llevé a cabo por dislocacion cervical, o mediante anestesia, dependiendo del

pardmetro a evaluar. El anestésico utilizado fué pentobarbital sédico (Nembutal) (50 mg/Kg).

Para el estudio enzimdtico se obtuvo la sangre de los animales y el higado. Por otro lado,
para el estudio histolégico se extrajo el higado, y se fij6 en formol, para su posterior estudio
por microscopia dptica. La citometria de flujo se llevd a cabo en hepatocitos, obtenidos por
perfusidon hepdtica con colagenasa. Para el estudio de los metabolitos, se procedi¢ al
sacrificio por dislocacidn cervical, extrayendo rdpidamente el higado, y procediendo a la

técnica de freeze-clamp, en nitrégeno liquido.
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2.5.- Obtencion de muestras séricas y hepdticas

Los sueros fueron obtenidos tanto de los ratones control como tratados, a diferentes periodos
de tiempo, desde la administracién de la droga. Los animales estaban previamente
anestesiados con Nembutal (50 mg/Kg). La sangre se extrajo por puncién cardiaca. El
volumen medio de sangre, obtenido de cada ratén, fué de 1,5 ml. Una vez obtenidas las
muestras de sangre, se mantuvieron en tubos perfectamente limpios y secos, sin ningun tipo
de anticoagulante, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se
separd el codgulo formado de las paredes del tubo con un palito de madera, y se centrifugé
durante 10 minutos a 3.000 rpm. El suero se separd con una pipeta pasteur. Las muestras
se mantuvieron refrigeradas a 4 °C hasta la determinacion de las actividades enzimadticas, que

se llevo a cabo siempre dentro de las 24 horas desde la obtencidn de las muestras.

En las muestras de suero se determinaron las actividades enzimdticas siguientes; gamma-
glutamil transferasa (GGT), Aspartato aminotransfera (ASPT), Alanina aminotransferasa

(ALLAT) e Isocitrato deshidrogenasa (ICDH).

Asi mismo se procedid a extraer el higado, para su posterior estudio histoldgico.

2.6.- Fijacién de muestras hepditicas para cortes de tejido

Las muestras de higado para el estudio morfoldgico, por microscopfa dptica, se obtuvieron
a partir de animales de los diferentes grupos, previamente anestesiados. Las muestras de
higado se fijaron en formol al 10 % y posteriormente se deshidrataron con concentraciones
crecientes de alcohol y xilol y se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de 7 micras que
fueron teflidos con hematoxilina y eosina segiin el siguiente método:

- Desparafinacion e hidratacidn.
- Tincion con hematoxilina al 10 % durante 7 minutos.

- Lavado dos veces en H,O destilada.
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- Tincién con eosina al 4 % durante 45 segundos.
- Lavado dos veces en H,O destilada.

- Deshidratacién y montaje.

Reactivos:

Hematoxilina de Carazzi (H,0 destilada 800 ml; glicerina 200 ml; sulfato aluminico potdsico

50 gramos; yodato potdsico 0,20 gramos y hematoxilina 1 gramo).

Solucién madre de eosina (eosina 1 gramo y H,O destilada 100 ml).

Eosina 4 % (40 ml de la solucién madre y 960 ml de H,O destilada).

2.7.~ Aislamiento de hepatocitos

El aislamiento de los hepatocitos de ratones adultos se llevd a cabo, en animales procedentes
de diferentes grupos de tratamiento y a distintos tiempos desde la administracién
intraperitoneal de una dosis de cocaina de 60 mg/Kg del peso del animal, por perfusién in
situ del higado del raton con medio Hepes (Hepes 20mM, KCI 5SmM, SOMg 1mM, PO H,K
SmM, CINa 150mM y Glucosa 10 mM) con colagenasa, de acuerdo con el método de Krebs
et al (1974) modificado por Hue et al (1975 y 1978). Este método permite obtener
hepatocitos con un elevado grado de viabilidad. Los hepatocitos fetales se aislaron a partir
de higados de fetos a término (19 dias de gestacion), segiin el método de Martin-Sanz et al
(1989).

2,7.1.- Obtencién de hepatocitos adultos de ratones tratados con cocaina y fencbarbital

mds cocaina

Los ratones se anestesiaron con Nembutal, disuelto en solucidn salina (CINa 0,15 M), por
via intraperitoneal, en dosis de 50 mg/Kg. La heparinizacion se realizé por via femoral (0,1
ml de heparina Leo al 1 %). Posteriormente se procedid a la apertura de 1a regién abdominal

y se introdujo en la vena porta una cdnula de pldstico (Abbocath-T, 22G x 32 mm), que se
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fij6 por medio de dos ligaduras con hilo de sutura. La cdnula se conecté al catéter que hizo
fluir el medio a través del higado. Para facilitar el drenaje se produjo una abertura en la vena
cava inferior e inmediatamente se abrid la cavidad tordcica y se realizd un orificio en el atrio
derecho del corazdn por el cual se introdujo otro catéter de pldstico y se cerrd la abertura de
la vena cava inferior. Se desecharon los primeros 200 ml del medio de perfusién con el
objeto de eliminar la sangre y lavar el higado, y a los 100 ml restantes, se le adicionaron 65
mg de colagenasa (0,15 U/mg Boehringer) y Cl,Ca 5 mM, cerrdndose en este momento el

circuito para iniciar la recirculacion.

Trascurridos 5 minutos de perfusién con el medio con colagenasa, se procedid a la diseccion
y disgregacion del higado. La suspension asi obtenida se filtré a través de gasa para eliminar
los trozos no digeridos, y se centrifugd a baja velocidad (a 50 xg, 2 minutos). El sedimento
de células se resuspendid y centrifugd para eliminar los restos de membranas. Esta tltima

operacion se realizé dos veces.

La viabilidad de los hepatocitos se determiné mediante tincién de exclusién con una solucion
de Azul de Tripdn (0,2 % en suero salino). El contaje de 1as células se realizé en una cimara

de Neubauer. La viabilidad de las células se consideré dptima cuando dié valores superiores
al 90 %.

2.7.2.- Obtencién de hepatocitos fetales

Se partié de 1 g de higados, obtenidos a partir de fetos a término, disgregdndolos, con tijeras
hasta conseguir una papilia homogénea. Se suspendié en Hepes (Hepes 20mM, KCl SmM,
SO,Mg 1mM, POH,K 5mM, CINa 150mM y Glucosa 10 mM) y se filtré por una gasa.
Después de centrifar a 50 xg durante 5 minutos, se lavaron las células nuevamente con dicho
tampdn. Finalmente se resuspendié en Hepes y se realizé el contaje en cdmara de Neubauer,
utilizando Azul Tripdn (0,2 % en suero salino) para ver la viabilidad, como en el caso

anterior.
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2.8.-Preparacién de extractos hepdticos y fracciones subcelulares

Para la obtencién de los diferentes extractos hepaticos y de las fracciones subcelulares, se
procedid en primer lugar a perfundir, o lavar el higado, con el fin de obtener Ias muestras
libres de sangre, que podria interferir en las distintas determinaciones. Se abri6 la regién
abdominal de los animales previamente anestesiados con Nembutal (50 mg/Kg) y
posteriormente, se disecd y canuld la vena porta, y tras abrir el esterndn se secciond la vena

cava, lavando con suero fisioldgico 0,15 M.

Homogenedo
1 g higado + 4 ml sacarosa 0,25 M
Tampdén Tris 0,2 M pH 7.4
| DTT 5 mM

Centrifugacidn
800xg (10 min)

L l

Precipitade Sobrenadante
FRACCION NUCLEAR

Centrifugacidén
10000xg (30 min)

Precipitado Sobrenadante
FRACCION MITOCONDRIAL
I

Centrifugacidén
105000xg (45 min}

l l

Precipitade Sobrenadante
MICROSOMAS FRACCION SOLUBLE
{dializar durante

una hora}

Muestras de | g de higado perfundido se homogenizaron en frio, en un vaso provisto de

pistilo de teflén, con 4 ml de sacarosa 0,25 M (la solucién se prepard sobre tampdn TRIS
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0,2 M a pH 7,4, afiadiendo DTT 5 mM. La relacién de dilucién del extracto obtenido,
resulté ser de 1:5. Posteriormente el homogenado se centrifugé a 800 xg durante 10
minutos. El sobrenadante separado se volvié a centrifugar a 10.000 xg durante 30 minutos.
De esta manera se obtuvo un precipitado, que se corresponde con la fraccién mitocondrial
y un sobrenadante. Dicho sobrenadante se centrifugé a 105.000 xg durante 45 minutos,
obteniendo como precipitado los microsomas y un sobrenadante, que se dializé a una
temperatura de 4 °C durante una hora, con agitacidn, y que constituye la fraccion citosélica

soluble.

Muestras de 1 g de higado se homogenizaron en frio, en vaso con pistilo de teflén, con 4 ml
de PO,KH, 1 M a pH 6,5. Después de centrifugar a 10.000 rpm durante 30 minutos, se

obtuvo un sobrenadante, en el que se evalud la actividad de la glutation S-transferasa.

Para preparar los extractos necesarios para la determinacion de metabolitos, se procedié a
sacrificar a los animales por dislocacidn cervical, extrayendo el higado, que fué rapidamente
prensado y congelado en nitrogeno liquido. Para ello, se utilizaron unas pinzas, cuyos brazos
terminan en dos planchas de acero, que se mantuvieron previamente sumergidas en Nitrégeno
liquido. A partir de esta muestra de higado, se pesaron 2 g, que una vez troceados, se
suspendieron en 18 ml de dcido perclorico 0,5 M, sobre etanol al 20 %, y se
homogeneizaron en ultraturrax durante 2 minutos. El homogenado dcido obtenido, se
centrifugd en frio a 3.000 xg durante 10 minutos. Se decanté el sobrenadante y se extrajo
el precipitado con dos volimenes del mismo medio. Los sobrenadantes Acidos, mezclados
y tamponados (TRIS 0,1 M pH 7,4), se llevaron a pH 6,8 - 7, por adicion lenta de KOH,
con agitacién continua. E] precipitado de KC1Q,, que se forma al neutralizar, se separé por

centrifugacién y el sobrenadante se liofilizd, conserviandolo a -80 °C, hasta su uso.

Muestras de 1 g de higado se homogenizaron en frio en ultraturrax, durante 3 minutos con
5 ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 5 %. Una vez decantado el sobrenadante se volvié
a repetir la extraccidon. Después de centrifugar (15 minutos a 3.000 xg) se reunieron los

sobrenadantes y en ellos se determinaron las concentracién de glucégeno.
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2.9.- Determinacion de actividades enzimdticas

Las determinaciones enzimdticas se llevaron a cabo en las diferentes fracciones subcelulares
del homogenado hepdtico, en condiciones éptimas de pH y temperatura, a saturaciéon de
sustrato y cofactores. La reaccion fue previamente termostatizada a 25 °C, y en todos los

casos se siguid una cinética de orden 0, al menos durante 4 min.

Una gran parte de las actividades enzimdticas ensayadas, se determinaron directamente por
reacciones acopladas a la oxidacién-reduccién del par NAD¥/NADH, siguiendo el cambio
de densidad dptica a 340 nm, y empleando en los cdlculos un coeficiente de extincidn para

el NADH = 6,2 x 10°® M! cm! (extincién de 1 xmol de NADH en 1,00 m! de solucién).

2.9.1.- En suero

Se midieron en suero las actividades enzimdticas: Aspartato aminotransferasa (ASPT),
Alanina aminotransferasa (ALAT), Isocitrato deshidrogenasa (ICDH) y Gamma-glutamil

transferasa (GGT), que son los enzimas que se¢ consideran determinantes del grado de

necrosis hepdtica.
2.9.1.1.- Aspartato aminotransferasa

La actividad de este enzima se determind espectrofotométricamente en suero y fraccidn
soluble, midiendo la disminucidn de la densidad 6ptica a 340 nm, producida por la oxidacién
del NADH a NAD™ en la reaccién acoplada de reduccién del oxalacetato a malato, catalizada

por la malato deshidrogenasa (Rej y Horder 1984), segitin el siguiente proceso:

2-oxoglutarato + aspartato --------- > glutamato + oxalacetato

malato deshidrogenasa
oxalacetato + NADH --------me-merommnoemeaen > malato + NAD™
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La concentracion que los diferentes reactivos alcanzaron en la cubeta fue la siguiente:
Tampén fosfato 0,8 mM a pH 7,6; NADH 0,2 mM; 2-oxoglutarato 15mM a pH 7; aspartato
0,8 mM y malato deshidrogenasa 20 pug.

2.9.1.2.- Alanina aminotransferasa

La actividad de la ALAT se determind espectrofotometricamente midiendo la disminucién
de absorbancia a 340 nm, producida por la oxidacién del NADH a NAD™ en la reaccién
acoplada de reduccién de piruvato a lactato catalizada por la lactato deshidrogenasa (Horder

y Rej 1984) segin el esquema siguiente:

ALAT
2-oxoglutarato + alanina -~------ > glutamato + piruvato

lactato deshidrogenasa
piruvato + NADH - > lactato + NAD™*

La concentracion de los diferentes reactivos en la cubeta es la siguiente: Tampon fosfato 80
mM, a pH 7,4, 2-oxoglutarato 15 mM, alanina 80 mM, NADH 0,2 mM y lactato
deshidrogenasa 10 pg.

2.9.1.3.- Isocitrato deshidrogenasa NADP™

La actividad del ICDH fue evaluada en suero y en fraccidn soluble hepdtica, de acuerdo con
el método de Goldberg y Ellis (1987), determinando el incremento de absorbancia a 340 nm
por reduccién del NADP™,

La reaccién que cataliza es:

ICDH
Isocitrato + NADP* —------ > 2-oxoglutarato + NADPH + H* + CO,
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La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la cubeta resulté ser: Isocitrato,

6,7 mM, NADP, 0,42 mM, CIMn, 1,67 mM, Tampoén Tris CIH pH 7,4 65 mM.

2.9.1.4.- Gamma-glutamil transferasa

En sueros de ratones control y tratados con cocaina, inducidos y no inducidos, se midié la
variacién de absorbancia a 405 nm utilizando Tris 125 mM pH 8,5, glicilglicina 75 mM y
gamma-glutamil-p-nitroanilida 5 mM, segiin el método de Wahlefeld y Bergmeyer (1987).

La gamma-glutamil transferasa cataliza la transferencia de un grupo gamma-glutamilo de la
gamma-glutamil-p-nitroanilida a un dipéptido aceptor, la glicilglicina. La velocidad de
formacion de p-nitroanilida determinada a 405 nm, es proporcional a la concentracidn

catalitica de gamma-glutamil-transferasa en la muestra ensayada.

gamma-glutamil-p-nitroanilida + glicilglicing ---------- >

————————— > p-nitroanilida + gamma-glutamil-glicilglicina.
2.9.2.- En fracciones subcelulares hepaiticas
En las fracciones subcelulares hepiticas, tanto soluble como microsémica, se han medido las

actividades enzimadticas determinantes de lesion hepdtica y otros enzimas implicados en su

funcionalidad.
2.9.2.1.- Glucoquinasa y Hexoquinasas
El perfil de las hexoquinasas fue determinado en fraccidn soluble de acuerdo con el método

de Bergmeyer et al (1984), en el que la formacién de hexosa-fosfato se acopla a la reaccién

catalizadora por la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa en presencia de NADP™,
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La reaccidn catalizada es:
Hexosa + ATP ----e—— > Hexosa-6-P + ADP
Fundamento.

Consiste en acoplar la fosforilacién de la hexosa (fructosa o glucosa) (1 y 2) con dos
deshidrogenasas dependientes del NADP™*, la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (3) y la 6-

fosfogluconato deshidrogenasa (4).

Hexoquinasa
Fructosa + ATP --—-sesmmmmmmaeaee > Fructosa-6-fosfato + ADP (1)
Fosfoglucosa isomerasa

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

Glucosa-6-fosfato + NADP" —--ueeee- > 6-fosfogluconato + NADPH (3)

6PGDH
6-fosfogluconato + NADP™' ----------- > Ribulosa-5-fosfato + NADPH + CO, (4)

La formaciéon de NADPH se evalia espectrofotométricamente por el incremento de la
absorcion a 340 nm. Cada molécula de hexosa-fosfato se corresponde con dos equivalentes
de NADPH, por lo cual las variaciones en densidad éptica obtenidas han de dividirse por dos

a la hora de realizar los célculos.

La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la cubeta resulté ser: Tris-ClH
pH 7,6 40 mM, Cl,Mg 7,4 mM, ATP/Mg 7,4 mM, NADP* 0,33 mM, G6PDH 7,4 pg y
6PGDH 7,4 ug. A concentraciones de glucosa 100 mM se determind la actividad de la

glucoquinasa. Las otras hexoquinasas se determinaron con fructosa 33 mM y glucosa 0,5
mM.
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Cuando la actividad hexoquinasa se determiné con fructosa 33 mM como sustrato, la fructosa
6-fosfato que se forma en la reaccidn (1) se convierte rapidamente en glucosa 6-fosfato por
efecto de la actividad fosfoglucosa isomerasa presente en grandes concentraciones en

homogenados hepaticos.

2.9.2.2.- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

La actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), se determind en fraccién
soluble hepdtica, de acuerdo con el método de Deutsch (1987), por el aumento de

absorbancia a 340 nm, debido a la reduccién del NADP*, en presencia de glucosa 6-fosfato.

La reaccidn catalizada es:

G6PDH
Glucosa-6-P + NADP?! —--eemeeeee > 6-fosfogluconolactona + NADPH + H*

Fundamento:

G6PDH
Glucosa-6-P + NADPT -reremn- > 6-fosfogluconolactona + NADPH + H* (1)

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

6-Fosfogluconato + NADP™* ----erneeeem > Ribulosa-5-P + NADPH + H™T (3)

La reaccidn problema (1), se acopla sucesivamente con la (2) para proporcionar el sustrato
de la reaccién indicadora (3). La reduccién de NADP™ en la reaccién (3) se puede medir
espectrofotometricamente por el aumento de densidad optica a 340 nm. La reaccidn (1) es
practicamente irreversible, por lo que la reaccidn total estd ampliamente desplazada hacia la
derecha, de manera que la reduccién del NADP™* es reflejo cuantitativo de la actividad de

la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
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La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la cubeta resulté ser: NADP*

0,38 mM, Glucosa-6-fosfato 3,3 mM, MgCl, 6,3 mM.

2.9.2.3.- 6-Fosfogluconato deshidrogenasa

Como hemos visto en el apartado anterior la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH)
interviene, dentro de la ruta de las Pentosas Fosfato en una reaccidn acoplada a la catalizada
por la Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, con el fin de obtener NADPH como poder reductor
(Deutsch, 1987),

La reaccién catalizada es:

6PGDH
6-Fosfogluconato + NADP™" —---—-—--- > Ribulosa-5-P + NADPH + H*

La reduccién de NADP? en la reaccién se puede medir espectrofotometricamente por el
aumento de densidad optica a 340 nm.

2.9.2.4.-Enzima Milico

La actividad del enzima mdlico (EM) fue evaluada en la fraccién soluble hepatica siguiendo
el método de Outlaw y Springer (1987), midiendo el incremento de la absorbancia a 340
nm, debido a la reduccién del NADPt,

La reaccidén que cataliza es:

h4n2+
Malato + NADP? ---—---- > piruvato + NADPH + HY + CO,

La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la cubeta resulté ser: Malato 5
mM, NADP 2 mM, CIMn** 4 mM.
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2.9.2.5.- Glutation Reductasa

La actividad de este enzima, GSSG oxidoreductasa, se determind espectrofotométricamente
en fraccién soluble de higado de ratdén, obtenido como sobrenadante, después de centrifugar
el homogenado hepdtico a 40.000 xg durante 45 minutos, segin el método de Goldberg y
Spooner (1987), midiendo la variacién de la densidad oOptica a 340 nm, producida por la

oxidacién del NADPH, segun la reaccion siguiente:

GSSG + NADPH + HY e > 2 GSH + NADp*

Esta reaccién, si bien es reversible, se encuentra muy favorecida en el sentido de la

formacién de glutation reducido. Los reactivos utilizados, fueron:

Tampén fosfato potdsico 0,12 M, pH 7,5; EDTA 15mM; GSSG 65,3 mM y NADPH 9,6
mM. La concentracion que los diferentes reactivos alcanzaron en la cubeta fue la siguiente:
Tampén fosfato pH 7,2, 100 mM; EDTA 0,5 mM; GSSG 2,20 mM y NADPH 0,17 mM.
Fraccion soluble (1:10) 10 ul.

2.9.2.6.- Glutation peroxidasa
La actividad del enzima GSH: peréxido de hidrdgeno oxidoreductasa, se determind
espectrofotométricamente en fraccidn soluble de higado de ratdn, segiin el método de Giinzler

et al (1974) modificado por nosotros, midiendo la disminucidn de la densidad éptica a 340

nm, producida por la oxidacién del NADPH, segiin las siguientes reacciones:

(I) 2GSH + ROOH ------mmrrmmmmeee- > GSSG + ROH + H,0

GR
(I) GSSG + NADPH + H* --eeeeee-eee-> 2 GSH + NADP™
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Los reactivos utilizados fueron:

Tampén fosfato SO mM pH 7,4; dietilentriamino pentacético (DTPA) 0,5 mM; NADPH 9,6
mM; GSH 100 mM, glutation reductasa Sigma 50 Us/ml y t-butil hidroperéxide 30 mM.

La concentracion que dichos reactivos alcanzaron en la cubeta fue la siguiente:

Fosfato potdsico 45 mM; Dietilenetriamina pentacetico (DTPA) 0,45 mM; GSH 2 mM,
glutation reductasa (GR) 1 U/ml, NADPH 0,2 mM vy terbutil hidroperéxido (t-BOOH) 0,6
mM,

2.9.2.7.- Glutation S-transferasa

La actividad de la glutation S-transferasa (GST) se determind segun el método de Habig et
al (1974), midiendo la variacion de absorbancia a 340 nm con glutation reducido 0,1 mM y

1-cloro 2,4-dinitrobenceno 0,1 mM, segiin la reaccion:

Nol NN ¢1y: Qu— > -SG + HCI

La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la cubeta fue la siguiente: 1-

Cloro 2,4-dinitrobenceno 0,5 mM; Glutation 0,5 mM; fosfato potdsico 0,5 M a pH 6,5.
2.9.2.8.- Superéxido dismutasa

La actividad enzimdtica de la superdxido dismutasa (SOD), se determind segin el método
de Del Maestro et al (1983). Este método se basa en la autooxidacién del pirogalol. La SOD,

produce un radical superoxido O,°, que hace decrecer la autooxidacion del pirogalol por una

reaccion en cadena.
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Los reactivos utilizados fueron:

1) Tampdn Tris-HCI 50 mM, pH 8,2 + Dietilentriamina pentacético (DTPA) 1 mM. Esta
solucién se prepara en el dia a partir de una solucién stock de Tris 0,1 M.
2) Solucién de pirogalol 24 mM en CIH 10 mM (se prepara en el momento).

3) Cianuro sédico 0,33 M, disuelto en 2 volimenes de agua destilada,

Se determinaron la SOD total, SOD no enzimdtica y SOD verdadera, utilizando diferentes
extractos. Para la determinacién de SOD total, se utilizo el extracto sin dializar, para la SOD
no enzimdtica se calentd el extracto a 100 °C durante 2 minutos y para determinar la SOD
verdadera, se utilizé un extracto dializado, que contiene SOD sensible € insensible al CNK.

Como blanco se empled un extracto dializado y calentado.

SOD toral: La reaccion se inicia por adicidn de una solucion de pirogalol sobre la muestra
y se registra el cambio de densidad Optica a 420 nm, frente al blanco (Tampoén Tris +
Pirogalol), durante 2 a 3 minutos. La unidad de actividad enzimdtica de la superdxido

dismutasa, se define por su capacidad para inhibir la autooxidacion del pirogalol.

2.9.2.9.- Catalasa

La medida de la actividad de la Catalasa (CAT): peréxido de hidrégeno oxidoreductasa, se
llevé a cabo en fraccién microsomal de higado de ratén, siguiendo el método descrito por
Aebi (1987), que mide la actividad enzimdtica a partir de la descomposicién del H,0, con
liberacidén de O,. El H,0, muestra un incremento continuo en la absorcion conforme decrece
la Jongitud de onda. La descomposicion del H,0,, se puede determinar directamente por la

disminucién de la absorbancia a 240 nm.

catalasa
2 HyOy -mememmmee >2H,0 + O,

catalasa
ROOH + AH, -----rmemeereees > H,0 + ROH +
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La concentracion de los reactivos en la cubeta fué la siguiente: Tampén Fosfato pH 7,0 50

mM, peroxido de hidrégeno 10 mM.
2.9.2.10.- Citocromo P-450

El Citocromo P-450 se determind espectrofotométricamente, por el método de Omura y Sato
(1964), midiendo el espectro de absorcidn caracteristico, con un mdximo a 450 nm, que se
produce al reducirse el Fe®* del grupo hemo, por unién de la hemoproteina con mondxido
de carbono. La determinacién se llevé a cabo en la fraccidén microsomal, en muestras con
una concentracién de proteinas de 2 mg/ml, y en presencia de Ditionito sddico. Se registrd
la linea base entre 400 y 500 nm observando la diferente absorcidén a 450 nm, tras ser
burbujeada la muestra problema con monéxido de carbono. La concentracién de citocromo
P-450, se calcula utilizando el coeficiente de extincién de 91 cm™!/mmol y los resultados se

expresan como nmoles de citocromo P-450 por mg de proteina de la fraccion microsomal.
2.9.2.11.- Citocromo b,

El citocromo bs es otra hemoproteina, presente en la fraccidn microsomal. El fundamento
del método (Bagglioni et al 1970) es la determinacién del espectro redox del NADH reducido
versus citocromo oxidado. La reduccién del citocromo bs es catalizada en presencia del
enzima microsomal NADH-citocromo bs reductasa. Para su determinacion se lleva acabo el
registro de la absorbancia entre 400 y 500 nm y tras adicionar una pequeiia cantidad de
NADH en una de las dos cubetas, que contienen la solucién de la fraccién microsomal, se
vuelve a realizar el espectro de absorcién. La actividad enzimdtica se calcula utilizando el

coeficiente de extincién de 185 cm?*/mmol
2.9.2.12.- Citocromo {P-450) Reductasa NADPH

Esta reductasa es una flavoproteina microsémica, que transfiere equivalentes reductores desde

el NADPH al citocromo P-450, durante la oxidacién de xenobidticos (Holtzman 1979}. Como

-64-



la reduccién del citocromo P-450 es dificil de medir directamente, se utiliza normalmente un
método que emplea citocromo ¢ exdgeno como aceptor de electrones (Schenkman 1972). El
principio del ensayo es, que el citocromo ¢ oxidado (Fe'™) se convierte en reducido (Fe**),
el cual alcanza su absorcidn mdxima a 550 nm. Por tanto, la actividad enzimdtica puede ser
evaluada por medida directa de! incremento en absorbancia a 550 nm, en funcidn del tiempo.
La actividad se mide en un espectrofotémetro termostatizado a 25 °C. Una aliquota de la
fraccién microsdmica, o de 1a soluble, (25-50 ug de proteina) se incuba en 1ml de tampdn
Fosfato 0,1 M a pH 7,2, en presencia de 0,1 umol de EDTA, 50 gmoles de CNK, 0,05
pumol de citocromo ¢ y 0,1 pmol de NADPH. La actividad enzimética se calcula utilizando
el coeficiente de extincién de 20 x 10* M x em’! y los resultados se expresan como nmoles

de citocromo C reducido por minuto y por mg de proteina.
2.10.- Determinacién de la concentracién de metabolitos
La determinacidn de la concentracién de metabolitos se llevé a cabo en extractos hepdticos,
obtenidos de higado de ratén que fueron rdpidamente prensados y congelados en nitrégeno
liquido y posteriormente tratados con perciérico/etanol, segtn las técnicas que a continuacién

se describen para cada uno de ellos.

2.10.1.- ATP

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

reacciones siguientes:

(I) ATP + glucosa ----=-=-=umaer—e > glucosa-6-fosfato + ADP
(II) glucosa-6-fosfato + NADP ----- > 6-fosfogluconato + NADPH + H*
Por cada mol de ATP en la reaccion (I), se forma un mol de NADPH, y la concentracién

de ATP se calcula espectrofotométricamente, de acuerdo con las variaciones en la densidad

Optica a 340 nm.
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Los reactivos utilizados son:

Tampodn Trietanolamina (50 mmol/l, pH 7,5-7,6); NADP 10 mmol/l; Cloruro magnésico (0, 1
mol/l}; Giucosa (0,5 mol/l); Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH, 140 kU/D);
Hexokinasa (HK. 280 kU/1); Acido percidrico (6% p/v); Carbonato potdsico (5 mol/l) e

Indicador: naranja de metilo.

2.10.2.- Glutation reducido, glutation oxidado y GSH/GSSG

El glutation total (GSH y GSSG) se determiné siguiendo el método de Hissin y Hilf (1976),

evaluando la fluorescencia a 420 nm, producida por el o-ftalaldehido. La reaccidn se

desarrollé de acuerdo con el siguiente esquema:

Te)ido hepatico (250 mg)

1 ml POHy al 25%

3,75 mi tampén fosfato 0,2M/
EDTA 0,005M pH 8,0

Homogenizar en Ultraturrax

Centrifugar 100000xg 30 min

Scbrenadante
Ensayo lSH Ensayo GS8S8G
0,5 ml sobrenadante 0,5 ml sobrenadante
4,5 ml tampon fosfato pH 8,0 200 ul N-erilmaleimida
0,044
mezclar incubar a
temperatura
ambiente
20 min
100 ul mezcla anterior Afadir 4.3 ml NaOH 0,1N
1.4 ml tampon fosfate pH 8,0
100 pl o~ftalaldehide (1 mg/ml metanel) mezclar
100 ul mezcla anterior
1,8 ml NaOH 0,1N
100 wl o-ftalaldehido
(1l mg/ml metanol}
incubar a temperatura incubar a
ampiente 15 min exactos temperatura
ambiente
15 min
{ exactos
Determinar la fluorescencia Reterminar !ta fluorescencia
a 420 nm {(exitacidn a 350 am) a 420 nm {excitacién a 150 nam}
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2.10.3.- Piruvato

La concentracion de piruvato se determind (Lamprecht y Heins 1985), de acuerdo con la
siguiente reaccién, en la que la cantidad de NADT formada se corresponde

proporcionalmente con el piruvato problema:

piruvato + NADH + H* ~-mrmemeeeo > L-lactato + NAD®

En solucion cercana a la neutralidad, el equilibrio de esta reaccidn se encuentra desplazado

hacia la formacidn de lactato.

La concentracion de piruvato se calcula espectrofotométricamente de acuerdo con la

disminucién de la densidad dptica a 340 nm.

Los reactivos empleados fueron:

Tampon trietanolamina 0,5 M /EDTA 5 mM a pH 7,6; NADH 7 mM (10 mg/2ml) y LDH
2.10.4.- Malato

Se determiné con malato deshidrogenasa y aspartato aminotransferasa, segin el método de

Mollering (1985), en presencia de NAD™ y glutamato de acuerdo con las reacciones

siguientes:

(I) L-malato + NAD™' --memrmeeeeee- > oxalacetato + NADH + H*

(II) oxalacetato + glutamato -------- > L-aspartato + 2-oxoglutarato
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La formacién de NADH en la reaccidon (I) es proporcional a la cantidad da L-malato.
Considerando la posicidén desfavorable del equilibrio de la reaccién (I), las determinaciones
deben hacerse a pH superior a 9,0 y en presencia de elevadas cantidades de NAD vy
glutamato. Se aconseja iniciar la reaccién con MDH después de la adicién de AST, ya que

la AST tiene una absorcidn intrinseca mas elevada.

Los reactivos usados fueron:

Tampon glicilglicina/glutamato; NAD™ 27 mM (200 mg NAD™ en 10 ml de agua); Aspartato
aminotransferasa (AST, 2000 U/ml) y Malato deshidrogenasa L-MDH (6000 U/ml).

2.10.5.- Lactato

La concentracién de Lactato, se evalud en extractos de higado de ratén en las diferentes
condiciones, en presencia de lactato deshidrogenasa, NAD', glutamato y alanina

aminotransferasa (Gawehn 1985), de acuerdo con las reacciones siguientes:

() D-(-)-Lactato + NAD" <-emrmeeem > piruvato + NADH + HY

(IT) piruvato + L-glutamato ~------- > L-alanina + 2-oxoglutarato

La cantidad de NADH formado es proporcional a la cantidad de lactato presente en el medio

a analizar.

Para conseguir las condiciones Optimas a pesar del equilibrio desfavorable de la reaccién (I)
hacia la formacién de NADH la reaccion (II) acoplada a la (I) ird atrapando los productos
de la reaccion (I) favoreciendo que la reaccién se verifique en esta direccion mientras exista
lactato. La rapidez de la reaccion (I) se verd favorecida tambien incrementando las

concentraciones de glutamato y LDH.
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Los reactivos fueron:

Glicilglicina 0,6 M/glutamato 0,1 M a pH 10; NAD* 47 mmol/ml; Alanina aminotransferasa
y L-Lactato deshidrogenasa.

2.10.6.- Malondialdehido

El malondialdehido se determiné por el método de Niehaus et al (1969). Muestras de 1 g de
higado se homogenizaron con 3 ml de 4dcido tricloracético al 0,1 %. Después de centrifugar
a 15.000 xg durante 10 minutos, 0,5 ml del sobrenadante se incubaron con 1,5 ml de dcido
tiobarbitirico (TBA) al 0,5 % en écido tricloracético al 20 %, a 90 °C en bano de agitacion,
durante 20 minutos. Pasado este tiempo, se pard la reaccidn poniendo los tubos en bafio de
hielo. Tras centrifugar a 10.000 xg durante 5 minutos, se midié en el sobrenadante la

densidad 6ptica a 532 nm.

2.10.7.- Gluctgeno

La concentracién de glucdgeno en extractos hepdticos se determind por €l método de Carrol

et al (1956), de acuerdo con el siguiente protocolo:

Muestras de 1 g de higado se homogenizaron con 5 ml de acido tricloracético al 5 %,
durante 3 minutos. Se centrifugé a 4.000 rpm durante 15 minutos, se extrajo el sobrenadante
decantando, y el resto se volvié a homogenizar con 5 ml de 4cido tricloracético al 5 %
durante otros 3 minutos y se centrifugd, otra vez, a 4.000 rpm durante 15 minutos,
extrayendo de nuevo el sobrenadante. A 1 ml de este extracto hepdtico se le adicionaron 5
ml de etanol al 95 % y la mezcla se incubd a 37 °C durante 3 horas. Después de centrifugar
(15 minutos a 2000 xg), de eliminar el sobrenadante y de lavar con agua el precipitado, se
afiadié a éste 2 ml de reactivo de antrona. La muestra se calent¢ durante 15 minutos en

bafio hirviendo y se midieron las absorbancias a 620 nm frente a un patrén de glucosa.
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2.11.- Determinacién de proteinas

Las proteinas solubles, microsdmicas y mitocondriales, se evaluaron por el método de
Bradford (1976), en las diferentes fracciones subcelulares, utilizando albiimina de suero
bovino como patrén y reactivo de Coomasie. Los cambios de absorcién a 595 nm son

directamente proporcionales a la concentracién de proteina presente.

2.12.- Andlisis de poblaciones de hepatocitos por citometria de flujo

Una vez aislados los hepatocitos, tanto adultos como fetales, se procedid a su tratamiento con
yoduro de propidio para estudiar las variaciones en el DNA celular en poblaciones
hepatocelulares. Estas variaciones se consideran de gran precision para determinar la cito y

la genotoxicidad de xenobidticos.

2.12.1.- Determinacion del contenido y distribucién del DNA gendmico.

Las células se analizaron utilizando un test suministrado por Becton Dickinson basado en el
método de Vindelov et al (1983). Con los hepatocitos, una vez aislados y lavados, se

procedié de la forma sigutente:

A 100 ul de cada una de las muestras de los hepatocitos, se les anadié 0,9 ml de una
solucion A: (15 mg de tripsina se disolvieron en 500 ml de una solucién stock, preparada de
la siguiente manera: 2 g de citrato trisédico (3,4 mM), 2 ml de Nonidet P,, (0,1 %, v/v),
tetrahidrocloruro de espermina (1,5 mM) y 121 mg de Tris (hidroximetil)aminometano (0,5

mM), se disolvieron en 2000 ml de agua destilada y se ajusté el pH a 7,6).

Los tubos se agitaron por inversién durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
continuacioén se afiadieron 0,75 ml de una solucion B: (250 mg de inhibidor de tripsina y 50
mg de Ribonucleasa A, se disolvieron en 500 ml de la solucién stock A y se ajusté el pH a
7,6). Los tubos se agitaron por inversién durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se afadieron 0,75 ml de una solucién C: (208 mg de yoduro de propidio y
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580 mg de tetrahidrocloruro de espermina, se disolvieron en 500 ml de la solucidn stock A

y se ajusté el pH a 7,6). La solucién se protegid de la luz durante toda la determinacién.
Los tubos protegidos de la luz con papel de aluminio se agitaron por inversion durante 10

minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se mantuvieron en bano de hielo hasta el

andlisis por citometria de flujo.
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3.- RESULTADOS

3.1.- Seguimiento de los pesos corporal y hepdtico de los ratones después de la

administracién de la cocaina

Los ratones, procedentes de Interfauna Ibérica, S.A. (Barcelona), pesaban en el momento de
la recepcién 21,7 & 1.1 g y se mantuvieron durante todo el periodo de cuarentena en
condiciones ambientales constantes: temperatura 22 + 2 °C, humedad relativa de 50 + 5 %
y ciclos luz/oscuridad de 12 horas. Todos los lotes de ratones fueron sometidos diariamente
a un control de peso corporal. Los animales control y los tratados tanto con fenobarbital
como con cocainag y cocaina + fenobarbiral, se mantuvieron en jaulas separadas. Una vez
sacrificados los ratones y separado el higado, se peso este drgano para obtener el cociente

peso higado/peso cuerpo. valor indicativo de hipertrofia hepdtica.

En la Tabla 1, se puede observar la variacién del peso corporal en ratones control, tratados
con fenobarbital y/o una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg), en el periodo comprendido
entre 0 y 96 horas. En la Figura I, se muestran los resuitados del peso corporal durante el
tratamiento. Las diferencias entre los lotes control, cocaina y fenobarbital + cocaina no

fueron sigmificativas.

En la Tabla 2, se representan los valores de la evolucién del cociente peso higado/peso
cuerpo, en ratones tratados y no tratados con fenobarbital, desde la administracion de una
dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) en el periodo comprendido entre 0 y 96 horas. En la
Figura 2, se presentan los resultados obtenidos para el cociente peso higado/peso cuerpo. Los
valores muestran un incremento significativo de este cociente que se debe a una hipertrofia
marcada a las 48 horas de la inyeccion de cocaina, en el lote de ratones pretratados con
fenobarbital, llegando a recuperarse a las 96 horas del tratamiento. Los resultados son en

todos los cases media de cuatro animales.
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TIEMPO CONTROL COCAINA FENOBARBITAL
{horas) + COCAINA

0 35,63 + 0,87 35,55 % 2,46 34,36 + 1,25
(100) (100) (96)

24 35,46 + 1,34 33,48 * 2,66 33,15 + 2,06
(99) (94) (93)

48 35,90 + 1,58 34,93 * 2,24 33,78 + 2,26
{101) (98) (95)

72 35,48 * 1,91 34,96 * 3,16 34,00 * 2,49
(99) (98) (95)

96 36,13 + 2,04 35,62 + 3,80 34,41 *+ 2,64
(101) (100) (97)

Tabla 1.- Relacién de la variacidn de peso corporal a ratones control, tratados y no
tratados con fenobarbital con el tiempo transcurrido desde la administracién de una

dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg).
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Q 24 48 T2 o6
Tiempo (horas)

Figura 1.- Relacidn de la variacién de peso corporal en ratones control, tratados y no
tratados con fenobarbital, con el tiempo transcurrido desde la administracién de una
dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg).

@——@ Controt, W B Cocaina. A ----- A Fenobarbital + Cocaina.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 67,58 + 4,5 77,60 + 13,2
(100) (115)
12 59,32 + 10,6 86,80 * 4,2
(88) (128)
24 67,34 + 9,7 90,00 + 8,7
(100) (133)
48 64,32 % 6,2 98,40 + 9,2
(95) (146) *
72 59,78 + 2,8 70,00 + 7,0
(88) (104)
96 64,80 + 1,8

(96)

Tabla 2.- Evolucion del cociente peso higado/peso cuerpo en ratones desde la
administracion de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a ratones tratados y no

tratados con fenobarbital. Los valores se calcularon como peso higado (g)/peso corporal

(g) x 10°, *p<0,001.
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Figura 2.- Evolucion del cociente peso higado/peso cuerpo en ratones desde la

administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a ratones tratados y no

tratados con fenobarbital.
@ ——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.2.- Pardmetros séricos determinantes de necrosis hepatica

Uno de los sintomas clinicos de la patologia hepética es la aparicién en suero sanguineo de
enzimas procedentes de la rotura de los hepatocitos en el proceso de necrosis. Los
hepatocitos necrosados vierten su contenido celular al torrente circulatorio y ésta es la causa
de que aquellos enzimas mds abundantes en la célula funcional hepdtica aparezcan muy
elevados en el suero. Entre estos enzimas hay que destacar las aspartato y alanina
aminotransferasas y la isocitrato deshidrogenasa, cuyas actividades séricas se utilizan como

determinantes del grado de necrosis hepdtica en casos de intoxicacién o infeccidn.

3.2.1.- Niveles en las aspartato y alanina aminotransferasas

La actividad de la aspartato aminotransferasa (ASPT) se determiné en suero de ratones
obtenidos a distintos tiempos después del tratatamiento con fenobarbital y/o una dosis subletal
de cocaina (60 mg/Kg peso corporal). Los diferentes tiempos fueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96
horas. Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién cardfaca 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 °C y son media de 4 determinaciones
experimentales diferentes. En la Figura 3, se muestra la representacion grafica de esta
actividad. El mdximo de actividad se registré en la muestra de suero obtenida a las 12 horas
de la administracién de cocaina en el lote de ratones tratados con fenobarbital y a las 24
horas en los animales que recibieron sdlo cocaina. Ambos momentos coinciden con el punto
mdximo de necrosis. En el grupo pretratado con fenobarbital se registra una segunda subida
de esta actividad enzimdtica, que presenta su mdximo a las 72 horas del tratamiento con

cocaina. Esta segunda subida no aparece en suero de animales tratados sélo con cocaina.

En la Tabla 3 se muestran los valores en tanto por ciento que se corresponden con la

Figura 3.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 52 + 6 69 + 3
(100) (133)
12 101 + 11 223 % 3
(194) * (429) *
24 159 + 18 104 + 2
(306) * (200) *
48 70 1 109 * 2
(134) (210) *
72 43 £ 5 156 + 2
(83) (300) *
96 39 + 4 104 * 2
(75) (200) *

Tabla 3.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la aspartato
aminotransferasa sérica. L.as muestras de suero se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96
horas después de la inyeccion de cocaina. Los resultados, expresados como nmoles de
sustrato transformado a 25 °C por minuto y por ml de suero, son media £ S.D. de cuatro
determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparacion

de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consider6

no significativa (*p <0,001).
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Figura 3.- Actividad de la aspartato aminotransferasa en suero de ratones tratados con
una dosis subletal de cocaina (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 comparacion de los resultados frente al control; cuando esta diferencia fue superior a
0,001 se consideré no significativa (*p<0,001). Los valores absolutos expresados en
nmoles/min/mi s¢ muestran en la Tabla 3.

@——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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Al igual que la aspartato aminotransferasa, la actividad de la alanina aminotransferasa
(ALAT) se determind en suero de ratones obtenido a distintos tiempos después de un
tratamiento con fenobarbital y/o una inyeccién subletal de cocaina (60 mg/Kg de peso
corporal). Las muestras de sangre obtenidas por puncién cardiaca de ratones anestesiados con
Nembutal (50 mg/Kg de peso corporal) se tomaron a las 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas

después de la administracién de la cocaina.

Los resultados se expresan en nmoles/min/ml de sustrato transformado a 25 °C y son media
de cuatro determinaciones experimentales diferentes. Su representacién grafica se muestran

en la Figura 4.

El punto mdximo de actividad se registrd a las 12 horas de la adminitracién de cocaina a los
ratones pretratados con fenobarbital y a las 24 horas en los animales que recibieron sélo
cocaina, este momento coincide con el mdximo de necrosis.

En el grupo pretratado con fenobarbital, se registra una segunda subida de esta actividad
enzimdtica, que presenta su maximo a las 72 horas del tratamiento con cocaina. Esta segunda

subida no aparece en suero de animales tratados sélo con cocaina.

En la Tabla 4 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientes a la Figura 4.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL

DE COCAINA + COCAINA

0 23 + 4 18 * 2
(100) (78)

12 71 + 1 215 + 3
(308) * (935) *
24 141 * 2 60 t 7
(613) % (260) *
48 35 * 4 80 + 7
(152) * (348) *

72 21 + 3 115 * 10
(91) (500) *

96 20 + 90 *+ 10
(87) (391)*

Tabla 4.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la alanina
aminotransferasa sérica. Las muestras de suero se obtuvieron a O, 12, 24, 43, 72 y 96
horas después de la inyeccién de cocaina. Los resultados, expresados como nmoles de
sustrato transformado a 25 °C por minuto y por ml de suero, son media + S.D. de cuatro
determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparacion

de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideré

no significativa (*p <0,001).
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Figura 4.- Actividad de la alanina aminotransferasa en suero de ratones tratados con
una dosis subletal de cocaina (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 comparacién de los resultados frente al control; cuando esta diferencia fue superior a
0.001 se consideré no significativa (*p<0,001). Los valores absolutos expresados en
nmoles/min/ml de suero se muestran en la Tabla 4.

@——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.2.2.- Niveles de la isocitrato deshidrogenasa

La actividad isocitrato deshidrogenasa dependiente del NADP* es otro de los pardmetros
considerado como marcador de necrosis hepdtica. Esta actividad se determind en muestras
de suero sanguineo obtenido por puncién cardfaca de ratones anestesiados con Nembutal (50
mg/Kg de peso corporal) se tomaron a las 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la

administracién de la cocaina,

Los resultados se expresan en nmoles de sustrato transformado por minuto a 25 °C y son

media de cuatro determinaciones experimentales diferentes. Su representacion grdfica se

muestra en la Figura 5.

El punto mdximo de actividad se registrd a las 12 horas de la adminitracién de cocaina a los
ratones pretratados con fenobarbital y a las 24 horas en los animales que recibieron sélo
cocaina, que coincide con el momento de madxima necrosis. En el grupo pretratado con
fenobarbital, se registra una segunda subida de esta actividad enzimdtica, que presenta su
mdximo a las 72 horas del tratamiento con cocaina. Esta segunda subida no aparece en suero

de animales tratados sélo con cocafna.

En la Tabla 5 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientes a la Figura 5.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 12 + 1 9 + 1
(100) (75)
12 79 + 8 421 + 45
(658) * (3433)*
24 114 + 12 66 + 6
(1343) * (546) *
48 24 + 3 103 + 10
(198) * (860) *
72 g + 1 117 * 13
(75) (980) *
96 7 % 105 * 12
(58) (875) %

Tabla 5.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la isocitrato
deshidrogenasa sérica. Las muestras de suero se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas
después de la inyeccidn de la cocaina. Los resultados, expresados como nmoles de sustrato
transformado a 25 °C por minuto y por ml de suero, son media + S.D. de cuatro
determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparacion

de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consider6

no significativa (*p <0,001).
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Figura 5.- Actividad de la isocitrato deshidrogenasa en suero de ratones tratados con
una dosis subletal de cocaina (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 comparacidn de los resultados frente al control; cuando esta diferencia fue superior a
0,001 se considerd no significativa (*p<0,001). Los valores absolutos expresados en
nmoles/min/ml de suero se muestran en la Tabla 5.

@———@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.3.- Parimetros determinantes de lesién hepitica

Existen una serie de pardmetros hepdticos cuya determinacién es muy til a la hora de
diagnosticar las lesiones a este nivel. La lesién hepdtica inducida por cocaina y fenobarbital
+ cocaina se origina por la rédpida biotransformacién de esta droga, 1a cual a través de las
monooxigenasas dependientes del citocromo P-450 origina metabolitos electrofilicos que
reaccionan por union covalente con macromoléculas, principalmente aquellas que

corresponden a la fraccion protéica nuclear (Benuck et al 1989, Rauckman et al 1981).

Entre los parametros determinantes de lesion hepdtica, se han evaluado en el presente trabajo
la actividad enzimdtica de la gamma-glutamil transferasa en suero y la actividad de la
glutation S-transferasa en la fraccién soluble de homogenados hepdticos, junto con las
concentraciones de ATP en homogenados hepdticos y las concentraciones de glutation
reducido, oxidado y el cociente GSH/GSSG. Se ha evaluado también la concentracién de
malondialdehido, como indicativa del grado de peroxidacién lipidica, originado en el proceso
hepatotdxico y cuya elevacion demuestra la alteracién por peroxidacién de los lipidos de las
membranas celulares que, puede llegar a conducir a la desintegracién y rotura de dichas

membranas y a la muerte celular (Chien et al 1977).
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3.3.1.- Alteraciones de la actividad sérica de la gamma-glutamil transferasa

La actividad gamma-glutamil transferasa, enzima extrahepdtico encargado de la degradacién
del glutation (Mannervik 1985), suele encontrarse elevada en casos de enfermedad hepdtica
obstructiva (hepatobiliar), intoxicacion etilica y hepatocarcinogenesis (Cascales et al 1991).
Este enzima se determind en suero de ratones obtenido a distintos tiempos después del
tratatamiento con fenobarbital y/o una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg peso corporal).
Los diferentes tiempos fueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas. Las muestras de sangre
obtenidas por puncion cardfaca en ratones anestesiados con Nembutal (50 mg/Kg peso
corporal), se centrifugaron a 3000 r.p.m. para separar el suero. Los resultados se expresan
en ymoles de sustrato (gamma-glutamil p-nitroanilida) transformados por minuto a 25 °C y
son media de cuatro determinaciones expenimentales diferentes. Su representacién grafica

se muestra en la Figura 6.

La actividad GGT ascendié paulatinamente a partir de las 12 horas de la inyeccién de
cocaina, mostrando su punto de actividad mdxima a las 96 horas, en ambos lotes de ratones
{cocaina y fenobarbital + cocaina), con valores muy superiores al control. El incremento de
la actividad GGT fue mds temprano en ratones pretratados con fenobarbital. Las actividades

se mantienen elevadas a las 96 horas, 1o que indica que atn continua la lesién hepdtica.

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 COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 27 £ 3 25 £ 3
(100) (93)
12 35 + 4 49 * 6
(130) (181) *
24 40 £ 5 55 + 6
(148) (204) *
48 51 £ 4 57 * 6
(189) * (211) *
72 57 + 7 57 £ 8
(211) * (211) *
96 62 £ 7 62 + 7
(230)* (230) *

Tabla 6.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital scbre la actividad de }a gamma-glutamil
transferasa sérica. Las muestras de suero se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas
después de la inyeccion de cocaina. Los resultados, expresados como umoles de
nitroanilida/min transformados a 25 °C por minuto y por ml de suero, son media + S.D.
de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por
comparacién de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001

se considerd no significativa (*p<0,001).
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Figura 6.- Actividad de la gamma-glutamil transferasa en suero de ratones tratados con
una dosis subletal de cocaina (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 comparacion de los resultados frente al control; cuando esta diferencia fue superior a
0,001 se considerd no significativa (*p<0,001). Los valores absolutos expresados en
wmoles/min/ml de suero se muestran en la Tabla 6.

@ ——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocarfna.
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3.3.2.- Actividad glutation S-transferasa en fraccién soluble de homogenados hepdticos

La importancia de las reacciones catalizadas por las glutation S-transferasas se basan en que
el atomo de azufre del GSH proporciona los electrones para el ataque nucleofilico del sustrato
electrofilico. La elevacién de las glutation S-transferasas en caso de intoxicacidn puede ser

una de las causas de la deplecién del glutation.
La actividad GST se determind en la fraccién soluble de higado de ratones obtenida a
distintos tiempos después del tratatamiento con fenobarbital y/o una dosis subletal de cocaina

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

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales diferentes y se expresan

como pmoles de GSH conjugado por minuto a 25 °C por mg de protefna.
En la Figura 7 se puede ver que la actividad GST se aumentd paulatinamente hasta las 24
horas manteniendose este aumento hasta las 96 horas. Los maximos de actividad GST son

mds tempranos que los de los enzimas marcadores de necrosis.

En la Tabla 7 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientes a la Figura 7.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 32 % 4 58 + 6
(100) (181) *
12 40 + 5 65 + 7
(125) (203) %
24 43 + 5 64 + 6
(134) (200) *
48 45 + 5 64 + 6
(140) (200) *
72 46 65 * 6
(143) (203) *
96 45 % 4 65 = 7
(140) (203) *

Tabla 7.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sebre la actividad de Ia glutation S-
transferasa en fraccién soluble de homogenados hepiticos. Las muestras de higado se
obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién de cocaina. Los
resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 °C por minuto y por mg
de proteina, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001).
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Figura 7.- Actividad de la glutation S-transferasa en la fraccidn soluble de higado de
ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacién de los resultados frente al control; cuando esta
diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001). Los valores
absolutos expresados en nmoles/min/mg proteina, se muestran en la Tabla 7.

@——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.3.3.- Concentracién de ATP en homogenados hepdticos

La concentracién de ATP se determind en extractos hepdticos de ratones obtenidos a distintos
tiempos después del tratatamiento con fenobarbital y/o una dosis subletal de cocaina (60
mg/Kg peso corporal). Los diferentes tiempos fueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas. Los
extractos hepdticos se prepararon en dcido percldrico 0,5 M-etanol 20 %, después de prensar

rdpidamente el higado en nitrégeno liquido.

Los resultados son media de cuatro determinaciones experimentales diferentes y se expresan

en ng/g de higado.

En la Figura 8 se observa que la concentracién de ATP tiene una caida significativa a las 12
horas del tratamiento recuperandose paulatinamente hasta las 96 horas en donde presenta unos
valores casi iguales al valor control (0 horas). En el grupo pretratato con fenobarbital los

valores iniciales de ATP fueron muy bajos.

En la Tabla 8 se muestran los resultados en tanto por ciento ¢orrespondientes a la Figura 8,
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 2,8 £+ 0,3 1,6 + 0,2
(100) (57) *
12 1,6 £ 0,2 0,8 + 0,1
(57)* (28)
24 1,6 + 0,1 0,9 + 0,1
(57)* (32) %
48 1,7 = 0,2 1,4 + 0,2
(60) * (50) *
72 2,2 + 0,2 2,1 0,2
(78) (75)
96 2,7 £ 0,3 2,6 + 0,3
(96) (92)

Tabla §.- Efecto de Ia administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenoharbital sobre la concentracion de ATP en la
fraccién microsémica de homogenados hepiticos. Las muestras de higado se obtuvieron
a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién de cocaina. Los resultados,
expresados como ng/g de higado, son media + S.D. de cuatro determinaciones
experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparacién de los resultados

frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideré no significativa

(*p <0,001).
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Figura 8.- Concentracion de ATP en la fraccion microsomica de higado de ratones
tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacién de los resultados frente al control; cuando esta diferencia fue
superior a 0,001 se considero no significativa (*p < 0,001). Los valores absolutos expresados
en ng/g de higado se muestran en la Tabla 8.

@——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.3.4.- Glutation reducido y oxidado y GSH/GSSG

Las reacciones de destoxificacién consumen el GSH hepético a la vez que promueven una
activacién compensatoria de la sintesis del GSH (Lauterburg y Smith 1986). Sin embargo,
en caso de intoxicacién masiva, la velocidad de consumicién del GSH en higado puede

sobrepasar la de su sintesis y ello llevard consigo a un agotamiento del glutation hepdtico.

Se ha determinado el glutation reducido, oxidado y el cociente GSH/GSSG en extractos
hepiticos de ratones obtenidos a distintos tiempos después del tratamiento con fenobarbital
y/o una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg peso corporal). Los diferentes tiempos fueron:
0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas. Los resultados son media de cuatro determinaciones

experimentales diferentes y se expresan en nmol/g de higado.

La concentracion de glutation reducido experimentd una débil bajada a las 12 horas de las
administracidén de la cocaina manteniendose dicha bajada en tanto que en los ratones que
recibieron cocaina + fenobarbital dicha bajada se incremento a las 24 horas (Figura 9A). En
el caso del glutation oxidado se puede observar un brusco descenso en el lote que recibié
cocaina + fenobarbital que partié de concentraciones iniciales muy elevadas, mientras que
en los ratones que fueron inyectados con cocaina se observa un aumento significativo que se

mantiene a lo largo de las 96 horas (Figura 9B).

Respecto al cociente GSH/GSSG hay que destacar, que atin cuando ambos lotes parten de
valores Iniciales muy diferentes, el valor de este cociente se mantiene disminuido en los dos
grupos durante el periodo de 12 a 96 horas, desmostrando con ello que €l estrés oxidativo

permanece a las 96 horas de la administracién de cocafna (Figura 9C).

En las Tablas 9A, 9B y 9C se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientes

a la Figura 9.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA

0 3900 + 410 3510 + 400
(100) (90)

12 3460 * 410 3240 £ 350
(89) (83)

24 3340 £ 380 2380 * 340
(86) (61) *

48 3300 *+ 380 2180 * 300
(85) (56) *

72 3390 + 390 2260 + 250
(87) (58) *

96 3120 *+ 350 2180 * 260
(80) (56) *

Tabla 9A.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentracién de glutation
reducido (GSH), en extractos hepdticos. Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24,
48, 72 y 96 horas después de la inyeccidn de cocaina. Los resultados, expresados como
nmol/g de higado, son media & S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes.

La t de Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideré no significativa (*p <0,001).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 284 + 31 586 * 60
(100) (206) *
12 411 + 46 400 * 42
(145) * (141)*
24 408 + 42 272 * 30
(143) * (96)
48 425 * 46 263 t 30
(149) * (93)
72 351 * 38 303 *+ 31
(124) (107)
56 317 + 38 314 * 34
(126) (111)

Tabla 9B.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentracion de glutation

oxidado (GSSG) en extractos hepdticos. Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24,

48, 72 y 96 horas después de la inyeccidn de cocaina. Los resultados, expresados como

nmol/g de higado, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes.

La t de Student fue calculada por comparacidn de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 13,7 = 1,5 5,99 * 0,6
(100) (44) *
12 8,41 * 0,9 8,10 + 0,8
(61)* (59)*
24 8,17 £ 0,9 8,80 = 0,9
(60) * (64) %
48 7,76 + 0,8 8,30 * 0,9
(57)* (60) *
72 9,66 + 1,0 7,46 + 0,8
(70) * (54) %
96 8,74 + 1,0 6,94 £ 0,8
(63})* (51)*

Tabla 9C.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre [a concentracién de GSH/GSSG
en extractos hepdticos. Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas
después de la inyeccidn de cocaina. Los resultados obtenidos a partir del cociente GSH/GSSG
son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue
calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue

superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001).
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Figura 9.- Concentracion de GSH y GSSG y cociente GSH/GSSG en extractos de higado
de ratones tratados con una dosis subletafi de cocaina (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 comparacion de los resultados frente al control; cuando esta
diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001). Los valores
absolutos expresados en nmol/g de higado se muestran en ias Tablas 9A y 9B. En la Tabla
9C se muestran los valores del coctente GSH/GSSG.

@——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.3.5.- Concentracidn de malondialdehido

El malondialdehido es un producto derivado de la rotura de las membranas por peroxidacién
lipidica. Por tanto, la determinacién de este metabolito proporciona un indice de la
peroxidacion lipidica, producida por los intermediarios reactivos originados en la
biotransformacién de hepatotéxicos. En la Figura 10 se muestra la concentracién de
malondialdehido en homogenados de higado de ratones, obtenidos a distintos tiempos después
del tratatamiento con fenobarbital y/o una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg peso

corporal). Los diferentes tiempos fueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

Los valores iniciales muy elevados por efecto del fenobarbital favorecen la notabilisima
subida producida por la cocaina a las 12 horas. El incremento debido sélo a la cocaina, con
un mdximo del 147 % a las 24 horas, es similar al producido por otras hepatotoxinas (Diez-
Ferndndez et al 1992a).

En la Tabla 10 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondicntes a la

Figura 10.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACICN COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 5,16 + 0,6 10,32 + 1,2
(100) (200) *
12 6,32 + 0,7 20,12 + 2,2
(123) (390) *
24 7,58 = 0,7 17,66 + 2,0
(147) (342)*
48 6,86 = 0,7 12,38 + 1,5
(133) (240) %
72 6,19 + 0,7 7,74 £ 0,8
(120) (150)
96 5,30 + 0,6 8,61 * 0,9
(103) (167)

Tabla 10.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones ftratados y no tratados con fenobarbital sobre
Malondialdehido en extractos hepaticos. Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24,
48, 72 y 96 horas después de la inyeccion de cocaina. Los resultados, expresados como
nmol/g de higado, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes.

La t de Student fue calculada por comparacidn de los resuitados frente al control, cuando esta

Ia concentracion de

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001),
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Figura 10.- Concentracién de Malondialdehido en extractos hepdticos de ratones

tratados con una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg}. Los resultados se expresan en %

del valor control y son media de cuatro determinaciones experimentales. La t de Student fue

calcuiada por comparacion de los resultados frente al control; cuando esta diferencia fue

superior a (,001 se considerd no significativa (*p <0,001). Los valores absolutos expresados

en nmol/g de higado se muestran en la Tabla 10.
@——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.4.- Actividades enzimdticas que generan NADPH en fraccién soluble de homogenados

hepdticos

En este capitulo se incluyen las actividades enzimaticas generadoras de NADPH en fracciones
solubles de homogenados hepdticos de ratones albinos Swiss. L.as muestras de higado se
obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg

peso corporal) en ratones tratados y no tratados con fenobarbital.

3.4.1.- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

En la Figura 11 se muestra la actividad enzimdtica de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en la
fraccion soluble de homogenados de higado de ratones obtenidos a distintos tiempos después del
tratamiento con fenobarbital y/o una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg peso corporal). Los
diferentes tiempos fueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

La G-6-PDH es el primer enzima del ciclo de las pentosas fosfato que se activan en condiciones
fisiolégicas en las que se requiere NADPH (lipogénesis, sintesis de dcidos nucléicos y procesos
de desintoxicacién). La cocaina produce un descenso significativo, que se mantiene en el periodo
que fluctua entre las 12 y las 48 horas, mientras que en el grupo pretratado con fenobarbital las

variaciones no son significativas.

En la Tabla 11 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientes a la Figura 11.
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TIEMPC TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 39 £ 5 29 %
(100) (74)
12 23 + 3 42 * 5
(58) * (108)
24 24 =3 39 + 4
(61) * (100)
48 25 £ 3 37 £ 5
(64)* (94)
72 40 + 5 36 * 4
(102) (92)

96 39 + 4 27
(100) (69)

Tabla 11.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa en fraccién soluble de homogenados hepdticos. Las muestras de higado
se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion de cocaina. Los
resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 °C por minuto y por mg
de proteina, son media 1+ S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparacion de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue supertor a 0,001 se consideré no significativa (*p<0,001).
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Figura 11.- Actividad de Ia glucosa 6-fosfato deshidrogenasa en la fraccién soluble de
higado de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacién de los resultados frente al control; cuando esta
diferencia fue superior a 0,001 se considero no significativa (*p<0,001). Los valores
absolutos expresados en nmoles/min/mg proteina se muestran en la Tabla 11.

@—® Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.4.2.- 6-Fosfogluconato deshidrogenasa

En la Figura 12 se muestra la actividad enzimdtica de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa en
la fraccién soluble de homogenados de higado de ratones obtenidos a distintos tiempos
después del tratatamiento con fenobarbital y/o una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg peso

corporal). Los diferentes tiempos fueron; 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

La 6-PGDH es la segunda deshidrogenasa del ciclo de las pentosas fosfato. Su actividad se
induce en condiciones fisioldégicas que requiere NADPH (lipogénesis, sintesis de 4cidos
nucléicos y procesos de desintoxicacion). l.a cocaina promovié un incremento paulatino que
alcanzé su mdximo a tas 72 horas (157 %, p<0,001). Las variaciones producidas por el
fenobarbital en esta actividad enzimdtica fueron significativas a las 12 y 24 horas (155 % y
147 %, respectivamente). La induccidn inicial (a tiempo 0) de esta actividad, producida por
el fenobarbital, explica las elevaciones mds tempranas en este grupo si se compara con el de

la cocaina.

En la Tabla 12 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientes a la

Figura 12.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 63 + 7 82 + 10
(100) (130)
12 58 + 7 98 * 6
(92) (155) *
24 78 £ 9 93 + 11
(123) (147) %
48 82 + 11 88 + 10
(130) (140)
72 99 + 11 82 + 10
(157) * (130)
56 85 + 10 88 + 11
(135) (140)

Tabla 12.- Efecto de la administracion de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa en f{raccion soluble de homogenados hepadticos. Las muestras de higado
se obtuvieron a §, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién de cocaina. Los
resuitados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 °C por minuto y por mg
de proteina, son media £+ S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de
Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001).
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Figura 12.- Actividad de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa en la fraccion soluble de
higado de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacion de los resultados frente al control; cuando esta
diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001). Los valores
absolutos expresados en nmoles/min/mg proteina se muestran en la Tabla 12.

@-——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.4.3.- Isocitrato deshidrogenasa NADP*

En la Figura 13 se muestra la actividad enzimdtica de la isocitrato deshidrogenasa NADP*
en la fraccién soluble de homogenados de higado de ratones, obtenidos a distintos tiempos
después del tratamiento con fenobarbital y/o una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg peso

corporal). Los diferentes tiempos fueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

La isocitrato deshidrogenasa, como enzima citosélico dependiente del NADP*, se encuentra
entre los enzimas generadores de NADPH, que junto con la 6-PGDH y el enzima mdlico,
tienen la caracteristica de ser enzimas descarboxilantes. Al igual que ocurrfa con la actividad
de la 6-PGDH y del ME el fenobarbital indujo una variacion inicial sobre la ICDH que se
mantuvo hasta ias 48 horas. En ambos grupos se registré una tendencia a la elevacion,

exceptuando una bajada a las 12 horas.

En la Tabla 13 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientes a la

Figura 13,
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 912 + 100 1285 # 130
(100) (141) *
12 862 *+ 110 1053 * 100
(94) (115)
24 1111 + 100 1231 * 130
(122) (135)
48 1138 * 110 1297 + 140
(124) (142) *
72 1094 * 100 1149 * 120
(120) (126)
96 1091 + 110 1130 + 111
(119) (124)

Tabla 13.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la isocitrato
deshidrogenasa dependiente del NADP* en fraccién soluble de homogenados hepdticos.
Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion
de cocaina. Los resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 °C por
minuto y por mg de proteina, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales

diferentes. La t de Student fue calculada por comparacion de los resultados frente al control,

cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001).
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Figura 13.- Actividad de la isocitrato deshidrogenasa dependiente del NADP" en la
fraccion soluble de higado de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacién de los
resultados frente al control: cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se consideré no
significativa (*p<0,001). Los valores absolutos expresados en nmoles/min/mg proteina se

muestran en la Tabla 13.
@——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.4.4.- Enzima mdlico

En la Figura 14 se muestra la actividad del enzima mdlico en la fraccién soluble de
homogenados de higado de ratones, obtenidos a distintos tiempos después del tratatamiento
con fenobarbital y/o una dosis subletal de cocafna (60 mg/Kg peso corporal). Los diferentes
tiempos fueron: 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

El enzima mailico, o malato deshidrogenasa NADP-descarboxilante, es un enzima cuya
actividad se ha relacionado con la lipogénesis. Su actividad se eleva en condiciones de
hepatotoxicidad {Cerddn et al 1981) y el equilibrio de su reaccidén se utiliza para determinar

el estado 6xido-reduccién citoplasmdtico (Veech et al 1969).

La cocaina no produjo variaciones significativas en la actividad del enzima madlico, mientras
que el pretratamiento con fenobarbital indujo, a partir de un incremento inicial, una subida
a las 12, 24 y 48 horas después del tratamiento con una dosis subletal de cocaina (60

mg/Kg), con tendencia posterior al descenso.

En Ia Tabla 14 se muestran los resultados en tanto por ciento correspondientes a la

Figura 14.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA 4+ COCAINA

0 229 + 40 290 + 38

(100) (126)
12 217 t 25 350 + 42
(95) (153) *
24 208 t 18 366 * 45
(91} (160) *
48 230 £ 32 353 t 40
(100) (154) *
72 240 t 28 320 £ 40

{105) (140}
96 277 £ 30 238 £ 30

(121) (104)

Tabla 14.- Efecto de la administracion de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratades y no tratados con fenobarbital sobre la actividad del enzima malico en
fraccién soluble de homogenados hepadticos. Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12,
24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccidn de cocaina. Los resultados, expresados como
nmoles de sustrato transtormado a 25 °C por minuto y por mg de proteina, son media +
S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por
comparacion de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001

se considerd no significativa (*p <0,001).
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Figura 14.- Actividad del enzima mdilico en la fraccién soluble de higado de ratones
tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacién de los resultados frente al control; cuando esta diferencia fue
superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001}. Los valores absolutos expresados
en nmoles/min/mg proteina se muestran en la Tabla 14.

@——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.5.- Actividades enzimaticas generadoras de glucosa-6-fosfato

Los enzimas generadores de glucosa-6-fosfato, se encuentran en la encrucijada que partiendo
de la degradacién de glucégeno es el paso necesario requerido para el inicio de la glucolisis

(via de Embden-Meyerhof) o ruta de las pentosas fosfato.

3.5.1.-Glucoquinasa y hexoquinasas

La glucoquinasa es un isoenzima de las hexoquinasas con baja afinidad por la glucosa. Esta
actividad no se afectd por el pretratamiento con fenobarbital. La cocaina produjo una
disminucidn paulatina en su actividad, mientras que el fenobarbital no ocasioné variaciones
significativas. Este descenso en la actividad de la hexoquinasa de elevada Km para la

glucosa, ha sido ya descrito, para otras hepatotoxinas (Cascales et al 1992).

El isoenzima hexoquinasa, de elevada afinidad por la glucosa, determinado con glucosa 1
mM, se elevo significativamente por efecto de 1a cocaina. El pretratamiento con fenobarbital,
promovié un menor incremento. La elevacién en la actividad de esta hexoquinasa, en
oposicidn al comportamiento de la hexoquinasa de baja afinidad por la glucosa, ha sido ya
descrita para hepatotéxicos como la ticacetamida en trabajos de nuestro grupo (Cascales et
al 1992). El isoenzima hexoquinasa determinado con fructosa 33 mM como sustrato, dié
lugar a variaciones poco significativas por efecto de la cocaina y con tendencia a la

disminucidn por efecto del pretratamiento con fenobarbital.

En las Figuras 15, 16 y 17 y en las Tablas 15, 16 y 17 se muestran las actividades de las
hexoquinasas y la glucoquinasa, enzimas encargados de fosforilar la glucosa. Se determinaron
por sus distintas afinidades por la glucosa (100 mM y 0,5 mM) y por la fructosa (33 mM),
en la fraccidén soluble de higado en distintos momentos después la administracion de una
dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a ratones tratados y no tratados con fenobarbital. Las
muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion de

cocaina.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 8,7 + 1,0 8,3 + 0,9
(100) (95)
12 8,2 + 0,9 8,0 £ 0,8
(94) (92)
24 6,9 + 0,7 7,3 t 0,8
(79) (84)
48 5,9 + 0,6 9,2 £ 1,0
(68) * (106)
72 5,7 + 0,6 9,3 + 1,1
(66) * (107)
96 6,5 £ 0,8 9,1 £ 1,0
(75) (105)

Tabla 15.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la glucoquinasa
(glucosa 1 M) en fraccidén soluble de homogenados hepdticoes. Las muestras de higado se
obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién de cocaina. Los
resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 “C por minuto y por mg
de proteina, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de
Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001).
p g P
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Figura 15.- Actividad de la glucoquinasa (glucosa 1 M) en la fraccién soluble de higado
de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacidn de los resultados frente al control; cuando esta
diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa *p<0,001. Los valores
absolutos expresados en nmoles/min/mg proteina se muestran en la Tabla 15.

@——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA

0 4,0 * 0,5 3,6 + 0,4
(100) (90)

12 5,6 + 0,6 3,2 + 0,4
(140) * (80)

24 6,8 £ 0,7 4,0 £ 0,3
(170) * (100)

48 7,2 + 0, 5,4 * 0,5
(180) * (135)

72 7,3 £ 0,8 5,4 + 0,6
(182) * (135)

96 6,4 = 0,7 5,4 + 0,6
(160) * (135)

Tabla 16.- Efecto de Ia administracion de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la hexoquinasa
(glucosa 1 mM) en fraccidn soluble de homogenados hepiticos. Las muestras de higado
se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién de cocaina. Los
resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 °C por minuto y por mg
de proteina, son media £ S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001).
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Figura 16.- Actividad de la hexoquinasa (glucosa 1 mM) en la fraccién soluble de higado

de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg). Los resultados se

expresan en % del valor control y son media de cuatro determinaciones experimentales. La

t de Student rue calculada por comparacion de los resultados frente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0,00] se considerd no significativa (*p<0.001). Los valores

absolutos expresados en nmoles/min/mg proteina se muestran en la Tabla 16.

@—@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA

0 3,4 £ 0,3 2,9 £ 0,3
(100) (85)

12 3,9 = 0,4 3,2 £ 0,3
(114) (94)

24 3,4 £ 0,4 2,5 + 0,3
(100) (73)

48 3,6 £ 0,4 2,2 £ 0,2

(105) (65) *

72 4,2 + 0,5 2,8 + 0,3
(123) (82)

96 3,4 £ 0,4 3,2 + 0,4
(100) (94)

Tabla 17.- Efecto de la administracion de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratades y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la hexoquinasa
(fructosa 33 mM) en fraccién soluble de homogenados hepdticos. Las muestras de higado
se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion de cocaina. Los
resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 °C por minuto y por mg
de proteina, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001).

-121-




Yo

150 -

P N
// N -
X \ i
N A/
\ -
\ P
‘-—-—._“ //
"‘-..‘/
-
50 ) ) ‘ . ‘
O 12 24 48 72

Tiempo (horas)

Q96

Figura 17.- Actividad de la hexoquinasa (fructosa 33 mM) en la fraccidn soluble de

higado de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacion de los resultados frente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001). Los valores

absolutos expresados en nmoles/min/mg proteina se muestran en la Tabla 17.

@ ——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.6.- Actividades enzimdticas del ciclo redox GSH/GSSG y relacionadas

En este capitulo se incluyen las actividades enzimdticas siguientes: Glutation reductasa,
glutation peroxidasa, catalasa y superdxido dismutasa en homogenados hepdticos de ratones
albinos Swiss, a distintos momentos después de la administracién de una dosis subletal de

cocafna (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 actividades jugardn un papel decisivo en 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
fraccion soluble de higado en distintos momentos después la administracidon de una dosis

subletal de cocaina (60 mg/Kg) a ratones tratados y no tratados con fenobarbital.

Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién

de cocaina,

Esta actividad enzimdtica, consume NADPH y regenera el glutation en su forma reducida
(GSH). Las variaciones producidas por administracién de cocaina fueron apenas perceptibles,
con un maximo (110 %) a las 48 horas. En caso de ratones pretratados con fenobarbital la
actividad, que partié de un valor inicial superior al control (124 %), mantuvo una subida

progresiva hasta las 72 horas (151 %, p<0,001).
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA

o 37 £ 3 46 + 4
(100) (124)

12 37 t 4 46 * 5
(100) (124)

24 38 + 4 50 * 6
(102) (135)

48 41 £ 4 53 *+ 5
(110) (143)

72 37 3 56 t 6
(100) (151) *

96 37 + 3 52 * 6
(100) (140)

Tabla 18.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la glutation
reductasa en fraccién soluble de homogenados hepiticos. Las muestras de higado se
obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion de cocaina. Los
resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 °C por minuto y por mg
de proteina, son media = S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001).
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Figura 18.- Actividad de la glutation reductasa en la fraccién soluble de higado de

ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacion de los resultados frente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideré no significativa (*p<0,001). I.os valores

absolutos expresados en nmoles/min/mg proteina se muestran en la Tabla 18.

@ ——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.6.2.- Glutation peroxidasa (dependiente de selenio)

En la Figura 19 y en la Tabla 19 se muestra la actividad de la glutation peroxidasa
dependiente de selenio, en la fraccién soluble de higado en distintos momentos después la
administracién de una dosis subletal de cocafna (60 mg/Kg) a ratones tratados y no tratados

con fenobarbital.

Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién

de cocaina.

La glutation peroxidasa, junto con la catalasa, son las dos enzimas encargadas de eliminar
los perdxidos existentes en el medio. En su reaccién enzimdtica, l[a GPX oxida el GSH --->
GSSG. Por efecto de la cocaina esta actividad enzimdtica 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<0,001) a las 24

horas, que se mantuvo hasta las 96 horas.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA

0 525 + 37 472 %+ 50

(100) (90)
12 561 + 55 299 + 35
(107) (57)*
24 561 * 60 231 % 30
(107) (44)*
48 567 + 62 262 * 30
(108) (50) *
72 551 + 50 252 * 30
(105) (48)*
96 546 * 58 252 * 32
(104) (48) *

Tabla 19.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la glutation
peroxidasa en fraccién soluble de homogenados hepdticos. Las muestras de higado se
obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion de la cocaina. Los
resultados, expresados como nmoles de sustrato transformado a 25 °C por minuto y por mg
de proteina, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de

Student fue calculada por comparacion de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001).
g P
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Figura 19.- Actividad de la glutation peroxidasa en la fraccién soluble de higado de
ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacidén de los resultados frente al control; cuando esta
diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001). Los valores
absolutos expresados en nmoles/min/mg proteina se muestran en la Tabla 19.

@ —@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.

-128-



3.6.3.- Catalasa

En la Figura 20 y en la Tabla 20 se muestra la actividad de la catalasa, en homogenados
hepdticos 800 - 12.000 xg (peroxisomas, mitocondrias, etc) en distintos momentos después
la administracion de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a ratones tratados y no

tratados con fenobarbital.

Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién

de cocaina.

La catalasa es un enzima que actia eliminando peréxidos con produccién de oxigeno
molecular. Esta actividad enzimdtica disminuye en ambos grupos manteniéndose con niveles
de actividad muy bajos durante todo el tratamiento. La diferencia mas acusada entre ambos
grupos fue que la actividad 1nicial se encontraba disminuida por efecto del fenobarbital (46
%, p<0,001).
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA

0 511 * 49 237 * 40

(100) (46) *

12 258 * 30 228 * 35

(50) * (45) *

24 197 * 25 99 * 11

(38) * (19) *

48 162 + 22 90 + 12

(32} * (18) *

72 178 + 20 157 #+ 18

(35) * (31) *

96 151 *+ 18 169 * 20

(29) * (33)*

Tabla 20.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la catalasa en
homogenados hepdticos 800 - 12.000 xg (peroxisomas, mitocondrias, etc). Las muestras
de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de Ia inyeccion de cocaina.
Los resultados, expresados como unidades)mg de proteina, considerdndo una unidad la
cantidad de enzima que transforma ! umol de H,0,/min, son media + S.D. de cuatro
determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparacion

de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd

no significativa (*p <0,001).
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Figura 20.- Actividad de la catalasa en homogenado hepdtico 800 -12.000 xg
(peroxisomas. mitocondrias. et¢) de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina
(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 comparacién de los
resultados frente al control; cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd no
signtficativa (*p < 0,001). Los resultados se expresan en unidades/mg proteina considerdndo
una unidad la cantidad de enzima que transtorma | umol de H,O,/min y se muestran en la
Tabla 20.

@ —@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.6.4.- Superdxido dismutasa

En la Figura 21 y en las Tablas 21A a 21D se muestra la actividad de la superdxido
dismutasa, en homogenados hepdticos (soluble + microsomas) en distintos momentos después
la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a ratones tratados y no

tratados con fenobarbital.

Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion

de cocaina.

La superdxido dismutasa es el enzima que transforma el anién superéxido O, en perdxido
de hidrégeno. Su actuacion unida a la de la catalasa o la glutation peroxidasa evita la

formacién del radical hidréxido QH-

Se ha determinado la actividad superdxido dismutasa en sus modalidades isoenzimadticas

siguientes: A) Total, B) Real, C) Sensible al CNK y D) Insensible al CNK.

Las variaciones por efecto de la cocaina fueron poco destacadas. Sélo en el caso de la
superoxido disminutasa sensible al CNK se observaron valores significativamente menores

que el control (54 %, p<0,001) por efecto del fenobarbital.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

. DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 3,02 0,3 2,84 * 0,3
(100) (94)
12 3,36 £ 0,4 3,68 + 0,4
(111) (122)
24 3,66 * 0,4 2,94 % 0,3
(121) (97)
48 3,77 * 0,4 2,86 * 0,3
(125) (95)
72 3,60 + 0,4 2,98 + 0,3
(119) (99}
96 3,03 + 0,3 2,55 + 0,3
(100) (84)

Tabla 21A.- Efecto de la administracion de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la superéxide
dismutasa fotal en homogenados hepdticos (soluble + microsomas). Las muestras de
higado se obtuvieron a 0. 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion de cocaina. Los
resultados, expresados como ng de SOD requeridos para | unidad de actividad/mg de
proteina, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de
Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001). Una unidad es la

que produce un 50% de inhibicidn en la autooxidacion del pirogalol.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 2,80 * 0,3 2,83 % 0,3

(100) (101)

12 3,10 £ 0,3 3,10 + 0,3
(111) (111)

24 2,86 * 0,3 2,76 £ 0,3
(102) (98)

48 3,24 £ 0,4 2,62 + 0,3
(116) (93)

72 3,09 * 0,3 2,91 * 0,3
(110) (104)

96 2,82 * 0,3 2,54 * 0,3
(101) (91)

Tabla 21B.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la superéxido
dismutasa real en homogenados hepdticos (soluble + microsomas). Las muestras de
higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion de cocaina. Los
resultados, expresados como ng de SOD requeridos para | unidad de actividad/mg de
proteina, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de
Student fue calculada por comparacion de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001). Una unidad es la

que produce un 50% de inhibicién en la autooxidacion del pirogalol.
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TIEMPO TRANSCURRIDOQ
DESDE LA ADMINISTRACION
DE COCAINA

COCAINA

FENOBARBITAL
+ COCAINA

0 0,74 + 0,10 0,40 + 0,04
(100) (54) %
12 0,57 + 0,06 0,61 + 0,06
(77) (82)
24 0,67 * 0,07 0,45 + 0,05
(90) (61) *
48 0,79 + 0,08 0,58 + 0,06
(107) (78)
72 0,59 * 0,06 0,61 + 0,06
(80) (82)
96 0,63 £ 0,07 0,50 + 0,05

(85)

(67)

Tabla 21C.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la superéxido
dismutasa sensible al CNK en homogenados hepdticos (soluble + microsomas). Las
muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién de
cocaina. Los resultados, expresados como ng de SOD requeridos para ! unidad de
actividad/mg de proteina, son media £+ S.D. de cuatro determinaciones experimentales
diferentes. La t de Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control,

cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001). Una

unidad es la que produce un 50% de inhibicidn en la autooxidacién del pirogalol.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCATINA PENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 2,06 = 0,2 2,43 + 0,3

(100) (118)

12 2,53 £ 0,3 2,49 + 0,3
(123) (121)

24 2,15 = 0,2 2,31 0,3
(104) (112)

48 2,45 + 0,3 2,04 0,2
(119) (99)

72 2,50 = 0,3 2,30 £ 0,3
(121) (112)

96 2,19 + 0,2 2,04 £ 0,2
(106) (99)

Tabla 21D.- Efecto de la administracion de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la superdxido
dismutasa insensible al CNK en homogenados hepiticos (soluble+microsomas). Las
muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion de
cocaina. Los resultados, expresados como ng de SOD requeridos para | unidad de
actividad/mg de proteina. son media £ S.D. de cuatro determinaciones experimentales
diferentes. La t de Student fue calculada por comparacién de los resuitados frente al control,

cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001). Una

unidad es Ia que produce un 50% de inhibicidn en la autooxidacién del pirogalol.
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Figura 21.- Actividad de la superdxido dismutasa en homogenado hepitico {(soluble +
microsomas) de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg). Los
resultados se expresan en % del valor control y son media de cuatro determinaciones
experimentales. La t de Student tue calculada por comparacidon de los resultados frente al
control; cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa
(*p<0,001). Los valores absolutos expresados en pg/min/mg proteina se muestran en las
Tablas 21A a 21D.

A = Total, B = Real, C = Sensible a CNK, D = Insensibie a CNK.

@——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.7.- Sistema microsémico monocoxigenasa de funcién mixta dependiente del citocromo
P-450

El sistema enzimadtico de éxido-reduccion mds importante en el higado, que metaboliza una
parte muy considerable de las sustancias toxicas y/o farmacos (aproximadamente un 50 %)
es el sistema del citocromo P-450. Este sistema se compone de una cadena de transporte
electrénico asociada con la membrana del reticulo endopldsmico, concretamente con la
superficie citoplasmdtica del reticulo. El citocromo P-450 estd constituido por una familia de
hemoproteinas que contiene citocromos P-450, de estructura similar a la hemoglobina.
Forman también parte de esta cadena de transporte electrénico, la NADPH citocromo P-450

reductasa, el citocromo b y la citocromo b, reductasa.

3.7.1.- Niveles de citocromo P-450

En la Figura 22 y en la Tabla 22 se muestra los niveles del citocromo P-4350, en la fraccién
microsémica en homogenados hepdticos en distintos momentos después la administracién de

una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a ratones tratados y no tratados con fenobarbital.

Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccidén

de cocaina.

El citocromo P-450 es una hemoproteina de estructura similar a la hemoglobina, que forma
parte del sistema enzimdtico de dxido-reduccién mds importante del higado ubicado en el
reticulo endopldsmico. Este sistema se induce por fenobarbital, Nuestros resultados muestran
una diminucién notable, tanto por efecto de la cocafna como del fenobarbital. El nimero de
concentracién aparece por efecto de la cocaina a las 24 horas (14 %) en €l grupo no
pretratado y a las 48 horas (58 %) en el grupo pretratado con fenobarbital. El descenso en
la concentracidn de citocroo P-450 se debe s6lo a la cocafna (100 --> 14) y fue mds acusado

en el grupo pretratado con fenobarbital (228 --> 58).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION
DE CQOCAINA

COCAINA

FENOBARBITAL
4+ COCAINA

0 0,520 * 0,04 1,185 + 0,12
(100) (228) *
12 0,306 * 0,03 0,593 £ 0,06
(59) (114)
24 0,073 * 0,010 0,572 + 0,06
(14)* (110)
48 0,176 * 0,002 0,302 + 0,03
(34)~* (58)
72 0,234 + 0,020 0,379 + 0,04
(45) * (73)
96 0,260 * 0,03 0,608 = 0,06

(50) *

(117)

Tabla 22.- Efecto de Ia administracidn de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentracién del citocromo P-
450 en la fraccién microsémica de homogenados hepiticos. Las muestras de higado se
obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion de cocaina. Los
resultados, expresados como ng/mg de proteina, son media x S.D. de cuatro
determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparacién

de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd

no significativa (*p<0,001).

-139-




Yo

250

200 4

150 — 4

Tiempo (horas)

Figura 22.- Concentracicn del citocromo P-450 en fa fraccién microsomica de higado de

ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg). Los resultados se expresan

en % del valor controi y son media de cuatro determinaciones experimentales. La t de

Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control; cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considero no significativa (*p<0,001). Los valores

absolutos expresados en ng/mg de proteina se muestran en la Tabla 22,

@ ——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.7.2.- Niveles de citocromo b;

En la Figura 23 y en la Tabla 23 se muestra los niveles del citocromo by, en la fraccién
microsémica en homogenados hepdticos en distintos momentos después la administracién de

una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a ratones tratados y no tratados con fenobarbital.

Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién

de cocaina.

El sistema microsémico de 6xido-reduccién que metaboliza las sustancias tdxicas, se
compone de una cadena de transporte electrénico en la que se encuentra involucrado el

citrocromo bs, el cual transporta electrones a partir del NADH hasta el citocromo P-450.

El citocromo by es una hemoproteina de pequeiio tamaiio ligada a la membrana microsémica,
que recibe electrones por medio de una flavoproteina la NADH citocromo by reductasa. La
concentracién de by se encuentra inducida por efecto del fenobarbital y se incrementd
significativamente a las 12 horas en ambos grupos y descendié paulatinamente hasta las 48
horas. La yinica diferencia entre ambos grupos fue la elevacién inicial ocasionada por el

fenobarbital que se mantuvo hasta las 48 horas.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 0,280 = 0,03 0,445 = 0,05
(100) (159) *
12 0,720 £ 0,07 0,873 £ 0,08
(257) * (312)*
24 0,490 * 0,05 0,686 = 0,08
(175)* (245) *
48 0,218 + 0,02 0,339 + 0,04
(78) (121)
72 0,266 * 0,03 0,308 * 0,03
(95) (110)
96 0,201 = 0,02 0,218 = 0,02
(72) (78)

Tabla 23.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentracidn del citocromo b,
en fa fraccion microsémica de homogenados hepditicos. Las muestras de higado se
obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccidon de cocafna. Los
resultados, expresados como ng/mg de proteina, son media * S.D. de cuatro
determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparacién
de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd

no significativa (*p <0,001).
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Figura 23.- Concentracién del citoecromo b, en la fracciéon microsémica de higado de
ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacion de los resultados frente al control; cuando esta
diferencia fue superior a 0,001 se consideré no significativa (*p<0,001). Los valores
absolutos expresados en ng/mg de proteina se muestran en la Tabla 23.

@—@ Cocaina. A - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.7.3.- Actividad NADP-citocromo P-450 reductasa

En la Figura 24 y en la Tabla 24 se muestra la actividad NADP-citocromo P-450 reductasa,
en la fraccion microsémica en homogenados hepdticos en distintos momentos después la
administracion de una dosis subletal de cocafna (60 mg/Kg) a ratones tratados y no tratados

con fenobarbital.

Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién

de cocaina.

La citocromo P-450 NADPH reductasa forma parte de la cadena de transporte electrénico
del sistema de Oxtdo-reduccién dependiente del citocromo P-450. Se trata de una
flavoproteina encargada de transportar electrones desde el NADPH a través de sus coenzimas
flavin mono nucleétido (FMN) y flavin adenin dinucleétido (FAD). Se precisa que el par de
electrones del NADDPH es captado por la proteina enzimdtica via FAD y de ahi pasan al
FMN.

Esta actividad se incrementé en ambos grupos a las 12 horas y disminuyé posteriormente por
debajo del valor control. En el grupo que fueron los ratones pretratados con fenobarbital la

diferencia inicial de la actividad fue significativamente menor (50 %, p<0,001).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA

0 0,310 + 0,03 0,155 * 0,02
(100) (50) *

12 0,456 + 0,05 0,307 + 0,03
(147)* (99)

24 0,325 = 0,03 0,257 + 0,03
{105) (83)

48 0,236 + 0,02 0,124 + 0,02
(76) (40) *

72 0,149 * 0,02 0,195 % 0,02
(48) * (63)

96 0,217 * 0,02 0,226 * 0,02
(70) (73)

Tabla 24.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la actividad de la citocromo P-450
reductasa dependiente de NADP en la fraccién microsomica de homogenados hepaiticos.
Las muestras de higado se obtuvieron a tiempos 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la
myeccion de cocaina. Los resultados, expresados como ng/mg de proteina, son media +
§.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por
comparacion de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001

se considerd no significativa (*p <0,001).
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Figura 24.- Actividad de la citocromo P-450 reductasa NADP dependiente en la fraccion
microsémica de higado de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (60
mg/Kg). Los resultados se expresan en % del vaior control y son media de cuatro
determinaciones experimentales. La t de Student fue calculada por comparacion de los
resuitados frente al controi; cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd no
significativa (*p<0,001). Los valores absolutos expresados en ng/min/mg de proteina y se
muestran en {a Tabla 24.

@—@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.8.- Otros pardmetros relacionados con la disfuncién hepdtica

También se han medido en la fraccién citosélica, de homogenados hepdticos en distintos
momentos después de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg peso
corporal) a ratones tratados y no tratados con fenobarbital, otros pardmetros relacionados con
la disfuncién hepdtica como son: Glucégeno, y estados de o6xido-reduccién citosdlicos
NADPPH/NADP* y NADH/NAD".

3.8.1.- Glucdgeno

En la Figura 25 y en la Tabla 25 se muestra la concentracion de glucégeno, en homogenados
hepéticos, en distintos momentos después la administracidn de una dosis subletal de cocaina

(60 mg/Kg) a ratones tratados y no tratados con fenobarbital.

Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccion

de cocaina.

Trds de la brusca caida en la concentracion de glucdgeno a las 12 horas en ambos lotes de
ratones, tanto los tratados con cocaina (64 %) como los pretratados con fenobarbital (28 %).
A lo largo de todo el periodo estudiado esta bajada se mantuvo constante. La vinica diferencia
entre ambos grupos fue que, en el caso de los ratones pretratados con fenobarbital se inicia

una recuperacidn en el perfodo situado entre las 72 y 96 horas.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 3,19 + 0,4 3,54 £ 0,4
(100) (111)
12 2,06 £ 0,2 0,92 + 0,01
(64) (28)*
24 1,85 = 0,2 0,78 + 0,01
(58) * % (24) *
48 1,86 0,2 0,74 * 0,009
(58) * (23) %
72 1,93 + 0,2 0,63 * 0,007
(60) * (19) *
96 1,89 = 0,2 1,21 + 0,01
{59)* (38)*
. ]

Tabia 25.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre 1a concentracién de glucégeno en
extractos hepdticos. Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas
después de la inyeccion de cocafna. Los resultados, expresados como g de glucdgeno/100 g
de higado, son media £ S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de
Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001).
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Figura 25.- Concentracion de glucdgeno en la fraccién microsémica de higado de ratones

tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacion de los resuitados trente al control; cuando esta diferencia fue

superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <(0,001). Los vaiores absolutos expresados

en g de glucosa/100 g de higado se muestran en la Tabla 25.

@ ——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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3.8.2.- Estados de éxido-reduccién citosdlicos dependientes del NADP* y del NAD*

Para determinar los estados redox citosdlicos dependientes de NADP* y de NAD* se
procedio a la determinacidn de las concentraciones de metabolitos de los sistemas enzimdticos
representantes del citosol malato, lactato y piruvato. Estas concentraciones se determinan en
extractos de higado de ratdn albino Swiss. Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24,
48, 72 y 96 horas después de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg peso corporal) en

ratones tratados y no tratados con fenobarbital.

El estado redox NADPH/NADP* relativo, como indice del estado de oxido-reduccion
citosdlico dependiente del NADP™ se calculé por la relacién entre las concentraciones

hepdticas de malato/piruvato. El cociente lactato/piruvato es proporcional al cociente
NADH/NAD™.

Por consiguiente, en la Tabla 26 y Figura 26 se muestra la concentracion de piruvato. En la
Tabla 27 y Figura 27 se muestra la concentracién de malato. En la Tabla 28 y Figura 28 se
muestra la concentracion de lactato. En la Tabla 29 y Figura 29 se muestra la concentracién
del estado redox NADPH/NADP". En la Figura 30 y en la Tabla 30 se muestra el estado
redox NADH/NAD™.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION CCCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
-3
=
0 593 + &0 355 + 40
(100) (60)=
12 433 + 52 563 + 60
(73) (95)
24 219 * 22 604 *+ 68
(37 ) (102)
48 438 + 47 604 + 70
(74) (102)
72 741 + B8O 593 * 64
(125) {100)
96 681 + 80 694 + 72
(115) (117)

Tabla 26A.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentracién de malato en
extractos hepdticos. Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas
después de la inyeccién de cocaina. Los resultados, expresados como nmol/g de higado, son
media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue
calculada por comparacion de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue

superior a 0,001 se considerd no significativa (*p<0,001).
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TIEMPO TRANSCURRIDO —
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA_ + COCAINA

0 1285 + 130 925 + 100
(100) (72)

12 950 * 100 771 * 82
(74) (60

I

24 1079 + 115 719 + 80
(84) (56

48 1156 + 120 809 + 89
(90) (63

72 1130 + 124 745 * 82
(88) (58

96 1156 + 111 796 + 86
(90) (62

Tabla 26B.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a

ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentracién de lactato en

extractos hepdticos. Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas

después de Ia inyeccidn de cocafna, Los resultados, expresados como nmol/g de higado, son

media £ $.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue

calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue

superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 130 % 12 200 % 18
(100) (154) »
12 144 + 14 280 = 30
(111} (216) *
24 179 + 18 260 £ 30
(138) (200)*
48 234 * 25 182 = 20
(180)+ (140)
72 300 = 34 139 £ 15
(231)# (107)
96 289 % 30 130 + 15
(223)« (100)

Tabla 26C.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentracién de piruvato en
extractos hepdticos. L.as muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas
después de la inyeccion de cocaina. Los resultados, expresados como nmol/g de higado, son
media £ S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue
calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue

superior a 0,001 se considerd no significativa (*p <0,001).
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Figura 26.- Concentraciones de malato, lactato y piruvato en extractos hepdticos de
ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacion de los resultados frente al control; cuando esta
diferencia fue superior a 0,001 se consideré no significativa (*p<0,001). Los valores

absolutos expresados en nmol/g de higado se muestran en las Tablas 26A a 26C.

Tiempao (horas)

A = Malato; B = Lactato; C = Piruvato
@——@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENGBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
s
0 1,77 + 0,2
(38)*
12 2,01 * 0,2
(44) «
24 2,32 £ 0,3
(51) «
48 3,32 + 0,4
(73)
72 4,27 + 0,5
(93)
96 5,33 + 0,5
(117)

Tabla 27A.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre el estado redox NADPH/NADP*
en extractos hepdticos. Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas
después de la inyeccidn de cocafna. Los resultados calculados son media + S.D. de cuatro
determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por comparacidn

de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd

no significativa (*p <0,001).




TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA 4+ COCAINA

0 9,8 £ 1,2 4,6 = 0,5

(100) (47)*
12 6,6 + 0,8 2,7 + 0,3

(67) (28)*
24 6,0 £ 0,7 2,7 + 0,3

(61) (28) «
48 4,9 £ 0,6 4,4 * 0,5

(50). (45) «
72 3,8 £ 0,4 5,4 + 0,6

(39)+ (55) »
96 4,0 £ 0,4 6,1 £ 0,6

i (41)« (62)

Tabla 27B.- Efecto de la administracién de una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg) a
ratones tratados y no tratados con fenobarbital sobre la concentracién del estado redox
NADH/NAD™ en extractos hepdticos. Las muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24,
48, 72 y 96 horas después de la inyeccidn de cocaina. Los resultados, expresados como
nmol/g de higado, son media + S.D. de cuatro determinaciones experimentales diferentes,
La t de Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control, cuando esta

diferencia fue superior a 0,001 se consideré no significativa (*p <0,001).
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Figura 27.- Estados de éxido-reduccion NADPH/NADP* y NADH/NAD™ citosélicos en
higados de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (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 comparacion de los resultados frente al control; cuando esta
diferencia fue superior a 0,001 se consideré no significativa (*p<0,001). Los valores
absolutos expresados en nmol/g de higado se muestran en las Tablas 27A y 27B.

A = NADPH/NADP"; B = NADH/NAD"*

@ —@ Cocaina. A - - - A Fenobarbital + Cocaina.

-157-



3.9.- Proteinas de fracciones subcelulares de homogenados hepadticos

A partir de homogenados hepdticos obtenidos en Potter-Elvehjeim con pistilo de teflon, se
separaron las fracciones subcelulares siguientes: mitocondrias (peroxisomas), entre 800 y
10.000 xg; microsomas (reticulo endopldsmico) entre 10.000 y 105.000 xg y fraccidn
soluble, el sobrenadante obtenido después de centrifugar a 105.000 xg. Las fracciones
microsémica y mitocondrial se lavaron dos veces para eliminar contaminaciones. La fraccidn
soluble se dializé frente a tampén de extraccion (sacarosa 0,25 M, Tris 0,2 MapH 7,4y
DTT 5 mM) durante 1 horaa 4 °C.

La mayor parte de las actividades enzimdticas ensayadas en el presente trabajo, se han
determinado en la fraccion soluble de homogenados hepdticos. La variacion de esta fraccion,
por tanto, por efecto de la cocaina a ratones tratados o no con fenobarbital, ha de influir en
los resultados obtenidos. Las variaciones de esta fraccién no son significativas y solo se

aprecian una discreta disminucidn a las 12 horas.

La fraccion microsoémica (10.000 - 105.000 xg) representa la fraccion relativa al reticulo
endopldsmico donde se ubica el sistema monooxigenasa de funcién mixta dependiente del
citocromo P-450. Esta fraccién se induce por efecto del fenobarbital y por dosis sucesivas
de cocaina (60 mg/Kg). Los valores encontrados demuestran esta induccién, ya que los
elevados valores iniciales aportados por el fenobarbital y la cocaina per se hace subir la
concentracion de proteinas microsomales hasta alcanzar a 1as 24 horas los mismos valores

que el fenobarbital.

La fraccién mitocondrial (800 - 10.000 xg) incluye otros corptisculos subcelulares como los

peroxisomas. Esta fraccién se ha utilizado para la determinacién de la catalasa.
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 75 £ 5 81 + 10
(100) (108)
12 69 + 7 65 = 7
(92) (86)
24 83 + 10 72 £ 8
(110) (96)
48 81 + 9 78 * 7
(108) (104)
72 73 £ 9 81 + 9
(97) (108)
96 75 + 8 79 + 10
(100) (105)

Tabla 28A.- Proteinas solubles de homogenado de higado (centrifugado a 105.000 xg),
de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg). Las muestras de higado

se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién de cocaina. Los

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

de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001 se considerd

no significativo (*p <0,001).
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TIEMPO TRANSCURRIDO
DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 12,7 + 1,5 10,6 + 1,2
(100) (83)
12 8,7 + 0,9 4,2 + 0,5
(68) (33)*
24 12,0 £ 1,5 9,3 + 1,0
(94) (73)
48 8,1 = 0,9 7,8 + 0,8
(63)* (61) *
72 5,8 £+ 0,6 6,4 = 0,7
(46)* (50) *
96 4,5 = 0,5 4,5 £ 0,5
(35) * (35)

Tabla 28B.- Proteinas mitecondriales de homogenado de higado (centrifugado a 800 -
10.000 xg), de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg). Las
muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccién de
cocafna. Los resultados expresados como mg de proteinas/g de higado, son media + S.D.
de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por
comparacion de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001

se considerd no significativo (*p <0,001).
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TIEMPO TRANSCURRIDO

DESDE LA ADMINISTRACION COCAINA FENOBARBITAL
DE COCAINA + COCAINA
0 14,0 = 1,2 23,0 * 3,0
(100) (164) *
12 17,0 + 2,0 22,0 * 2,6
(121) (157) *
24 21,8 * 2,3 21,8 * 3,2
(156) * (156) *
48 18,0 * 2,0 21,6 + 3,1
(129) (154) *
72 15,6 = 1,8 17,0 + 1,8
(111) (121)
96 14,0 £ 1,5 16,0 + 1,8
(100) (114)

Tabla 28C.- Proteinas microsomales de homogenado de higado (centrifugado a 10.000 -
105.000 xg), de ratones tratados con una dosis subletal de cocaina (60 mg/Kg). Las
muestras de higado se obtuvieron a 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la inyeccidn de
cocaina. Los resultados expresados como mg de proteinas/g de higado, son media + S.D.
de cuatro determinaciones experimentales diferentes. La t de Student fue calculada por
comparacion de los resultados frente al control, cuando esta diferencia fue superior a 0,001

se consideré no significativo (*p <0,001).
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3.10.- Citometria de flujo

La técnica relativamente reciente de citometria de flujo permite la evalvacién de multitud de
pardmetros celulares de una gran utilidad en estudios sobre 1a toxicidad de agentes quimicos. El
estudio de las variaciones en el DNA celular en poblaciones hepatocelulares se consideran
andlisis de gran precisién en determinaciones sobre la citotoxicidad y Ia genotoxicidad de

xenobidticos.,

3.10.1.- Analisis del contenido de DNA por citometria de flujo en hepatocitos aislados de

raton

Muestras de hepatocitos aislados de ratones fetales y adultos, tratados con una dosis subletal de
cocaina (60 mg/Kg) y pretratados o no con fenobarbital, se obtuvieron a diferentes tiempos
después de la administracién de la cocaina (0, 12, 24, 48, 72, 96 horas y 7 dias), y se
procesaron para analizar las poblaciones de hepatocitos en base a su contenido en DNA. De esta
manera se ha establecido con precision el porcentaje de células que se encuentran en una
determinada fase del ciclo de division celular, para hacer un seguimiento en la secuencia de
acontecimientos hepatocelulares ocasionados por la cocaina. Esta secuencia comprende la lesién

hepdtica (muerte celular) y la regeneracién post-necrética.

En las Figuras 29 y 30, se muestra el contenido de DNA evaluado por la fluorescencia emitida
2 623 nm por ¢l complejo formado por el DNA y el ioduro de propidio en abscisas, frente al
nimero de células, en ordenadas. La Figura 29 muestra el histograma de hepatocitos de fetos
a término (19 dias de gestacién), donde aparece la distribucién del DNA en las fases del ciclo
de division celular; expresado en procentajes: fase GO-G1 (64,3 %), fase S (28,9 %) y la fase
G2/M (6,9 %).

En la Figura 30, que se refiere a hepatocitos de ratén adulto, se observa en el control (0 horas)

tres poblaciones correspondientes a diploidos (2N}, tetraploidos (4N) y octoploides (8N). A las
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12 horas de la administracién de cocaina se observa un pico hipodiploide (13 %),
correspondiente a células apoptéticas. A las 24 horas, el histograma de hepatocitos tiende a
asemejarse al obtenido para los hepatocitos controles, si bien las poblaciones 4N y 8N tienden
a incrementarse. A las 48 horas se aprecia un incremento en la poblacién octoploide, la cual

disminuye considerablemente a las 72 horas de la inyeccidn de cocaina.

El tratamiento con fenobarbital (FB), produjo casi una disminucién de las poblaciones tetraploide
y octoploide. Comparando estas variaciones con el control se observa que el fenobarbital
produce un incremento en la fase GO-G1 (59 % --> 79 %) y disminuciones en las fases
tetraploide (39 % --> 21 %) y octoploide (5 % --> 3%). A las 12 horas de la administracién
de cocaina los hepatocitos presentan un pico hipoploide correspondiente a apoptosis, mientras
que la poblacién diploide se mantiene semejante al control presentandose significativamente
disminuida la poblacion tetraploide (39 % --> 21 %). A las 24 y 48 horas de la inyeccidn, la
poblacién diploide se mantiene practicamente igual al control mientras que la tetraploide estd
disminuida a las 24 horas recuperdndose a las 48 horas. En ambos grupos aparece un tercer pico
en la poblacién octoploide. A las 72 horas aparece un pico hipodiploide, marcadamente
significativo correspondiente a células apoptdticas y se encuentran las células tetraploides
disminuidas con respecto al grupo contrel. A las 96 horas y 7 dias de la inyeccién, el histograma
muestra una aproximacion al obtenido para los hepatocitos control, si bien las poblaciones

tetraploide y octoploide permanece incrementada.

En la Tabla 29, se describen los valores obtenidos en las diferentes poblaciones de céluias (2N,
4N y 8N), asi como el nimero de células apoptéticas existentes a diferentes tiempos
transcurridos después de la administracion de cocaina a ratones tratados y no tratados

previamente con fenobarbital.
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APOPTQSIS 2N 4N 8N
FETAL - 64 7 -—
CONTRCL © -— 59 39 5,4
rCOCA 12H 13 57 27 2,0
Coca 24H 0,5 41 49 3,0
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
FENO 0O - 70 21 3
FCC 12H 31 61 5,b 1,8
FCC 24H 0,7 68 20 8,0
FCC 48H 0,5 43 39 14
FCC 72H 37 32 15 5
FCC 3S6H 0,3 16 37 14
¥FCC 7D 0,7 Lg, 33 51 14

Tabla 29.- Determinacién cuantitativa de la ploidia del DNA y caracterizacién de la
apoptosis, segun los histogramas de la Figura 29.

-2N = poblacidn hipodiploide (apoptosis)

2N = poblacidn diploide

4N = poblacion tetraploide

8N = poblacion octoploide

Los resultados se expresan en % y son media de dos determinaciones diferentes.
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Figura 29.- Histograma de la distribucion del DNA en las distintas fases del ciclo de

divisién celular en hepatocitos fetales a término (19 dias de gestacion).
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Figura 30.- Histogramas de la distribucién del DNA en las distintas fases del ciclo de
divisién celular en hepatocitos de ratén adulto a diferentes tiempos (O, 12, 24, 48, 72,
96 horas y 7 dias) de una inyeccién subletal de cocaina (60 mg/Kg) en ratones tratados

y no tratados con fenobarbital.
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Poblacién 1 Poblacién 2
Go=-Gl s G2 /M G2 g2 G4/M
= y
FETAL 64,3 28,9 6,9
CONTROL 63,3 2 34,7 83,1 3,2 13,7
t FENOBARBITAL| 73,6 4 22,3 81,2 8,3 10,4

Tabla 30.- Distribucién del DNA en las distintas fases del ciclo de divisidn célular,
Poblacidén 1: Fases GO/Gl; S y G2/M.

Poblacidn 2: Fases G2; S2 y G4/M.

Las fases GO/G1 corresponden a la poblacién diploide, la fase G2 poblacién tetraploide, la
G4 poblacién octoploide, fase S poblacidn en sintesis de DNA, S1 poblacién en sintesis de
DNA desde G1 a G2 y S2 poblacidn en sintesis de DNA desde G2 a G4.
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Figura 31.- Distribucién del DNA en las distintas fases del ciclo celular. Se establecen dos
poblaciones (poblacién 1. GO/GI1, S, G2/M y poblacién 2: G2, S y G4/M). Los valores
numéricos se expresan en tanto % y se encuentran en la Tabla 30.

F = Fetal, C = Control, FB = Fenobarbital.
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[~ cose1 s G2/M |
coca 12H I 72 5,0 23 |
COCA 24H I e1 3,0 16
COocA 48H I ss 2,4 39
COCA 72H f 63 2,0 35 |
COCA 96H | s2 1,5 46,5
COCA 7D i 51 1,3 47,7
COCA 14D | 49 1,0 40
FEN+COCA 12H 92 3,0 5
FEN+COCA 24H | 85 5,0 10
FEN+COCA 48H 73 4,0 23
FEN+COCA 72H 65 22,0 13
FEN+COCA 96H 64 2,0 34
FEN+COCA 7D | 46 0 54
FEN+COCA 14D | 56 0 44

Tabla 31.- Distribucién del DNA en las distintas fases del ciclo celular (G0/G1, S ¥
G2/M) en hepatocitos de ratones adultos inyectados con una dosis subletal de cocaina
(60 mg/Kg) a diferentes tiempos (0, 12, 24, 48, 72, 96 horas, 7 y 14 dias) tratados y no

tratados con fenobarbital.
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GO/G1 s G2/M
_ (G2) (52) (G4/M)
COCA 12H 75 11 14
COCA 24H | 83 2 15
COCA 48H | a0 7 44 |
COCA 72H [ 87 6 7
COCA 96H |77 7 16
coca 7D 71 6 23
COCA 14D L 5 23
= ; i
FEN+COCA 12H 43 50 7 ;
FEN+COCA 24H | 60 3 37
FEN+COCA 48H | 64 5 31
FEN+COCA 72H | 39 Y 27
FEN+COCA S6H | 48 9 43
FEN+COCA 7D 56 5 39
FEN+COCA 14D | 41 3 56

Tabla 32.- Distribucién del DNA en las distintas fases del ciclo celular (G2, S2 y G4/M)}
en hepatocitos de ratones adultos inyectados con una dosis subletal de cocaina (60

mg/Kg) a diferentes tiempos (0, 12, 24, 48, 72, 96 horas, 7 y 14 dias) tratados y no

tratados con fenobarbital.

-171-



100

12HZa4gH72HEaH 70 1490 12H24H48H7ZHPEH 7 140D TE2HP2AHA8HT2NREER TD 14

GO/G1 S G2/M

BMcoca JFEN+COCA

Figura 32.- Distribucién del DNA en las distintas fases del ciclo de divisién celular
(G0/G1, S y G2/M) en hepatocitos de ratones aduitos inyectados con una dosis subletal
de cocaina (60 mg/Kg) a diferentes tiempos (0, 12, 24, 48, 72, 96 horas, 7 y 14 dias)
tratados y no tratados con fenobarbital. Los valores numéricos se encuentran recogidos

en la Tabla 31.
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Figura 33.- Distribucién del DNA en las distintas fases del cicio de division celular (G2,
S2 y G4/M)} en hepatocitos de ratones adultos inyectados con una dosis subletal de
cocaina (60 mg/Kg) a diferentes tiempos (0, 12, 24, 48, 72, 96 horas, 7 y 14 dias)
tratados y no tratados con fenobarbital. Los valores numéricos se encuentran recogidos

en la Tabla 32.
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3.11.- Morfologia en preparaciones histolgicas de higado de ratén

La cocafna con y sin pretratamiento con fenobarbital, induce lesién hepdtica en ratones en
relacion al grupo control (Fotografia 1). Los animales tratados con una dosis de cocaina (60
mg/Kg) por via i.p., sufren una necrosis coagulativa de la zona perivenosa. Dicha lesion
comienza a desarrollarse a las 12 horas de la inyeccion (Fotograffa 2), siendo a las 24 horas
cuando alcanza su mdxima intensidad (Fotografia 3). En este periodo las células necréticas
son marcadamente eosindfilas, o fragmentados y forman una banda de necrosis perivenosa
que ocupa aproximadamente el 30 % del parénquima. Los hepatocitos que estan situados en
los bordes de la lesidn estdn pdlidos, hinchados y muestran un citoplasma finamente granular
(Fotografia 3b). Células de infiltrado inflamatorio agudo son observadas en las dreas de
necrosis. A partir de las 48 horas y hasta las 96 horas, se aprecian numerosas células en
mitosis, fndice de regeneracion hepitica (Fotografia 4), existiendo diferencias entre las
diversas zonas del acino, tal y como se pone de manifiesto en la Tabla 33. A los 14 dfas el
parénquima hepético ha adquirido su morfologia habitual (Fotografia 5), no observindose
diferencias con el grupo control. En los ratones tratados con una dosis de cocaina (60
mg/Kg), previa induccidén con fenobarbital sédico, durante cinco dias consecutivos,
administrado en el agua de bebida (1g/1), el patron de necrosis hepdtica, varia con respecto
a los ratones tratados unicamente con cocaina, ya que la lesion afecta a la zona periportal
(zona 1), existiendo ademds una esteatosis microvacuolar mds o menos difusa provocada por
el tratamiento con fenobarbital (Fotografia 6). En la mayoria de los animales, los hepatocitos
que rodenan al terminal porta, estan bien conservados, pero los inmediatamente adyacentes,
muestran una necrosis coagulativa que envuelve del 30 al 50 % del parénquima. La necrosis
es similar a Ia descrita en ratones tratados unicamente con cocaina (Fotografias 7 y 8),
observandose también células hepdticas pdlidas e hinchadas en los bordes de la lesién. La
necrosis estd totalmente establecida a las 12 horas (Fotograffa 7), y se mantiene hasta las 48
horas, periodo a partir del cual comienza la proliferacion celular (Fotografia 9), que se
mantiene hasta las 96 horas. El patrén de regeneracion muestra diferencias relevantes entre
las distintas areas del acino (Tabla 33). A los 14 dias la morfologia hepdtica vuelve a ser la

habitual (Fotografia 10), al igual que ocurria en los ratones tratados unicamente con cocaina.
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Fotografia 1.- Higado control de un ratén Swiss macho. Hematoxilina-eosina,
(a) Panoramica. Espacio perivenoso (V). Terminal porta (P)(x125).

(b) Detalle de un espacio perivenoso {V)(x 250).

Fotografia 2.- Necrosis perivenosa incipiente en un ratén Swiss macho, a las 12 horas
de la administracién de 60 mg/Kg, de clorhidrato de cocaina, por via intraperitoneal.
Hematoxilina-eosina.

(a) Panordmica. Espacio perivenoso (V). Terminal porta (P). Mitosis (flecha) (x125).

(b) Detalle de la necrosis. Espacio perivenoso (V). (x250)

Fotografia 3.- Necrosis perivenosa en un ratén Swiss macho, a las 24 horas de la
administraciéon de una dosis tinica, de 60 mg/Kg de clorhidrato de cocaina, por via
intraperitoneal. Hematoxilina-eosina.

{a) Panordmica. Espacio perivenoso (V). Terminal porta (P). (x125).

(b) Detalle de la necrosis. Espacio perivenoso (V). (x250).

Fotografia 4.- Regeneracion hepditica. Ratén Swiss macho, a las 48 horas de la
administracion de una dosis 1inica de 60 mg/Kg de clorhidrate de cocaina, por via
intraperitoneal. Hematoxilina-eosina.

(a) Panordmica en la que se observan varios hepatocitos en mitosis (flecha). Espacio
perivenoso (V). Terminal porta (P). (x250).

(b) Detalle de un hepatocito central en mitosis (flecha). (x1250).

Fotografia 5.- Higado sin alteraciones histolégicas, en un ratén Swiss macho, a los 7 dias
de fa administracién de una dosis tinica de 60 mg/Kg de clorhidrato de cocaina, por via
intraperitoneal. Hematoxilina-eosina.

(2) Panordmica. Espacio perivenoso (V). Terminal porta (P).(x125).

(b) Detalle de un espacio perivenoso (V).(x250).
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Fotografia 6.- Esteatosis microvacuolar en un ratén Swiss macho, al que se administrd
una solucién de fencbarbital sédico (1g/i) en el agua de bebida, durante cinco dias
consecutivos.

{(a) Panordmica. Espacio perivenoso (V). Terminal porta (P).(x125).

{(b) Detalle de la esteatosis. (x500).

Fotografia 7.- Necrosis periportal y esteatosis microvacuolar difusa en un ratén Swiss
macho a las 12 horas de la administracién de 60 mg/Kg de clorhidrato de cocaina por
via intraperitoneal, que previamente habia recibido durante cinco dias consecutivos una
solucion de 1g/1 de fenobarbital sédico, en el agua de bebida. Hematoxilina-eosina.

a) Panordmica. Terminal porta (P). Espacio perivenoso (V).{x125).

b) Detalle de la necrosis y de la esteatosis. Terminal porta (P).(x250).

Fotografia 8.- Necrosis periportal en un ratén Swiss macho, a las 24 horas de la
administracién de 60 mg/Kg de clorhidrato de cocaina por via intraperitoneal, que
previamente habia recibido durante cinco dias consecutivos, una solucion de 1g/i de
fenobarbital sddico, en el agua de bebida. Hematoxilina-eosina.
a) Panordmica. Terminal porta (P). Espacio perivenoso (V).(x125).

b) Detalle de la necrosis. Terminal porta (P).(x250).

Fotografia 9.- Regeneracion hepaitica. Ratén Swiss macho a las 48 horas de la
administracion de 60 mg/Kg de clorhidrato de cocaina por via intraperitoneal, que
previamente habia recibide durante cinco dias consecutivos, una solucion de 1g/] de
fenobarbital sédico, en el agua de bebida. Hematoxilina-eosina.

a) Panoramica. Mitosis (flecha). (x250).

b) Detalle de un hepatocito mediozonal en mitosis (flecha). (x1250).
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Fotografia 10.- Higado sin alteraciones histolégicas, en un ratén Swiss macho a los 14
dias de la administracién de 60 mg/Kg de clorhidrate de cocaina por via intraperitoneal,
que previamente habia recibido durante cinco dias consecutivos, una solucién de 1g/1
de fenobarbital sédico, en el agua de bebida. Hematoxilina-eosina.

a) Panordmica. Terminal porta (P). Espacio perivenoso (V). (x125).

b) Detalle de un Terminal porta (P). (x250)
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3.11.1.- Cilculo del indice mitético

El cdlculo del indice mitético (IM), se basa en la relacidn existente entre el nimero de
mitosis y el nimero de células (Simpson et al 1992). En el presente trabajo este indice se ha

expresado, como nimero de mitosis por diez mil células

Para su realizacién, se han analizado los cortes de higado de los animales de los grupos
control, fenobarbital, cocaina y fenobarbital+ cocafna, examinando en cada una de ellos las
tres zonas del acino hepdtico (zona periportal, zona mediozonal y zona perivenosa) por

separado.

La estimacidén del nimero de células se hace, utilizando el objetivo de 40x, que permite el
reconocimiento de las figuras mitoticas, siguiendo el criterio de Baak et al (1983 y 1985).
E! campo microscépico obtenido con dicho objetivo es dividido en dos partes por una linea
que coincide con el diametro del circulo, contando ¢l niimero de nicleos celulares que son
interceptados por dicha linea (n). La férmula empleada para estimar el nimero de c€lulas por

campo es la del drea del circulo: A = n r2, donde r (radio) = n/2.

Se han estudiado diez campos consecutivos en cada una de las zonas del acino hepitico, para
valorar el niimero de mitosis, y tres de ellos (1, 5 y 10), han sido utilizados para contar el
nimero de células. La estimacion del nimero total de células se realiza multiplicando la

media obtenida en los tres campos, multiplicada por 10.

La razén existente entre el total de mitosis en los 10 campos y el total de células, presentes

en esos mismos 10 campos, constituye €l indice mitdtico.
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PERIVENOSA MEDIOZONAL PERIPORTAL
Ne | Ne | M | Ne | Ne | 1M Ne | Ne | 1M
CEL |MIT CEL |MIT CEL | MIT
CONTROL 0 | 801 | o o | 962 1 | 10 815 0 0
COCA 24H 815 | 1 12 {13781 3 | 22 |1259 o | o
cocA 48H  |1261 | 8 73 {13694 10 | 73 |137s 4 | 20
coca 728 |1259 | 5 40 {1341 8 | 60 |1244 3 24
coca sen 1319 | 5 { 38 |1293| 7 | s4 |1278 3 23
COCA 7D 810 | o | o | s2a] o 0 803 0 0
FENO © 6706 | 1 j 14 669= 1| 15 654 1 15
FCC 24H 1383 | 2 ] 14 |1160| 3 | 26 759 2 26
Fcc 48H 1383 | 5 I 16 |1183] 11 | 93 |1076 9 84
FcC 728 ||1330 | 5 ’ 38 (1221 9 | 74 1163 6 52
Foc 96H 1317 | 4 | 30 {1195) 7 | 58 |1221 5 41
FCC 7D | 819 f 0 ] o | 805 o0 0 817 | 0 0

Tabla 33.- Relacion del indice mitético en las diferentes zonas del acino hepitico:

perivenosa. El {ndice mitdtico estd expresado como nimero de mitosis por diez mil células.
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4.- DISCUSION

La cocaina es un alcaloide natural, que induce selectivamente la muerte celular en el interior
del acino hepdtico, a través de la formacién de metabolitos reactivos, que son los verdaderos
responsables de su hepatotoxicidad (Roth et al 1992). Los xenobiéticos lesionan
preferentemente la regién perivenosa del acino hepético, debido a que en esta region existe
un desequilibrio, entre la velocidad de produccién de metabolitos reactivos por el sistema
microsémico del citocromo P-450, y la capacidad de destoxificacién. El modelo experimental
del presente trabajo, se ha seleccionado en base a la lesién perivenosa que produce la cocaina
cuando se administra a ratones Swiss machos, y a la lesién periportal que produce la misma

droga cuando se administra a estos mismos ratones tratados previamente con fenobarbital.

La alteracidn en la ubicacién de la lesién hepdtica segun el tratamiento, s un hecho poco
frecuente del que se desconoce el mecanismo mediante el cual el fenobarbital sensibiliza a

los hepatocitos de la regién portal a los efectos de 1a cocaina.

El esquema alternativo de lesién hepdtica severa en los hepatocitos perivenosos o
periportales, ofrece la posibilidad de establecer comparaciones en la respuesta hepdtica segiin
que hayan sido lesionadas una u otra de las distintas poblaciones de hepatocitos que se

encuentran en el acino.

En general, la secuencia de los acontecimientos que tienen lugar por efecto de los agentes

hepatotdxicos es la siguiente:

Tdxico =======2> lesién hepdtica (perivenosa o periportal) =======>
muerte celular (apoptosis y/o necrosis) ========13> regeneracién hepatocelular

======== 7 restauracion de la funcionalidad
En el caso de la cocaina esta secuencia se produce por la formacién de norcocaina nitréxido-,

el dnico radical libre hasta ahora conocido, producto del metabolismo oxidativo de esta

droga.
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Para hacer un seguimiento de estos acontecimientos, se dispusieron dos grupos de ratones.
Ambos grupos recibieron sendas dosis subletales de cocaina, pero uno de ellos fue tratado
previamente con fenobarbital con objeto de inducir en él, el sistema hepdtico microsémico
monooxigenasa de funcidn mixta dependiente del citocromo P-450, y con ello incrementar
la toxicidad de la cocaina. Este modelo se asemeja a lo que puede ocurrir en humanos

alcohélicos que ingieren cocaina.
4.1.- Pardmetros bioquimicos y morfologicos de lesién hepaitica

Para establecer un diagnéstico de la lesién hepdtica inducida por cocaina se han evaluado en
suero de ratones, las actividades enzimadticas marcadoras de lesion hepdtica. Las muestras de
suero se obtuvieron a distintos tiempos comprendidos entre las 0 y 96 horas a partir de la
administracion de esta droga. La elevacion de estas actividades unida al estudio
histopatolégico en cortes de higado, nos ha permitido diagnosticar un cuadro de necrosis
periportal severa en higado, cuando la cocaina fue administrada a ratones pretratados con
fenobarbital, y un cuadro de necrosis perivenosa cuando la cocafna se administrd a ratones
no tratados. Estudios previos de otros autores, sobre la hepatotoxicidad de la cocaina, 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 ubicacidn intraacinar de la

necrosis, de perivenosa a periportal por efecto del fenobarbital.

La necrosis hepdtica, tanto periportal como perivenosa inducida por cocafna produjo una
elevaciébn masiva de las aspartato y alanina aminotransferasas y de la isocitrato
deshidrogenasa NADP* en suero. En el caso de suero de ratones pretratados con
fenobarbital, el maximo de actividad se registré a las 12 horas y fue aproximadamente dos
veces superior que en el grupo de ratones no tratados. En este dltimo caso el pico de

actividades enzimdticas séricas se registré a las 24 horas.

Otra diferencia entre el grupo no tratado y el pretratado con fenobarbital, es que en este

Ultimo aparecid un segundo pico de actividad en estos enzimas séricos a las 72 horas de la
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administracién de la cocaina. Esta segunda salida de los enzimas hepdticos al suero coincide
con la aparicion de un segundo pico de células apoptdticas, puesto de manifiesto en

hepatocitos aislados, por citometria de flujo.

La actividad de la gamma-glutamil transferasa en suero se elevé en ambos grupos, con la
linica diferencia que esta elevacién fue mas temprana en ratones pretratados con fenobarbital.
Al contrario que las actividades séricas mencionadas anteriormente, la actividad de la GGT
permanecié elevada a las 96 horas, lo cual indica, que el higado se encuentra todavia
lesionado, aunque haya remitido la necrosis. L.a GGT es un enzima extracelular cuya
actividad sérica se eleva en casos de enfermedad hepatobiliar, intoxicacidn etilica o estado
preneopldsico (Cascales et al 1991). Es el tinico enzima conocido que cataliza la hidrdlisis
del enlace glutamilo del glutation, y con ello el primer paso en la degradacién de este
tripéptido. Su nivel hepdtico es muy bajo, en nuestro caso la elevada actividad de este enzima
puede, junto con la elevada actividad de la glutation-S-transferasa, que luego se discutir4, ser
la causa de la deplecidon del glutation que ocurre por efecto de la administracion de la

cocaina.

Todos estos resultados se refuerzan con los obtenidos por observacién al microscopio éptico
de cortes de higado, donde ademds, se ha podido delimitar con claridad la zona del acino
hepdtico que sufrid el proceso necrdtico. Los puntos de mdxima necrosis, tanto periportal
como perivenosa, coinciden con los picos de maxima actividad de los enzimas séricos.
Morfolégicamente no ha podido cuantificarse exactamente, la intensidad de la necrosis
inducida por cocafna, pero las actividades enzimdticas séricas, demuestran que la necrosis
periportal originada por pretratamiento con fenobarbital, fue mds intensa que la producida

sin tratamiento previo.
4.2.- Sistemas citosélicos generadores de NADPH
Existen evidencias contrastadas que demuestran, que la biotransformacién oxidativa de la

cocafna en higado juega un pape! fundamental en su hepatotoxicidad. El metabolismo

oxidativo de la cocaina, a través del sistema microsémico monooxigenasa de funcién mixta,
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dependiente del citocromo P-450, comprende una secuencia de reacciones que se inicia con
la N-desmetilacidn de la cocaina a norcocaina (Misra et al 1976, Inaba et al 1978), continua
con la N-hidroxilacién a N-hidroxinorcocaina, mediada por el citocromo P-450 (Kloss et al
1982b; Shuster et al 1983); un proceso oxidativo posterior con un solo electrén, también

mediado por el citocromo P-450, transforma la N-hidroxinorcocaina en norcocaina nitréxido-:

NADPH NADP*
Cocaina --> Norcocaina --> N-hidroxinorcocaina <:¥jf/“={> norcocaina

nitroxido: NADP* NADPH

El intercambio entre la N-hidroxinorcocaina y la norcocaina nitroxido- se verifica mediante
un ciclo fitil, que consume NADPH an ambos sentidos y que genera el anién superéxido en

el paso norcocaina nitréxido a N-hidroxinorcocaina.

El protagonismo que juegan los equivalentes reductores NADPH en las reacciones de
destoxificacién microsémicas, unido al preponderante papel de estos equivalentes en el
metabolismo especifico de la cocaina, nos han llevado a estudiar los sistemas generadores de
NADPH en ¢l citosol del hepatocito y sus alteraciones por efecto de la administracidn de
cocaina. Se ha determinado la actividad de los dos enzimas del eslabon oxidativo del ciclo
de las pentosas fosfato, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa, y también la del enzima mdlico y la de la isocitrato deshidrogenasa. Todos
estos enzimas del metabolismo intermediario hepdtico, se encuentran involucrados en la
encrucijada entre carbohidratos y lipidos, en la biosintesis de dcidos nucléicos y en procesos
de biotransformacion de xenobidticos. Las dos deshidrogenasas del ciclo de las pentosas
fosfato se encuentran reguladas por el estado redox citosélico NADP™ y la velocidad de flujo
de este ciclo se debe a la velocidad de aquellos procesos que utilizan NADPH (Veech et al
1969}. La significativa disminucién de la actividad G6PDH por efecto de la cocaina en el
periodo comprendido entre las 12 y las 48 horas de su administracién, que coincide con la
disminucién del cociente NADPH/NADP*, puede ser una de las causas, que junto con la
deplecion del glutation, explique la hepatotoxicidad de la cocaina. Sin embargo, las

actividades de la 6PGDH y de la ICDH se elevaron discretamente, mientras que el enzima
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milico no experimentd variaciones. En todos los casos las actividades fueron mds elevadas

que en el grupo pretratado con fenobarbital.

Para completar este capitulo relacionado de enzimas citosdlicos dependientes del NADPH se
ha determinado el estado redox citosélico NADP* y NAD™ para cuantificar el nivel de los
equivalentes reductores en el citosol del hepatocito. Se observa que el tratamiento con
fenobarbital disminuyd significativamente la tasa de equivalentes reductores NADPH en
citosol y que el efecto de la cocaina sobre estos bajos niveles fue la de inducir su progresiva
elevacién. Esto se explica por la mayor actividad de los enzimas generadores de estos
equivalentes. La cocaina por si misma agot6 inicialmente los equivalentes reductores NADPH
que llegaron a un minimo a las 24 horas. El estado redox citosélico NADH disminuyd en
ambos casos, pero una parte de esta disminucién al inicio del tratamiento se debid al
fenobarbital. De todos estos resultados puede deducirse que, el metabolismo hepitico de la
cocafna altera los sistemas citosdlicos dependientes del NADP™* y que estas alteraciones son

mas acusadas cuando la cocaina se administré a animales pretratados con fenobarbital.

4.3.- Sistemas relacionados con el metabolismo del glutation y el metabolismo

peroxidativo.

Se ha observado que la administracién de cocafna se acompafia por una depresién en el
contenido hepatico de glutation reducido. Esta disminucidn llegé a alcanzar en nuestros
experimentos hasta un 50 % y de acuerdo con Donnelly et al (1988) la deplecién del GSH
es un hecho que precede a cualquier fendmeno citotéxico, ya que los cambios en el cociente
GSH/GSSG juegan un papel integral en los fendmenos que conllevan a la muerte celular

inducida por cocaina.

Las alteraciones inducidas por administracién de cocafna referentes a la concentracién de
GSH, asi como al cociente GSH/GSSG provocaron descensos en ambos parametros. El GSH
disminuyé en ambos grupos, en el no tratado y en el pretratado con fenobarbital, pero
mientras que la disminucién provocada por la cocaina fue sélo de un 20 %, la de esta droga

unida al fenobarbital resulté ser mucho mayor, alcanzando al 50 %. Sin embargo, el cociente
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GSH/GSSG resultd con el mismo grado de disminucidn en las dos condiciones, debido a que
la cocaina per se origind elevaciones en el glutation oxidado (GSSG), que no se registraron

en el lote pretratado con fenobarbital.

El glutation es un tripéptido ampliamente distribuido en células de mamiferos y su
concentracién hepdtica se encuentra en el rango milimolar (5 - 10 mM). Este tripéptido
contribuye a la destoxificacién celular de xenobidticos endogenos (peréxido de hidrégeno,
lipidos peroxidados, etc) y exdgenos, a través de la accién de la glutation peroxidasa y la
glutation-S-transferasa. La glutation peroxidasa y la catalasa acttian eliminando el peréxido
de hidrégeno y evitando, con ello su utilizacién en la formacién de radicales hidroxilo, a
través de una via en la que se encuentran involucrados los sistemas generadores del anién
superéxido. El glutation y los enzimas con €l relacionados modulan la sintesis de los

radicales de oxigeno.

Estd bien demostrado el papel critico del GSH en una gran variedad de reacciones de
destoxificacién frente a especies activas de oxigeno producidas durante el metabolismo de
xenobidticos y su intervencion en la formacidn de conjugados con metabolitos electrofilicos.
Existe un gran nimero de evidencias que indican que la produccién de radicales libres es la
causa principal del estrés oxidativo, que va a dar lugar a la pérdida de GSH. En nuestros
experimentos hemos encontrado incrementos significativos en la concentracién intracelular
de GSSG. La formacion de GSSG, por efecto de la cocalna, indica que en estas condiciones
experimentales la produccion de mezcla de disulfuros pueda ser la causa de la pérdida de
GSH, ya que la acumulacion de GSSG es, al parecer, esencial para la formacion de mezcla
de disulfuros durante el estrés oxidativo (Dimonte et al 1984; Jewel et al 1986). Los
incrementos significativos en la formacién de GSSG por efecto de la cocaina, pueden
explicarse por una mayor actividad de la glutation peroxidasa en la region periportal que es
la no afectada por la cocaina. La liberacién de GSSG a través de la membrana plasmética de
los hepatocitos es un mecanismo fisiolégico involucrado en el mantenimiento del equilibrio

del GSH entre los 6rganos (Sies 1983), que puede resultar también afectado por efecto de

la cocaina.
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Hemos insistido en que el glutation reducido GSH ejerce un papel crucial en la proteccién
celular frente al ataque de xenobidticos y al estrés oxidativo. Aunque no estd del todo claro,
parece ser que los hepatocitos periportales contienen doble cantidad de glutation que los
perivenosos, pero mdas importante que la concentracion intraacinar de glutation es la
distribucidn de las vias de destoxificacién. Kera et al (1987) han estudiado la distribucién
de los enzimas acoplados al glutation en hepatocitos aislados de la regién periportal o la
perivenosa, por medio de perfusion del higado con digitonina-colagenasa. Segiin estos autores
la actividad de la glutation-S-transferasa citosdlica es mayor en las c€lulas que rodean al
terminal venoso, mientras que la actividad de la glutation reductasa citosélica aparece
uniformemente distribuida en el acino hepitico. Por el contrario, la actividad de la glutation
peroxidasa, dependiente del selenio, como también de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
es mucho menor en las células perivenosas que en las periportales. La actividad relativamente
menor de estas dos enzimas en la regidn perivenosa puede explicar, en parte, la

susceptibilidad de esta region a la agresién quimica (Kera et al 1987).

La peroxidacidn lipidica es un proceso en el cual el oxigeno molecular se incorpora en los
lipidos no saturados para formar hidroperéxidos lipidicos. La degradacién de estos
lipohidroperdxidos eleva la concentracion intracelular de malondialdehido, el cual fué
determinado en el presente trabajo, para poseer un indice de la peroxidacion lipidica en el

doble modelo experimental inducido por cocaina.

El malondialdehido se calculé en extracto hepdtico y su concentracién fue elevada en ambos
casos. La cocafna produjo una elevacion de casi el 50 % a las 24 horas de la intoxicacidn,
pero cuando se administré a ratones pretratados con fenobarbital, la elevacién inicial
producida por el fenobarbital, de un 100% siguié ascendiendo por efecto de la cocaina
legando a las 12 h a valores cercanos a un 300% de subida. A partir de este momento la

concentracién de malondialdehido descendidé en ambos casos hacia la normalidad.
En nuestros resultados, la glutation peroxidasa dependiente del selenio, mostré valores muy

cercanos a la normalidad en extractos solubles de higado de ratén por efecto de la cocaina,

mientras que cuando la cocaina se administré a ratones pretratados con fenobarbital esta
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actividad enzimdtica descendid significativamente mds de un 50% mostrando alteraciones
paralelas a las encontradas para la concentracién de glutation reducido. Sin embargo, la
glutation-S-transferasa de la fraccion soluble se elevo en los dos casos, pero en ratones
pretratados con fenobarbital esta elevacion fué mayor, por partir de actividades iniciales muy
elevadas. La glutation-S-transferasa es el enzima que cataliza la adicién nucleofilica del grupo
tiol del glutation a aceptores nucleofilicos (Picket y Lu 1989). La elevacion de esta actividad
enzimdtica por efecto de la cocafna con o sin fenobarbital puede explicar la deplecidn del

glutation.

Hemos podido observar grandes diferencias entre los dos grupos, el pretratado y el no tratado
con fenobarbital, en lo que se refiere al metabolismo relacionado con el glutation y con el
estado de oxido-reduccion celular. De acuerdo con Rauckman et al (1981), la glutation
peroxidasa apenas interviene en el proceso de reduccion de la norcocaina nitrdxido-, y sobre
estas bases ellos sugieren que la pérdida de glutation inducida por la cocaina se debe mds
bien a la deplecién de equivalentes reductores NADPH y al incremento en GSSG. En
nuestros resultados hemos observado que la disminucion del GSH por efecto de 1a cocaina,
estuvo acompanada por un aumento del GSSG por efecto de la glutation peroxidasa. Sin
embargo, la cocaina, en el grupo pretratado con fenobarbital, produjo una mayor disminucidn
del GSH, que no estuvo acompariada por incrementos en el GSSG, probablemente debido a
la baja actividad de la glutation peroxidasa. Es probable, que la deplecién del glutation en
este caso se deba al agotamiento de NADPH y a la actividad elevada de la glutation-S-
transferasa. Es posible también, que el ciclo fiitil entre la N-hidroxinorcocaina < ===

norcocaina nitréxido-, que consume NADPH en ambos sentidos, sea el mecanismo causante
de la utilizacién masiva del NADPH. Como el NADPH es el cofactor necesario para la
conversion del GSSG en GSH, via glutation reductasa, una deplecién de NADPH ha de
ocasionar un incremento en el GSSG que tiene que ser activamente excretado del hepatocito
para mantener un cociente GSH/GSSG dentro de la normalidad. La disminucién del NADPH
por debajo de un nivel critico compromete la capacidad de la célula para que permanezca el

equilibrio redox del glutation.
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Esquema que relaciona el metabolismo oxidative de la cocaina con el estado de oxido-reduccifn

Otro enzima directamente relacionado con la peroxidacidn es la catalasa. Su actividad
disminuyd notoriamente por efecto de la administracion de cocaina y aun mas por efecto de
la cocaina + fenobarbital. En este ltimo caso los valores iniciales (debidos sélo al
fenobarbital) fueron muy bajos. La superéxido dismutasa fue evaluada en base a la posible
formacién del anién superéxido en la reduccidn de 1a norcocaina nitroxido-. Las variaciones

en esta actividad fueron muy débiles y poco significativas.

4.4.- Sistemas microsimicos dependientes del citocromo P-450

El sistema enzimdtico de éxido-reduccién mds importante del higado es el que depende del
citocromo P-450. Este sistema se compone de una cadena de transporte electrénico que se

asocia a la cara externa de la membrana del reticulo endoplasmico (Martin-Sanz y Cascales

1990).

Quizd la induccidn 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
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actividades de los enzimas que generan NADPH necesario para su funcionamiento.
Analizando los resultados de la actividad de la glutation reductasa, observamos que existe un
paralelismo entre la actividad de este enzima y la de los que generan NADPH. El
fenobarbital, por s mismo, produjo una elevacion significativa de esta actividad enzimdtica,
mientras que las elevaciones originadas por la cocafna sin pretratamiento, fueron poco

significativas.
La citocromo P-450 NADPH reductasa es una flavoenzima que forma parte de la cadena de

transporte electrénico en el sistema microsdmico de oxidacidn, dependiente del citocromo P-

450. Este enzima transporta electrones desde et NADPH al citocromo P-450.

NADPH, H*

/;H
’ cit P450 <
NADP* \‘ROH
/ -
NADH, H* stear01l CcaA

5 . e
cit bS - Cltb5 3 |desatu-

reductasa rasa <‘
MNAD™
leo;l CoA

En nuestras condiciones experimentales, la citocromo P-450 reductasa se encuentra
disminuida inicialmente por efecto del fenobarbital (50 %, p<0,001). Por efecto de la
cocaina esta actividad se elevo, con mdximos a las 12 h (147 %, p<0,001). Por otro lado,
el citocromo bs, hemoproteina de pequeno tamano, que actia transportando electrones,
experimentd unas variaciones relativas a una mayor actividad inicial por efecto del
fenobarbital (159 %, p<0,001) y a unos maximos en los dos grupos a las 12 h de la

administracién de cocaina (257 %, p <0,001 y 312 %, p<0,001, respectivamente).
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El citocromo P-450 también experimentd una notable caida, siendo esta mds acusada en
ratones pretratados con fenobarbital, debido a que el fenobarbital al inducir este sistema, los
niveles iniciales microsémicos en el grupo pretratado, fueron muy elevados. Asi, en higado
tratado sélo con cocaina la concentracidon microsémica de citocromo P-4530 disminuyd
notablemente a las 24 horas y mostré una recuperacion a partir de este momento. En caso
de cocaina administrada a ratones con fenobarbital, aunque los valores iniciales fueron casi
4 veces superiores al valor control, experimentaron una notable caida con tasas del 50 % a
las 48 horas del tratamiento con cocaina. Es un hecho conocido que el tratamiento con
fenobarbital eleva notablemente los niveles enzimdticos del sistema citocromo P-450 por
induccién del mRNA P-45011B1/2 (Adesnik et al 1981). Se sabe también, que el mecanismo
responsable de esta induccidn es un incremento en la transcripcion de los genes P45011bl1 y
P4501IB2 (Atchison y Adesnik 1983). El citocromo P-450 microsémico hepdtico es un
sistema enzimdtico implicado en el metabolismo oxidativo de compuestos enddgenos y

exdgenos como prostaglandinas, hormonas esteroideas, farmacos y carcindgenos (Guengerich
1990).

Existe cada vez una mayor certeza, acerca de que la expresidon de muchas protefnas de los
hepatocitos difiere dependiendo de su localizacion en el interior del acino (Jungermann y
Katz 1982). Miembros de la superfamilia genética del citocromo P-450 aparecen no
homogeneamente distribuidos y se inducen preferentemente en la regién perivenosa. Se
desconocen los mecanismos responsables de estas diferencias, tanto del citocromo P-450
constitutivo como del inducido. Por ello, los estudios sobre heterogeneidad acinar
(Jungermann y Katz 1982) aceptan que la biotransformacidn de las sustancias téxicas a través
del citocromo P-450, es una funcién preferente de los hepatocitos perivenosos que se

encuentran sometidos a un riesgo potencial mayor porque se encuentran menos protegidos.
4.5.- Otros parametros relacionados con el metabolismo glucolitico y energético
La concentracion de ATP, determinada en extractos hepdticos mostrd un notable descenso

alas 12 y 24 horas de la administracién de cocaina en ambos grupos de ratones, no tratados

y pretratados con fenobarbital. Por efecto de la cocaina este descenso fue superior al 40 %
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manteniéndose esta baja concentracidn hasta las 48 horas y elevdndose hacia la normalidad
en el periodo comprendido entre las 72 y 96 horas. Por efecto del fenobarbital la
concentracion inicial de ATP fue menor que en el control y la administracién de cocaina la
hizo descender atin mds, ltegando a las doce horas a un minimo inferior al 30 % del valor
normal. A partir de las 24 horas se inici6 una débil recuperacién hacia la normalidad que se

consiguio a las 96 h.

En los procesos de hepatotoxicidad estudiados con anterioridad por nuestro grupo (Cascales
et al 1992; Diez-Ferndndez, 1992a), pudimos observar que el glucdgeno hepdtico desciende
y se incrementan las actividades de los enzimas clave de su degradacidn, como la glucégeno
fosforilasa a. En el presente estudio el glucégeno descendié a un 60 % del valor control, por
efecto de fa cocaina y a un 20 % cuando la cocaina se administré después que el
fenobarbital. Sin embargo, el tratamiento previo con fenobarbital no alteré los niveles

iniciales de glucégeno.

Las actividades enzimdticas responsables de la formacién de glucosa-6-fosfato se encuentran
involucradas en la ruta degradativa del glucégeno (glucogenolisis), mecanismo que se
encuentra notablemente activado en casos de hepatotoxicidad. La desaparicion del glucégeno
en casos de lesién hepdtica es un hecho conocido {Cascales et al 1992). Por otro lado, la
desviacion del catabolismo de la glucosa hacia la ruta de las pentosas fosfato, por efecto de
hepatotéxicos, ha sido también descrita con anterioridad (Cerddn et al 1981), por tanto, en
el presente modelo era interesante investigar el comportamiento de las hexoquinasas, enzimas
que fosforilan la glucosa en posicién 6 y de cuya actividad depende la velocidad de
degradacion de la glucosa. La determinacién de esta actividad frente a glucosa 1 M, glucosa
1 mM y fructosa 33 mM nos proporciond resultados contradictorios; Ia glucoguinasa (glucosa
1 M) que disminuye por efecto de la cocaina, se mantiene con valores cercanos a la
normalidad cuando la cocaina se administré a ratones pretratados con fenobarbital. En
presencia de glucosa 1 mM la actividad ascendié significativamente por efecto de la cocaina
y algo menos en ratones pretratados con fenobarbital. La hexoquinasa en presencia de
fructosa 33 mM experimentd débiles variaciones por efecto de la cocaina y descendié en el

grupo pretratado con fenobarbital.
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cocaina FB + cocaina

glucoquinasa (glucosa 1) ) (=)
hexoquinasa (glucosa 1 mM) (+++) (+)
hexoquinasa (fructosa 33 mM) (=) (-)

La razén de estas variaciones puede estar en el cambio en la localizacién intraacinar de la
necrosis. Este cambio, que parece ser comiin a humanos y ratones, se debe a circunstancias
que elevan la biotransformacién oxidativa de la cocaina. La regio-especificidad necrogénica
de la cocaina ha de ser consecuencia de un desequilibrio entre los enzimas responsables de
la activacién metabdlica de la droga y los enzimas encargados de la destoxificacidn de tales

sustancias activadas.

4.6.- Regeneracidn hepdtica post-necrética inducida por cocaina

Es un hecho bien documentado la capacidad del higado de los mamiferos para regenerarse
en respuesta a la pérdida parcial de sus propias células (Michalopoulos 1990; Mehendale
1991). El higado en regeneracién proporciona un modelo sincronizado de proliferacién
celular. La respuesta regenerativa que se desencadena inmediatamente después de la necrosis
ha sido uno de los objetivos de nuestras investigaciones en este doble modelo de necrosis.
La regioselectividad de la necrosis tiene que influir necesariamente en el proceso de
regeneracion hepatocelular. Se sabe que es la regidn periportal la que se encuentra mas
capacitada para iniciar el proceso proliferativo (Jungerman y Katz 1982). Por ello, en caso
de necrosis perivenosa, la mds comin entre las originadas por xenobidticos (tioacetamida),
el proceso regenerativo se efectda mediante una desdiferenciacion de los hepatocitos adultos
que adquieren caracteristicas tipicas de hepatocitos fetales (Cascales et al 1992; Diez-
Ferndndez et al 1992b y 1993b).

A pesar de que las células progenitoras in vivo se localizan en el drea periportal, la zona mds
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oxigenada del acino, en las fotografias obtenidas por microscopia dptica se observaron
mitosis tanto en la zona perivenosa como en la periportal, y en ambos casos, la mayor parte

de ellas aparecieron en la regién mediozonal del acino.

En cortes de higado obtenidos en periodos entre 0 y 7 dias se calculd el indice mitético (IM)
mediante el contaje de mitosis en distintos campos, por nimero de células. Este indice fué
calculado, en el presente trabajo, como niimero de mitosis por 10.000 células. En el caso de
cortes de higado procedentes de ratones tratados sélo con cocaina, en los que se diagnosticd
el proceso necrético perivenoso, el indice mitético fue dos veces superior en la zona
perivenosa comparada con la periportal, mientras que en los cortes de higado obtenidos de
ratones tratados con cocaina y fenobarbital el mayor indice mitdtico se registro en la region
mediozonal seguido muy de cerca de la periportal y ambas fueron mas de dos veces superior

a la perivenosa. En ambos grupos el pico de mitosis fue en la muestra tomada a las 48 horas.

{IM) mitosis/10000 células

PErivenoso----------- mediozonal------------- periportal
cocaina 48 h 73 73 29
FB + cocaina 48 h 36 93 84

En la unidad microcirculatoria del higado, el suministro sanguineo se origina desde los
terminales portales y el drenage se verifica a través del terminal venoso. Las células de la
region mediozonal, se adaptan de acuerdo con los suministros que le llegan en el lugar
intermedio entre la regidén perivenosa y la periportal. De acuerdo con los resultados obtenidos
en el presente trabajo, la heterogeneidad acinar influye de manera notable en el proceso
regenerativo post-necrético inducido por cocaina. Aunque los valores numéricos del indice
mitético son algo superiores en el grupo tratado con fenobarbital, esa diferencia no concuerda

con las diferencias observadas en las actividades de los enzimas séricos marcadores de la
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necrosis. Si hacemos una comparacién de las sumas de los indices mitéticos en las tres dreas
del acino, en higado no tratado y pretratado con fenobarbital, nos encontramos que existe una
diferencia entre ambos que se mantiene constante y que coincide con la proliferacién celular

inicial aportada por el pretratamiento con fenobarbital.

4,7.- Caracterizacion de la ploidia y distribucién del DNA gendémico en las

distintas fases del cicle de division celular

Con el objeto de caracterizar el proceso secuencial de: muerte celular (apoptosis y necrosis)
y regeneracién hepatocelular, se han aislado hepatocitos después de la administracion de una

dosis subletal de cocafna a ratones tratados o no tratados previamente con fenobarbital.

El término apoptosis o muerte celular programada se utiliza para describir la forma
caracteristica de muerte celular desencadenada por diversos estimulos ambientales
(Darzynkiewicz et al 1992). Durante este proceso tienen lugar una serie de acontecimientos,
entre ellos, el mds importante es la activacion de una endonucleasa con afinidad por las
regiones internucleosomales del DNA, que va unida a cambios morfoldgicos especificos en
el niicleo y en el citoplasma. El interés por estos mecanismos emana de su papel clave en el
desarrollo de drganos y tejidos durante la embriogénesis, la regulacion de la respuesta

inmune y en la muerte natural de células diferenciadas al final de su perfodo vital.

En contraste con la apoptosis, la necrosis es una manera inespecifica de muerte celular
causada, a menudo, por concentraciones excesivamente elevadas de agentes tdxicos. La
necrosis puede considerarse como un colapso metabdlico cuando las células no pueden
mantener su homeostasis idnica. La necrosis producida por intoxicaciones se caracteriza por

una hinchazon de las mitocondrias y pérdida inmediata de la integridad de la membrana

plasmdtica.
Como marcador de células apoptdticas por citometria de flujo se ha propuesto una

disminucién del marcaje del DNA con diferentes fluorocromos. Telford et al (1992) han

comparado la capacidad de diversos fluorocromos para tefiir el DNA de las células
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apoptéticas y han observado que en estas c€lulas esta capacidad estd disminuida.

Nuestro interes por estudiar el DNA en este doble modelo experimental inducido por cocaina
se debe a las razones siguientes: En primer lugar nos ha interesado determinar la presencia
de células aneuploides (hipodiploidia) y en segundo lugar hemos querido investigar el
porcentaje de células en cada fase del ciclo de division celular con el objeto de evaluar la

velocidad de proliferacién en el proceso de regeneracion post-necrético.

Ya hemos visto que la unidad microcirculatoria del higado, consiste en hepatocitos que son
heterogéneos desde el punto de vista bioquimico y funcional (Rappaport 1976). Como los
hepatocitos presentan también una heterogeneidad en el contenido en DNA, nos interesé
determinar el porcentaje de la ploidia, paso a paso, durante el proceso de muerte celular y
regeneracién inducidas por cocaina. La heterogeneidad de la ploidia ha sido estudiada
recientemente por nuestro grupo (Diez-Ferndndez et al 1992a y 1993b) en un modelo de
necrosis y regeneracién inducidas por el hepatotdxico tioacetamida. Sin embargo, se necesita
profundizar mds en estas investigationes mediante la determinacidn de cinéticas celulares para
hacer un seguimiento de la progresion del ciclo celular, durante los procesos de regeneracién

hepatocelular y restauracién de la funcionalidad hepdtica.

Los dos acontecimientos mds importantes en las células eucariontes son, la replicacion de los
cromosomas, que ocurre en la fase S (sintesis del DNA) y la segregacién cromosdmica que
ocurre en la fase M (mitosis). La regeneracién hepatocelular en respuesta a la lesidn hepdtica
inducida por xenobiéticos es un interesante fendmeno, escasamente estudiado hasta la fecha,
de gran repercusién a nivel farmacoldgico y clinico. Este proceso representa el mecanismo

de defensa hepatocelular mds importante frente al ataque téxico (Mehendale 1991).

Recientes estudios de nuestro grupo han demostrado (Diez-Ferndndez 1993b) alteraciones
notables en la ploidia del DNA durante la regeneracién hepdtica post-necrética inducida por
tioacetamida en comparacién con la regeneracién hepdtica inducida por hepatectomia parcial.
Mientras que las poblaciones poliploides (tetraploide y octoploide) casi desaparecen en

hepatocitos regenerantes post-necréticos, en células hepdticas post-hepatectomia parcial la
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poliploidia se mantiene (De Juan et al 1992).

La citometria de flujo ofrece grandes ventajas para estudiar la hepatotoxicidad de los
xenobidticos en células intactas. Especialmente en el caso de los hepatocitos cuya
heterogeneidad estd bien establecida, 1as técnicas de citometria de flujo permiten determinar
célula a célula, la capacidad de respuesta frente a sustancias hepatotoxicas. La aplicacion de
la citometria de flujo a este modelo experimental no ha sido nunca abordada y es posible que
esta técnica, de reciente aplicacidn a la toxicologfa, pueda aportar nuevos datos de utilidad

a un problema social de gran magnitud.

En los resultados obtenidos por citometria de flujo hay dos hechos que destacar: La aparicién
de una poblacion hipodiploide caracteristica de células apoptéticas y las variaciones de la

ploidia producidas por el tratamiento con fenobarbital y/o cocaina.

La poblacidn hipodiploide proporciond a las 12 horas Jos resultados siguientes:

13 % en hepatocitos de ratdn tratado con cocaina

31 % en hepatocitos de ratén pretratado con fenobarbital + cocaina

Otro pico hipodiploide aparecié a las 72 horas en el grupo pretratado con fenobarbital:

0,6 % en hepatocitos de ratén tratado con cocaina

37 % en hepatocitos de raton pretratado con fenobarbital + cocaina

Los picos de hepatocitos hipodiploides (apoptdticos) coinciden con las elevaciones de las
aminotransferasas séricas indicativas de muerte celular. A nivel histolégico se ha observado
a las 72 h (fotografias no incluidas en la presente memoria) unas estructuras raras
diseminadas de manera irregular que alteran la arquitectura hepdtica a modo de
conglomerados de células inflamatorias crénicas en los que pueden estar incluidos linfocitos,

macréfagos y células multinucleadas, con tendencia a la formacion de granulomas.
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La caracterizacidn de apoptosis in vivo no ha sido descrita hasta el momento y su estudio se
considera de un gran interés, ya que la cocaina nunca ha sido considerada como agente

apoptogénico y sf como agente necrogénico.

La ploidia registré variaciones a lo largo del tiempo que durd la experimentacion. Estas
variaciones suponen disminuciones o elevaciones de las poblaciones diploide, tetraploide y

octoploide, en el perfodo comprendido entre O y 7 dias:

a) la poblacidn diploide (G1) disminuye:

59 % ----- > 36 % en hepatocitos de ratén tratado con cocaina

70 % --—-- > 33 % en hepatocitos de ratén tratado con FEN + cocaina
b) la poblacién tetraploide (G2) aumenta:

32 % - > 52 % en hepatocitos de raton tratado con cocaina

21 % ----- > 51 % en hepatocitos de ratdn tratado con FEN + cocaina

¢) La poblacién octoploide (G4) aumenta:

5,4 % ----> 9 % en hepatocitos de ratdén tratado con cocaina

3,0 % -—--> 14 % en hepatocitos de ratén tratado con FEN + cocaina

Los hepatocitos normales presentan una estabilidad en cuanto a su contenido en DNA y
organizacion cromosémica. Sin embargo, los hepatocitos en estado proliferativo (fetales o
regenerantes) se encuentran inmersos en el proceso de reproduccion a través del ciclo de
division celular que incluye la sintesis programada del DNA para duplicar el DNA genémico
de la célula, antes de su division. Las células regenerantes, por tanto, poseen un contenido
mds elevado en DNA que las quiescentes y este contenido puede variar en cada ciclo de
acuerdo con la progresién en la sintesis del DNA. Las variaciones en la distribucion del

DNA en las distintas fases del ciclo de division celular han mostrado que el esperado
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incremento de la fase de sintesis de DNA no ocurre inmediatamente, como con otras
sustancias hepatotdxicas (Diez-Ferndndez 1993b). Sélo en los animales pretratados con
fenobarbital pudieron observarse incrementos significativos desde la poblacién diploide a la
tetraploide y desde la poblacion tetraploide a la octoploide. En el otro grupo de animales, los
tratados sélo con cocaina, la poblacién en la fase S experimentd incrementos menos
marcados. La cocaina, como muchas otras hepatotoxinas exhibe una regio-especificidad en
la lesion hepdtica que produce, y ademds la lesién causada por la cocaina puede cambiar su

localizacién intraacinar mediante el pretratamiento de inductores del SMO.

Es mucho lo que se necesita investigar acerca de los mecanismos causantes de dichas lesidnes
en las que se encuentre involucrada la expresidn de enzimas constitutivos o inducidos, que
sean los responsables del desequilibrio regional en los mecanismos de activacidn metabdlica

y destoxificacion.
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5.- CONCLUSIONES

1.- Se ha conseguido un modelo experimental de lesién hepdtica inducida por cocaina en
ratones Swiss machos. La necrosis perivenosa inducida por la cocafna experimenté un cambio
intraacinar a necrosis periportal, en caso de tratamiento previo con fenobarbital. El proceso
necrdtico y su ubicacién se han caracterizado por elevacién de enzimas en suero y por
estudio morfolégico de cortes de higado. El incremento de las actividades séricas de ASPT,

ALAT e ICDH, fue mds intenso en el caso de pretratamiento con fenobarbital.

2.- Las alteraciones en las actividades enzimadticas generadoras, asi como en el estado redox
NADP* demuestran que este par de oxido-reduccién se encuentra implicado en el
metabolismo oxidativo de la cocafna, posiblemente a través del ciclo fitil entre la N-
hidroxinorcocaina y la norcocaina nitréxido-. El metabolismo hepético de la cocaina altera
los sistemas citosolicos dependientes del NADP™* y disminuye los equivalentes reductores
NADP* y NAD", siendo estas alteraciones mds acusadas en animales pretratados con

fenobarbital.

3.- Las bajas concentraciones de GSH, ATP, citocromo P-450 y glucégeno, fueron indices
de la lesién hepatica inducida por la cocaina. Este descenso fue mds notorio en ratones
pretratados con fenobarbital. La pérdida en citocromo P-450 se interpreta como una
disminucién de las actividades de los sistemas microsémicos metabolizadores de drogas y

como una prolongada duracién de su actividad en caso de pretratamiento con fenobarbital.

4.- El incremento en la concentracién de malondialdehido, unido a la disminucion del
cociente GSH/GSSG son un indice de la formacién de peréxidos. Estos perdxidos, debido
a las actividades muy bajas de la catalasa y la glutation peroxidasa, pueden influir

directamente en el proceso de muerte celular.
5.- La heterogeneidad acinar influye de manera decisiva en la regeneracién hepdtica post-

necrética. El indice mitético (IM), presentd un mdximo las 48 horas de la administracién de

cocafna. La proliferacién celular inducida por cocaina fue mds intensa en las zonas
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perivenosa y mediozonal, mientras que la regeneracién hepatocelular por fenobarbital +

cocafna se desarrollo mds en las zonas periportal y mediozonal del acino hepdtico.

6.- Por citometria de flujo han podido caracterizarse, en hepatocitos aislados, picos hiploides
debidos a apoptosis. A las 12 h estos picos aparecieron en ambos grupos, no tratado y
pretratado con fenobarbital. El porcentaje de DNA en estos picos fue el 13 % y 31 % para
uno y otro grupo, respectivamente. A las 72 h aparecid otro pico de apoptosis (37 %), sélo
en el grupo pretratado con fenobarbital. Estos picos hipodiploides coinciden con incrementos

significativos en las aminotransferasas plasmadticas e isocitrato deshidrogenasa.

7.- Los picos hipodiploides, indicativos de apoptosis, estuvieron precedidos por notables
descensos en las poblaciones tetraploides y octoploides. El descenso puede ser debido a un
incremento en la mitosis 0 a que €l proceso de muerte celular afecte en mayor proporcidn

a las poblaciones poliploides.
8.- La disminucién de la fraccion tetraploide hasta valores similares a los fetales estuvo

precedida por incrementos de l1a sintesis del DNA. Este fendémeno ocurrié en ambos grupos,

pero fue mas notorio en el pretratado con fenobarbital.
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ERRATAS OBSERVADAS

Pagina

Pagina

Pagina

Pagina

Pagina

Pagina

150

163

165

174

177

210

iinea 11 debe ser Tabla 26A, Figura 26A y malato en
lugar de piruvato.

linea 12 debe ser Tabla 26B, Figqura 26K, lactato en
lugar de malato, Tabla 26C y Figura 26C.

linea 13 debe ser piruvato, en lugar de lactato,
Tabla 27A y Figura 27A.

linea 14 debe ser Figura 27B y Tabla 27B.

linea 23 debe decir diploides y tetraplcides,
en lugar de diploidos y tetraploidos.

linea 2 tercer recuadro debe ser 32 en vez de 39.

linea 12 donde pone 14 dias dsbe poner 7 dias.

linea 27 donde pone 14 dias debe poner 7 dias.
linea 1 donde pone 14 debe poner 7.
linea 3 donde pone hiploides debe poner

hipodiploides.

linea 14 debe decir descensos en vez de incrementos.
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