
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Diseño de antídotos contra losDiseño de antídotos contra los
daños bioquímicos y estructuralesdaños bioquímicos y estructurales

causados por el tetracloruro decausados por el tetracloruro de
carbono basados en elcarbono basados en el

conocimiento de su mecanismo deconocimiento de su mecanismo de
acciónacción

Cignoli de Ferreyra, Elida Virginia

1975

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Químicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Cignoli de Ferreyra, Elida Virginia. (1975). Diseño de antídotos contra los daños bioquímicos y
estructurales causados por el tetracloruro de carbono basados en el conocimiento de su
mecanismo de acción. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1498_CignolideFerreyra.pdf

Cita tipo Chicago:
Cignoli de Ferreyra, Elida Virginia. "Diseño de antídotos contra los daños bioquímicos y
estructurales causados por el tetracloruro de carbono basados en el conocimiento de su
mecanismo de acción". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad
de Buenos Aires. 1975.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1498_CignolideFerreyra.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1498_CignolideFerreyra.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1498_CignolideFerreyra.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

DISENO DE ANTIDOTOS CONTRA LOS DAÑOS BIOQUIMICOS Y ESTRUCTURA

LES CAUSADOS POR EL TETRACLORURO DE CARBONO BASADOS EN EL CO

NOCIMIENTO DE SU MECANISMO

DE ACCION

ELIDA VIRGINIA CIGNOLI DE FERREYRA

r Tesis presentada para optar al título de

. \ Doctora en Ciencias Químicas

- 1975 



Agradezco muyespecialmente al Dr. José Alberto Castro,

Director de esta tesis, sus enseñanzas, el entusiasmo y la
dedicación constante que me dispensó durante el desarrollo

de este trabajo.



Agradezco también:

A 1a Dra. Irene von Lawtsevicktz su guia y enseñanzas

en la realización de los trabajos de histologia.

A la Sra. CarmenR. de Castro, 1a ejecución de los

graficos que acompañanesta tesis.

A la Sta. Adriana Marta Ochoa y a1 Sr. Jorge Horacio

ferreyra, por su colaboración en la escritura a m6
quina de este trabajo.

A1Sr. Antonio Boscaro, por su colaboración en el tra

bajo de laboratorio fotográfico de las ilustraciones
que acompañanesta tesis.

A mis compañeros y demás integrantes del Laboratorio

de Química Bio-Toxicológioa,CITEFA, por sus múltiples

atenciones y su cordial amistad.



A mis padres

A mi esposo

A mi hijo



INDICE

Introducción

Parte Experimental

Resultados

Discusión

Bibliografía

pág.

pág.

pág.

pág.

pág.

2k

3h

93

106



INTRODUCCION

En muchoslaboratorios dedicados a la patología experimental
el estudio de la intoxicación por tetracloruro de carbono ha
atraído más atención que el estudio de cualquier otra hepato
toxina. Para los investigadores no dedicados a este tipo de
estudios, la importancia que se le ha dado a investigar la
intoxicación por tetracloruro de carbonopodria resultar in
comprensible, y por lo tanto, podrían considerar tanta dedi
cación injustificada. Sin embargo,los estudios sobre el te
tracloruro de carbono llevan en si otra finalidad: la de que
la patología celular experimental sea capaz de predecir racio
nalmente las reacciones de las células contra los agentes da
ñinos. Para ello, deben estudiarse las respuestas a la acción
de los mismos. Generalmente estos sustratos son tan complica
dos y sutiles en sus respuestas a los agentes tóxicos que el
hecho de estudiar las sustancias más simples capaces de pro
ducir efectos devastadores y muerte celular a corto plazo re
presenta una ventaja notable. En efecto, si no puede desentra
ñarse el desarrollo detallado de los mecanismosfisiológicos
y bioquímicos involucrados en la reacción de células vivas
con respecto a un compuesto químico tóxico de estructura mo
lecular tan simple comolo es el tetracloruro de carbono, de
berian esperarse mayoresdificultades para el estudio de las
reacciones de células contra sustancias más complejas, puesto
que cada uno de sus múltiples metabolitos puede desencadenar
distintas interacciones que oscurecerian el proceso primario
que se desea estudiar. Al respecto podría citarse un párrafo
formulado por Claude Bernard, que dice lo siguiente: "Los tó
xicos pueden ser usados comoagentes para la destrucción de
la vida, o comomedios de producir enfermedades; pero aparte
de estos dos usos enumerados, por todos bien conocidos, hay
un tercero que interesa particularmente: un tóxico es un ins
trumento que disocia y analiza los fenómenos más sutiles de
la estructura viviente, y, estudiando atentamente los mecanis
mos de muerte debidos a ellos, se puede comenzar a conocer



por una via indirecta el mecanismode la vida".

Antecedentes históricos.
El cloroformo fué primero utilizado comoanestésico en l8h7.
Se encuentran descripciones de aquella época de héroes olvi
dados pertenecientes al siglo XIX, comentando sus propias
reacciones al clororormo y a1 tetracloruro de carbono, toma
dos oralmente o por inhalación. La atrofia amarilla aguda
del higado, caracteristica de la intoxicación por clorofor
mo, era bien conocida hacia fines del siglo XIX. El uso del
cloroformo comoanestésico general se fué eliminando gradual
mente. Se encontró que el tetracloruro de carbono era más
tóxico y menos efectivo aún que el cloroformo. La amenaza
del tetracloruro de carbono comotóxico industrial se hizo
sentir hacia el final del siglo XIXy comienzos del XX. Por
el año 1921 se conocieron las propiedades antihelminticas
del tetracloruro de carbono administrado oralmente, y en los
años siguientes se reafirmó la toxicidad de este compuesto.

Antecedentes de investigaciones realizadas en el tema.
En los primeros veinticinco años de nuestro siglo, el traba
jo de investigación realizado se dirigió principalmente ha
cia el estudio de las dietas que aumentasen o disminuyesen
los efectos tóxicos del tetracloruro de carbono. El trabajo
dirigido directamente al entendimiento de los mecanismos1n
volucrados en 1a intoxicación fué minimo. Sin embargo, los
interrogantes más importantes del problema surgieron en aque
lla época: a) Las propiedades tóxicas del tetracloruro de
carbono sobre el higado de rata son debidas al tetracloruro
de carbono por si mismo o son los agentes activos el o los
metabolitos de este tóxico? (l).b) La acción en la rata es
directa sobre el hígado o hay efectos en sitios distantes
de este órgano que tienen influencia significativa? c) Por
qué la necrosis hepática es centrolobulillar? d) Si el efec
to del tetracloruro de carbono en el higado es una acción
directa sobre las células del parénquimahepático, cuál es
el lugar intracelular donde se produce la alteración prima



ria? Es esta alteración difusa, incluyendo varios componen
tes intracelulares concurrentemente, o está directamente
localizada en un componentecelular? e) Por qué las ratas
recién nacidas y algunas especies animales (por ejemplo ga
llinas) son muchomenossensibles al tetracloruro de carbo
no que las ratas adultas (2)? r) Cuáles son los mecanismos
involucrados en 1a acción protectora de una amplia variedad
de sustancias y tratamientos que demuestran ser eficaces
en disminuir 1a extensión de la necrosis producida por la
administración de tetracloruro de carbono (3, H)?

Muchasdificultades se presentaron en un comienzo cuan
do se trató de contestar a todas estas preguntas basándose
en la hipótesis de que la acción del tetracloruro de carbo
no depende solamente de sus propiedades como solvente de
lípidos; por ejemplo, no podía explicarse que: I) la loca
lización de la necrosis fuese centrolobulillar, en tanto
que las concentraciones de tetracloruro de carbono son ma
yores en la sangre que llega al hígado por 1a región portal
(5); II) el daño mayor durante las primeras horas de into
xicación ocurre en el reticulo endoplásmico, en tanto que
otras estructuras intracelulares, que también contienen mem
branas lipídicas, aparentemente sufren daños mucho menores
(6, 7, 8, 9, 10); III) la resistencia de la rata recién naci
da, a pesar de que se comprobóque el tetracloruro de carbo
no llega a su higado en concentraciones iguales que al de la
rata adulta (2, ll); IV) la localización de necrosis intensa
en el higado, en tanto que en otros órganos tales comomédu
la ósea, cerebro y también el tejido adiposo, se acumulan con
centraciones de tetracloruro de carbono mayores sin causar da
ño alguno (l); V) la disociación de la producción de necrosis
y la acumulación grasa obtenida a través de varias condicio
nes experimentales diferentes (10, 12). Todas estas dificul
tades podrian ser salvadas pr0poniendo un mecanismo basado en
el concepto de que antes que el tetracloruro de carbono pueda
manifestar sus propiedades necrogénicas, deberia sufrir un
proceso de activación.



Metabolismo del tetraclorugg:gg_gg;gggg¿
En los últimos años varios trabajos han demostrado

que, deSpuósde su administración a ratas, el tetraclo

ruro de carbono se metaboliza en una determinada Eropor
ción (13, 1k). Después de la administración del l C-tetra
cloruro de carbono, se detecta 14€ en el aire expirado como
1 C-dióxido de carbono y 1 C-cloroformo. Se comprobó que el
tetracloruro de carbono (o sus metabolitos) se unen rápida
mente a las estructuras hepáticas. Después de la administra
ción de lu
tra 11+Cmarcado unido a proteínas. Esto sugiere que el te

C-tetracloruro de carbono a las ratas, se encuen

tracloruro de carbono no se encuentra presente en el higado
solamente comoun solvente de grasas, sino que hay una com
binación con los componentesde las células hepáticas.

Sin embargo, ninguno de estos datos provee información
acerca de si el metabolismo del tetracloruro de carbono es
importante para su rol comotoxina hepática, o si es sola
mente una reacción lateral de poca importancia. Por supues
to, esta es una pregunta clave, que debe ser contestada
antes de que puedan empezar a desentrañarse las reacciones
involucradas en la actividad necrogénica de dicho tóxico.
Una manera indirecta de investigar este problema es consi
derar las actividades necrogénicas relativas de la serie
de metanos halogenados en relación con su facilidad de des
composición quimica, que, en una especie animal particular,
podria esperarse que estuviera relacionada con un compor
tamiento similar de su metabolismo in vivo.

La unión C-F en los hidrocarburos alifáticos tiene una
energia de disociación mayor que la unión C-Cl presente en
una estructura similar. En el trifluorclorometano, la ener
gia de disociación de la unión C-Cl sufre un aumento sus
tancial comparadocon el tetracloruro de carbono. Debería
esperarse que, aún aqui, la unión C-Cl sea más dificil de
romper que en el tetracloruro de carbono; comouna conse
cuencia, debería esperarse que el triclorofluormetano fue
se más dificultosamente metabolizado in vivo que el tetra
cloruro de carbono.



El triclorofluormntnno no cs apreciablementw tóxico
para las ratas. Se encontró que unn dosis grande no pro
duce disminución del contenido hepático de NADPHy no au
menta la actividad de ciertas enzimas séricas (3, H), que
son cambioscaracterísticos de la intoxicación por tetra
cloruro de carbono. La estabilidad aumentada de la molé
cula de triclorofluormetano pareciera impedir la ruptura
de la molécula.

Quésignificado tienen estas observaciones en rela
ción con el mecanismode acción del tetracloruro de car
bono? Una interpretación seria que al menos algo del te
tracloruro de carbono administrado debe sufrir una trans
formación quimica antes de que pueda evidenciarse su po
tencial necrogénico. Por supuesto, la necesidad de un paso
de activación no significa que el daño producido no sea
modificado de alguna manera por la presencia del mismo
tetracloruro de carbono no metabolizado.

La idea de que es necesario algún tipo de transfor
mación del tetracloruro de carbono para explicar su hepato
toxicidad fué sugerida independientemente por varios in
vestigadores, pero fué mérito de Butler (15) el haber pos
tulado que para explicar la formación de cloroformo por
metabolismodel tetracloruro de carbono debia requerirse
un proceso de ruptura homolitica que tuviera comointer
mediarios los radicales libres 'CCl . De hecho, si se pro
dujese la activación en una membranade las células rica
en lípidos, en conjunción con un proceso endógeno produc
tor de radicales libres, la más favorecida seria una rup
tura homolitica no iónica, cuyo producto es un radical
libre.

En conexión con el estado de activación sugerido, es
importante notar que muy poco después de la administración
del tetracloruro de carbono a ratas, se detectan altas con
Centraciones del tóxico en órganos comomédula ósea, ce
rebro y tejido adiposo; se encuentran cantidades menores
en higado, riñón y músculo (l), a pesar de que en la rata
se produce necrosis extensa solamente en el higado. Si las



propiedades tóxicas del tetracloruro de carbono fuesen so
lamente debidas a su naturaleza lipofilica, y comouna con
secuencia, produjese daño no especifico a estructuras ri
cas en lípidos, resultaría extraño que aquellos tejidos que
lo acumulan rápidamente y en mayor medida no sufriesen da
ños más severos. Esto demuestra claramente que son necesa
rias algunas interacciones másespecíficas para el desarro
llo de la necrosis. La explicación más simple sería que el
tetracloruro"de carbono se convierte en una forma activa
solamente en aquellos tejidos en los cuales luego aparece
la necrosis.

Acción directa del tetracloruro de carbono sobre el higado.
Son los efectos sobre el higado debidos a una acción

primaria del tetracloruro de carbono sobre este órgano, o
el tetracloruro de carbono provoca una respuesta en otros
tejidos que después induce los cambios hepáticas observados?

El desarrollo de técnicas satisfactorias de perfusión
de higado aislado posibilitó el concretar experiencias pa
ra analizar los efectos directos del tetracloruro de carbo
no y cloroformo sobre el higado (otra vez la relación entre
estructura quimica y propiedades, y la estrecha similitud
de las lesiones hepáticas sugieren que el tetracloruro de
carbono y el cloroformo deberían actuar por medio de meca
nismos primarios sino idénticos, al menosmuysimilares).
A pesar de que los eXperimentos no pudieron prolongarse su
ficientemente después de perfundir el tetracloruro de car
bono o cloroformo para demostrar la necrosis centrolobuli
llar, se encontró evidencia de que en el higado aislado se
producen cambios similares a aquéllos que ocurren en el ani
mal vivo (5). Se encontró disminución de la basofilia cito
plasmática, desorganización del reticulo endoplásmico, per
turbaciones en la secreción de lipoproteínas y en la sínte
sis de proteinas. Pareceria injustificado concluir que mu
chos de los efectos del tetracloruro de carbono en el higa
do ruflejan una acción primaria del tóxico sobre el órgano.



Distribución centrolobulillar de la necrosis.
La localización central de la necrosis trataba de expli

carse comouna consecuencia del rápido desarrollo de una ano
xia central producida por isquemia (7). Sin embargo; a Pesar
de que esta atractiva hipótesis es probablemente de relevan
cia considerable en estadios posteriores del daño hepático,
mediciones directas del flujo sanguíneo hepático en las pri
meras horas después de la intoxicación no detectaron cambios
significativos en la concentración del tóxico. Másaún, en
un elegante eXperimento, Brauer y colaboradores (5) mostraron
que la reversión de la dirección del flujo sanguíneo a través
de un higado aislado de rata (en lugar de entrar la sangre
por 1a vena portal y salir del órgano por la vena central,
que es 1a dirección del flujo normal hepático, 1a circulación
se hizo tomando comositio aferente la vena central y como
sitio eferente la vena portal) no afectó la localización cen
trolobulillar de la necrosis. Este último hallazgo es de con
siderable importancia, y más aún, indica que la acción protec
tora de condiciones hiperóxicas (y el efecto agravante de la
hipoxia) sobre la necrosis producida por cloroformo y tetra
cloruro de carbono deben estar relacionadas más-con la estruc
tura electrónica del oxigeno (por ejemplo su estructura birra
dical) que con su porción parcial en la vena aferente. En una
discusión sobre el rol de los cambios vasculares en la primer
fase del daño hepático producido por el tetracloruro de car
bono, Brauer (5) escribió: "TomadosJuntos, los experimentos
sobre circulación, los datos bioquímicos y los experimentos
utilizando órganos aislados, indican claramente que la lesión
hepática primaria resultante de 1a exposición al cloroformo
o al tetracloruro de carbono es independiente de cualquier
cambio vascular y además, precede a los cambios vasculares
en varias horas".

Muchosotros factores pueden contribuir a la localización
centrolobulillar de la necrosis. Dosificando con 1 C-tetraclo
ruro de carbono y usando luego autorradiografia, Roqué y Fe
dorko (7) demostraron que ocurre acumulación preferencial del
tetracloruro de carbono en la zona central del lobulillo hepá



tico. Se habia sugerido ya que una parte importante de las
reacciones que producen necrosis seria una activación o trans
formación del tetracloruro de carbono. Si esta reacción es
tuviese concentrada también en 1a región centrolobulillar,
los efectos en términos de daño celular serian sinérgicos
con una localización central preferencial del tóxico. Hay
numerosos ejemplos en 1a literatura de la presencia de una
heterogeneidad lobulillar de la actividad enzimática obteni
da por técnicas histoquimicas y de microdisección. Comoun
ejemplo particular, las reacciones ligadas a flavinas pare
cen estar concentradas en la región central del lobulillo
hepático. Se sabe que durante la dehidrogenación catalizada
por enzimas, las coenzimas de las flavinas pasan por estadios
de radicales libres, y por lo tanto podrian actuar comopun
tos favorables para la ruptura homolitica de la unión Cdci.

Localización intracelular del daño inicial.
Los estudios realizados utilizando C-tetracloruro de

carbono mostraron que el 11+Cmarcado alcanza rápidamente una
concentración elevada en las mitocondrias y en el reticulo
endoplásmico (6, 7, 8, 9). Por lo tanto, hay evidencia de una
acumulación temprana del tóxico en los sistemas membranosos
celulares ricos en lipoproteínas.

El examen por microscOpia electrónica de secciones de
higado de ratas intoxicadas reveló una dilatación, desorga
nización y degranulación temprana del reticulo endoplásmico,
pero no se detectó daño equivalente en mitocondrias, particu
larmente en zona central (7). Estudios bioquímicos también
demostraron que en la fracción microsomal se producen alte
raciones tempranas. Durante este periodo, hay una gran dis
minución de la actividad de la glucosa ó-fosfatasa y de los
sistemas enzimáticos que metabolizan drogas (12). Se encon
traron también cambios tempranos en las actividades de las
reductasas NADPHdependientes y en la pirofosfatasa. No se
han encontrado cambios bioquímicos tempranos similares en
componentesmitocondriales (excepto una entrada de calcio
temporaria) a pesar de la presencia de concentraciones apre



ciables de tetracloruro de carbono en estas organelas. Apa
rentemente los cambios más tempranos producidos por el tetra
cloruro de carbono en células hepáticas ocurren en la frac
ción microsomal.

Si la activación del tetracloruro de carbono fuese con
dición necesaria para que produzca daño, entonces parecería
lógico suponer que este proceso ocurre en el reticulo endo
plásmico. Si el paso de activación fuese una ruptura homoli
tica de la unión C-Cl, entonces los sistemas enzimáticos pre
sentes en la membranaque involucran la producción y utili
zación controlada de los radicales libres podrían actuar co
moiniciadores de una cadena de radicales libres no contro
lable y potencialmente dañina.

Resistencia de las ratas recién nacidas.
El tetracloruro de carbono aparentemente no produce ne

crosis cuando se lo administra a ratas menores de seis dias
de vida (2). Esto sugiere que el higado de la rata recién
nacida es deficiente en alguna propiedad vital para la toxi
cidad del tetracloruro de carbono, y apunta a la conclusión
de que la mera presencia fisica del tóxico no es suficiente
para provocar necrosis. Sobre la base de las discusiones pre
vias, la falta de toxicidad podría ser debida a una falta de
enzima activante, resultando en la falta de formación del me
tabolito del tetracloruro de carbono que es la estructura ac
tiva responsable de la ausencia de necrosis. Hay anteceden
tes considerables para esta sugerencia, dado que muchas enzi
mas faltan o al menos están presentes en muy pequeña propor
ción durante los primeros dias de vida; en muchos casos la
actividad enzimática aumenta rápidamente entre los dos y los
diez dias de vida. Es probable que la aparición de las pro
piedades necrogénicas del tetracloruro de carbono esté conec
tada con la rápida aparición de una actividad enzimática que
produce su activación.

Existencia de un proceso de peroxidación de lípidos.
Hay varios procesos naturales que se cree que ocurren
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en los microsomas por intermedio de un radical libre y que
actuaría de esta manera (por ejemplo, el sistema NADascor
bato, reacciones de enzimas que involucran flavinas y la pe
roxidación de lípidos catalizada por NADPH-ADP-hierro,supues
tamente íntimamente relacionada con los sistemas de desinto
xicación enzimáticos del retículo endoplásmico (12)L La im
portancia de haber establecido la posibilidad de la existen
cia de una reacción por radicales libres resultó fundamental
para los hallazgos de Comporti y colaboradores (16, 17, 18,
19) y Recknagel y colaboradores (20, 21, 22) que descubrie
ron que el tetracloruro de carbono in vitro aumentaba la pe
roxidación de lípidos en homogenatos de hígado, fenómeno és
te que requiere una activación por radicales libres. Esta
peroxidación se supuso responsable del proceso que finalmen
te terminaba en necrosis (23). Ello parecería bastante pro
bable a la luz de hallazgos de otros autores, que encontra
ron que durante procesos de peroxidación de lípidos produci
dos por diferentes medios se verificaba daño en mitocondrias
(2h), en lisosomas (25) y en el retículo endoplásmico (26).

Es sugestivo el hallazgo de que varios inhibidores de
reacciones por radicales libres también reducen 1a extensión
de la necrosis central y/u otras manifestaciones tóxicas des
pués de 1a administración del tetracloruro de carbono, por
ejemplo, 1a difenil p-fenilene diamina, el SKF525A, la vi
tamina E. Más aún, el sistema de peroxidación de lípidos
NADPHdependiente es muy poco activo en el hígado de ratas
recién nacidas (2) que son marcadamenteresistentes al daño
hepático inducido por el tetracloruro de carbono. Estos he
chos y además la circunstancia de que se encontrara que el
contenido de ácido araquidónico disminuye en los lípidos mi
crosomales durante la intoxicación por tetracloruro de car
bono (27) y que el espectro ultravioleta de los lípidos mi
crosomnles mostrara una banda de absorción característica a
233 milimicrones que es típica de procesos de peroxidación,
llevaron a postular a Recknagel (8) que este proceso era de
cisivo para que seproduzca necrosis.
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Sintetizando lo analizado en los puntos precedentes,
en la Fig. l se describe el mecanismopostulado para 1a
acción del tetracloruro de carbono tal cual se lo conce
bía para el conocimiento disponible en 1967.

Se suponía que la peroxidación de lípidos era el a
gente de daño celular fundamental en los procesos de in
toxicación por tetracloruro de carbono, aunque no se des
cartaba la posibilidad teórica de que los radicales libres
’CCl3 pudieran también producir un daño directo no media
do por la peroxidación.

La secuencia de alteraciones que conducía a la necro
sis se concebía que era la siguiente:

1) El tetracloruro de carbono se activaría a ’CCl3 median
te la acción de las enzimas hidroxilantes de microsomas
de un modo no aclarado.

2) Estos radicales libres activarían a los ácidos poli-no
saturados comoel linolénico, linoleico y araquidónico,
desatando así un proceso de peroxidación del modoejem
plificado en la Fig. 2.
La peroxidación de los lípidos de las membranasdel retí
culo endoplasmico y de las mitocondrias, produciría por
un lado alteraciones bioquímicas importantes, comola
destrucción de la glucosa 6-fosfatasa (GóP-asa) y por
otro lado alteraría las prOpiedades de la membranainte
rrumpiendo su continuidad y/o cambiando su polaridad (28).
Ello haría que se viese afectada su permeabilidad ióni
ca, con lo cual las mitocondrias perderían K+y entra
ría Na+ y Ca++.
La acumulación de Ca++ se sabe que es muy dañiña para
las mitocondrias causando en ellas tumefacción, pérdida
de capacidad para oxidar sustratos del ciclo de Krebs y
desacople de la fosrorilación oxidativa con 1a consecuen
te disminución del contenido de ATP(29).
Esta falla energética surgida por una total disfunción
mitocondrial sería la causa fundamental que lleva a la
necrosis hepática (30), aunque el rol de otros procesos
laterales como1a liberación de enzimas lisosomales tam
bién podría cooperar (31).
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Sistema enzimático involucrado en la activación del tetra
clorgro de carbono.

El estudio de los componentesdel sistema enzimática
que hidroxila tóxicos y fármacos ha estado realizándose
con gran intensidad; se considera que es un sistema oxida
sa mixto, donde el NADPHreduce un componente de los micro
somas que reacciona con el oxigeno molecular para formar
un intermediario oxigeno activo. El oxigeno activo es luego
transferido a 1a droga. Los componentes claves en el proce
so son la NADPH-citocromo c-reductasa (NADPH-citocromo P-hSO
reductasa), la flavina involucrada en la oxidación del NADPH
y el citocromo P-hSO (Fig. 3a), que funciona reduciendo al
citocromo P-MSOoxidado (3?, 33).

También se descubrió que los fármacos comolos barbi
turatos y otros compuestos comola anilina y otras aminas
modificaban la velocidad de oxidación del NADPH,en tanto
que otros compuestos no la afectaban. El hecho de que una
droga actúe estimulando o deprimiendo la oxidación del NADPH
depende de que estimule o deprima la actividad de la cito
cromo P-kSO reductasa, y ésto a su vez parece que depende
de la interacción de la droga con el citocromo P-H5Odando
cambiosespectrales característicos de dos tipos generales:
tipo I y tipo II (34, 35). Los compuestos que dan cambios
espectrales tipo I ó II con los microsomashepáticas se los
conoce como compuestos o drogas tipo I ó tipo II. Los com
puestos tipo I dan un espectro diferencial con un máximoen
el rango de 385-390 milimicrones y un minimo en el rango de
hl8-h27 milimicrones; los máximos y minimos de los compues
tos tipo II son #25- M35milimicrones y 390-h05 milimicro
nes respectivamente. Por lo tanto, Oponiendolas longitudes
de onda máximay minima, los espectros tipo I y tipo II son
aproximadamente imágenes especulares uno de otro. Los cam
bios espectrales tipo I y tipo II producidos por un compues
to tipico tipo I (hexobarbital) y tipo II (anilina) se en
cuentran en la figura 3b. La razón de los espectros diferen
ciales caracteristicos obtenidos cuandose añaden drogas ti
po I ó tipo II a los microsomas puede observarse cuando se
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obtiene el espectro absoluto del citocromo P-hSO, el del ci
tocromo P-HSOmás hexobarbital y el del citocromo P-HSOmás
anilina. El hexobarbital causó una disminución del espectro
absoluto en la dirección de longitudes de onda menores con
el máximocorrido de #20 milimicrones a #15 milimicrones. La
adición de anilina produjo una caida del espectro absoluto
en la dirección de longitudes de onda mayores, con el máximo
corrido de #20 milimicrones a #25 milimicrones. Cuando las
diferencias entre los espectros absolutos con y sin drogas
fueron graficadas, se obtuvo una curva prácticamente idéntica
a1 espectro diferencial obtenido experimentalmente cuando se
utilizó hexobarbital o anilina.

En el año 1967, Mc Lean (36) y Castro, Sasame y Gillette
(37) encontraron que el tetracloruro de carbono daba cambios
espectrales tipo I por interacción con el citocromo P-HEOmi
crosomal, indicando asi que el tetracloruro de carbono era
capaz de interaccionar con un componentedel sistema enzimá
tico anteriormente postulado comoinvolucrado en su activa
ción. Posteriormente Castro, Sasame, Sussmany Gillette (38)
encontraron que la destrucción del citocromo P-HSOpor el
tetracloruro de carbono anteriormente descripta por otros
autores (39) no era causada por el proceso de peroxidación
de lípidos. Estudios posteriores de Sasame, Castro y Gillette
(40) permitieron postular que el citocromo P-h50 se destruía
por acción directa de los radicales libres ’CCl3. El mérito
de estos hallazgos reside en que por primera vez se postula
ba que una alteración funcional temprana causada por el te
tracloruro de carbono no era producida ni por una acción sol
vente del tetracloruro de carbono ni por la peroxidación de
lípidos que desencadena, sino directamente por los radicales
libres 'CC13.

Otros trabajos interesantes fueron los de Reynolds (41)
y Reynolds y Yee (#2) quienes si bien no encontraron altera
ciones funcionales atribuibles a los radicales libres 'CC13,
encontraron en cambio que el 1l+Cy el 36Cl de l C36Clu se
unian de un modoquímicamente irreversible a los componentes
subcelulares hepáticos, siendo particularmente interesante el
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hecho de que la unión a lípidos microsomales fuera mayor
que la de lípidos de las otras organelas.

Posteriormente Cignoli y Castro (k3) postularon que a
demás del citocromo P-hSO también la glucosa ó-fosfatasa
sería destruída in vivo por los radicales libres 'CCl . Una
evidencia más específica de que las enzimas hidroxilantes de
microsomas podrían estar involucradas en el proceso que con
duce a la necrosis fue provista por los experimentos reali
zados por Cignoli y Castro (H4), quienes demostraron que va
rios inhibidores de estas enzimas eran capaces de impedir la
necrosis inducida por el tetracloruro de carbono y en algunos
casos tambiénla infiltración grasa.

En 1969, Gordis (H5) realizó un interesante estudio so
bre las características de la unión irreversible del 1L+C36Cl¡+
a lípidos microsomales, estableciendo que por molécula de
lípido se incorporaban al mismo un átomo de 1hC y cuatro de
3601 y además que el ácido graso marcado tenía idénticas ca
racterísticas de distribución en un sistema de contracorrien
te que un ácido linoleico, sobre el cual se había adicionado
irreversiblemente 1 CCI“ in vitro utilizando peróxido de ben
zoílo comocatalizador. La importancia de este trabajo reside
en que surge de él que la unión irreversible del tetracloru
ro de carbono a lípidos parece responder a una reacción que
involucra radicales libres 'CCl .

Recientemente Villarruel y Castro (#6) profundizaron es
tos estudios de Gordis y utilizando cromatografía gaseosa y
en placa delgada lograron evidencia más precisa de que esta
reacción entre el CCI“ y los lípidos microsomales está me
diada por la formación de 'CCl3, demostrando además que los
ácidos linolénico y araquidónico de fosfolípidos microsomales
son el blanco preferido de la acción de los mismos. El valor
de este hallazgo es crítico, puesto que otras técnicas capaces
de evidenciar la presencia de radicales libres comola reso
nancia paramagnética electrónica no fueron capaces de detec
tarlo, aparentemente debido a la corta vida media de los ra
dicales 'CCl3 (M7).
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Protectores ggntra lgífefectos producidos por el tetracloru
ro de carbono.

Se conoce desde hace mucho tiempo que varias sustancias
que por si solas son relativamente inocuas, cuando se las ad
ministra Junto con el tetracloruro de carbono aumentan nota
blemente la severidad de la lesión o modifican el curso de
la intoxicación de manera tal que la necrosis hepática resul
ta notablemente disminuida (7, kh). Comoejemplo, podemos enu
merar una serie de anentes y condiciones que protejan contra
la necrosis hepática u otras manifestaciones tóxicas induci
das por la administración del tetracloruro de carbono:
a) cationes amfipáticos; fenotiazinas, cetiltrimetil amonio
bromuro, nupercaina.
b) anti inflamatorios no especificos: inyecciones subcutáneas
de carbón, xantina, etc.
c) procedimientos que disminuyen la temperatura: cordotomia,
adrenalectomia.
d) antioxidantes, atrapadores de terminales de cadena: vita
mina E, dimetil p-fenilene diamina, dióxido de selenio, oxi
geno.
e) inhibición del paso de activación microsomal: fenotiazinas,
SKF 525A.

Puede verse que las sustancias protectoras pueden clasi
ficarse en varios grupos, con distintas propiedades y carac
teristicas. La conclusión que claramente se obtiene es que si
todas estas sustancias con estructura y propiedades químicas
tan dispares realmente inhiben el desarrollo de la necrosis
por otros mecanismos distintos de una acción secundaria como
la disminución de la temperatura corporal (7), entonces ellos
no estarían actuando de una manera dada, sino que deberian
Operar por medio de distintos mecanismos de protección. Por
ejemplo, si la necrosis dependiese de la acción cooperativa
de una mayor captación del tetracloruro de carbono unida a
una activación central, la inhibición de cualquiera de los
dos procesos podria dar alguna medida de protección. Más aún,
dado que cada proceso es probablemente la suma de muchos acon
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tecimientos, sería posible interferir con cada uno de más
de una manera.

Basándose en la Figura l antes mencionada, la protección
contra el proceso necrótico total podria obtenerse bloquean
do el sistema de radicales libres endógeno; por remoción de
los radicales libres preferencialmente por combinación con
exceso de aceptor añadido (por ejemplo, la acción protecto
ra de los antioxidantes), proveyendoun competidor para la
reacción del tetracloruro de carbono con la cadena de radi
cales libres endógena dando un producto menos tóxico; promo
viendo la captura de radicales libres a través del aumento
en la velocidad de reacción endógena, o por una reacción no
específica comoen el caso de la cordotomia, donde una dis
minución general de la temperatura del cuerpo disminuye la
velocidad de todo el metabolismo.

Las propiedades requeridas por las sustancias en estos
cinco tipos distintos de interacción deben ser claramente
distintas.

Debe tenerse en cuenta que la aceptación de un estado
de activación comoun hecho necesario para el desarrollo de
la necrosis después de la administración del tetracloruro
de carbono establece un esquemaen el cual la pluralidad de
mecanismospuede ser evidenciada por agentes protectores.
Mientras se creyó que el tetracloruro de carbono ejercía sus
efectos por medio de una acción lipofilica no especifica,
fué dificil visualizar cómoun grupo de agentes protectores
tan amplio podia ser tan efectivo. La activación proveyó la
clave para entender una secuencia de acontecimientos tan com
pleja.

El hecho de que la toxicidad del tetracloruro de carbo
no estuviese mediada por su previa transformación a radica
les libres ‘CCl planteó de hecho una similitud con otro ca
so clásico de patología mediado por radicales libres, como
es el de las radiaciones ionizantes (8) y ello abrió la po
sibilidad de que antidotos eficaces contra la acción de las
mismas también lo fueran para el caso del tetracloruro de
carbono.



20

Por varias razones (importancia cuantitativa del efec
to; relación con constituyentes normales de las células vi
vas; gran reactividad química y Variedad de efectos farmaco
lógicos) los radioprotectores que contienen grupos sulfuro
en su molécula han sido los más extensamente estudiados en
todos los tipos de sistemas (#8). Gracias a la precisión y
versatilidad de los aparatos de resonancia paramagnética,
pudo comprobarse que la reacción por radicales libres trans
curre de la siguiente manera:

R' + -CH2-SH-—> RH + -CH2-S'
Se comprobóque las sustancias rwdioprotectoras con gru

pos -SH y -S-S- formrn rápidamente disulfuros mixtos con pro
teínas o péptidos de acnerdo con la siguiente ecuación, don
de P representa una proteína y R un radical protector:

R-SH + P-S-S-P-——> R-S-S-P + P-SH

R-S-S-R- + R-SH-—+R-S-S-P + R-SH
Esta reacción es no enzimática y se completa en un mi

nuto in vitro a temperatura ambiente (M9). Dado que esta re
acción no se produce con tioles y sulfuros no radioprotecto
res, se suponía que esta formación de disulfuros mixtos era
el mecanismomás importante de radioprotección.

Estudios posteriores más detallados demostraron que al
menos en el mamífero viviente, no ha sido posible hasta el
presente explicar totalmente sus efectos benéficos contra el
daño por radicales libres sólo en esos términos (50). Esta
conclusión está basada en el hecho de que los protectores con
grupos -SH ó -S-S- inducen en mamíferos cambios bioquímicos
y ultraestructurales profundos, observables por microscopía
electrónica; una característica peculiar de los efectos de
estos protectores es que estas lesiones ultraestructurales
no son específicas, apareciendo 5 6 10 minutos después de la
administración del compuesto, y con completa reversibilidad
en aproximadamente tres horas.

Entre los radioprotectores con grupo sulfuro más cono
cido y estudiado, se encuentra la cistamina (disulfuro de
la mercaptoetilamina) (49). En el organismo, la cistamina
Sufre una rápida reduCción a cizteamina (mercaptoetilamina)
una. rav:en nr'lnninzfl rnr-tnhnï'ltn- tnmh16n utilizar-¡n nnr en nf‘nn_



21

to protector contra radiaciones. La reacción de reducción
procede vía reacciones de intercambio espontáneo con el glu
tation reducido (GSH);el glutation oxidado resultante se
reduce por la glutation reductasa, en un esquema comoel si
guiente:

GSH + XSSX-——-> GSSX + SH

GSH + GSSX -—-> GSSG + XSH

GSSG + NADPH2-—>'QGSH + NADP
La efectividad de 1a via oral para los radioprotectores

más activos ha sido ensayada en ratas y ratones. El interés
por esta vía es muyimportante por varias razones: para dis
minuir la toxicidad, para prolongar la duración del efecto
radioprotector, para dar una mejor protección a la mucosa
intestinal y a1 higado.

La cistamina dada por sonda gástrica es muyactiva en
ratas y ratones, teniendo la precaución de que hay que espe
rar cerca de media hora para asegurarse que se ha producido
absorción y saturación del hígado; pero ya se obtiene un alto
grado de protección después de 15 minutos de la administra
ción. La cistamina dada oralmente es muybien tolerada; en
dosis de #50 a 600 mg/kg protege ya a los 15 minutos, siendo
1a protección algo mejor a la media hora; su efecto comoanti
doto es muy prolongado por esta via, dado que permanece varias
horas en el cuerpo (k8). Se elimina por orina comocistamina
ó como su metabolito cisteamina, y también en 1a forma de o
tros metabolitos secundarios comotaurina, hipotaurina, sul
fato y los disulfóxidos de cistamina y cisteamina.

Objetivos generales 17plan de traba] .
El objetivo general de este trabajo es verificar si la

cistamina, cuya actividad comoradioprotector es bien conoci
da, es capaz de prevenir los efectos tóxicos del tetracloru
ro de carbono tal cual seria de esperar si este tóxico actua
se comosustancia radiomimética tal comolas teorías en vigen
cia acerca de su mecanismode acción lo sugieren.

Tambiénse intentará establecer en el caso de que la cis
tamina protegiese, si efectivamente esa acción protectora se
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debe a una capacidad atrapadora de radicales libres comoalgu
gunos autores postulan que lo hace en el caso del daño por ra
diaciones. .

Se intentará tambiénverificar si otra sustancia radiopro
tectora de naturaleza poco tóxica comola cisteína, es capaz
también de actuar comoprotectora contra el daño por tetraclo
ruro de carbono y si lo hace valiéndose de un mecanismo simi
lar al de la cistamina.

El plan de trabajo propuesto abarcó dos etapas. En la pri
mera de ellas, se estudiaron los efectos que produce la cista
mina en la intoxicación por tetracloruro de carbono. Los expe
rimentos que se plantearon fueron los siguientes:
- Ver si la cistamina modifica la unión irreversible del 1kC
del 11+CClha lípidos microsomales y si afecta la peroxidación
de lípidos que produce el tetracloruro de carbono.
- Ver si la cistamina afecta a las enzimas que metabolizan sus
tancias extrañas al organismo, por medida del tiempo de sueño
producido por pentobarbital; si interacciona con componentes
de dicho sistema enzimático tal comoel citocromo P-hSO, y si
afecta la actividad de ci rtas enzimas hepáticas comola cito
cromo P-HSOreductasa, 1a etilmorfina N-demetilasa y la gluco
sa 6-fosfatasa.
- Ver si la cistamina protege contra 1a necrosis y el higado
graso producidos por el tetracloruro de carbono, y si produce
otros efectos tales comomodificación de la temperatura corpo
ral, alteración de la estabilidad lisosomal y modificación de
la absorción del tetracloruro de carbono.

En una etapa posterior, se estudiaron los efectos de la
cisteína en la intoxicación por el tetracloruro de carbono, y
para ello se propusieron los siguientes experimentos:
- Ver si 1a cisteína modifica la unión irreversible del ll"C
del ll‘CCIMa lípidos y proteinas microsomales y si afecta la
peroxidación de lípidos que produce el tetracloruro de carbo
no.
- Ver si la cisteina interacciona con el citocromo P-hSOy si
afecta 1a actividad de ciertas enzimas comola glucosa 6-fos
fatasa.
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- Ver si la cisteína protege contra le necrosis y el hígado
graso producidos por el tetracloruro de carbono.
- Verificar si 1a cistcína, dado su menor poder tóxico que la
cistamina, protege contra la necrosis producida por el tetra
cloruro de carbono cuando se la administra terapéuticamente.
- Correlacionar los datos obtenidos con estos posibles protec
tores de la acción tóxica producida por el tetracloruro de car
bono con el mecanismo de acción de este último.
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El tetracloruro de carbono radiactivo (lkCClk, actividad especifii
ca 6,05 dpm/mpM)fue adquirido a Radiochemical Centre, Amersham,
(Inglaterra). El dihidroclorhidrato de cistamina (cistamina) y el
clorhidrato de l-cisteina (cisteina) fueron adquiridos a T. Schu
chardt (Alemania)y el dihidroclorhidrato de cisteamina (cisteam;
na) a Sigma Chemical Co. (USA). El pentobarbital sódico rue de
grado farmacéutico.
Todos los demás compuestos empleados fueron de grado reactivo.

AEl!&122_1_2!hilñiñfllflflig
En todos los experimentos se usaron ratas albinas nacho cepa Sprg
gue-Davley (170-260 g). El alimento se les retiró entre 12 y 1k
horas antes de la administración del CCluo del compuestoutiliza
do en el experimento correspondiente, pero se les proveyó agua a
voluntad.

El CClk se administró intraperitonealmente en solución al 20%
(v/v) en aceite de oliva en una dosis de 5 m1 de solución por kg
de peso de rata (l/ml de CCI“puro/kg). Las ratas control recibi;
ron cantidades equ1Va1entesde aceite de oliva intraperitonealmeg
te.

El 1 0013 fue disuelto en aceite de oliva en una concentración de
l,h x lO dpm/ml (23 mpmoles/ml) y fue administrado por via intra
peritoneal en una dosis de 5 ml de solución por kg de peso (5¡nng
les l CClh/kg). En un experimento se usaron soluciones de CClk
más concentradas, de 5,6 x 10 dpm/ml (3,6 x dosis standard). Los
animales control recibieron aceite de oliva.
La cistamina fue dada por via oral en solución en agua destilada
(2h0 mg/ml) en una dosis de 600 mg/kg, y la cisteina por via oral
en solución acuosa (380 mg/ml) en una dosis de 1,9 g/kg 30 minu
tos antes del CClu, excepto en los experimentos de tratamiento tg
rapéutico con cisteina en donde ésta se administró 1 hora des
pués del CClh. Los animales control recibieron cantidades equiva
lentes de agua destilada. Todas las administraciones se efectua

1..



ron a las 8 horas.
Los animales fueron sacrificados por decapitación a distintos tieg
pos después de la administración del CCln o del compuesto corres
pondiente. Se los dejó desangrar y posteriormente se extrajo con
rapidez el higado, el cual fue pesado y procesado. En los casos
en que se tomaron muestras de sangre, los animales fueron someti
dos a anestesia superficial con éter y la sangre fue extraída de
la vena cava inferior con una Jeringa heparinizada.
Para determinar el tiempo de sueño producido por pentobarbital en
animales tratados previamente con cistamina, el pentobarbital só
dico disuelto en ClNa al 0,9% fue administrado en una dosis de ho
mg/kg a ratas que habian sido tratadas con cistamina hasta 2k ho
ras antes y se midió su tiempo de sueno. Los controles recibieron
cantidades equivalentes de agua destilada por via oral en lugar
de la solución de cistamina.

o ó o

Todas las manipulaciones del higado y las Operaciones subsiguien
tes se llevaron a cabo a O-kQC.En todos los casos, la expresión
de los resultados está dada empleandolas unidades prOpuestas por
los autores de los reSpectivos métodos.
ggpggggién_gg_gigzgggggg¿la aislación de las fracciones microso
males para la determinación de la actividad de la glucosa 6-fostg
tasa (GóP-asa), peroxidación de lípidos y unión irreversible de
1 CCI“a lípidos y proteinas microsomales fue realizada por el e;
guiente procedimiento (52): el higado una vez extraido del animal
fue homogeneizado en un volumen igual a dos veces su peso de una
solución de sacarosa 0,3 M/EDTA3 ¡H con un homogeneizador de Te
flon-vidrio Potter-Elvehjem. El homOgenatose centrifugó a 9.000
x g durante 20 minutos. La fracción sobrenadante fue luego centri
fugada durante l hora a 105.000 x g en una ultracentrifuga prepa
rativa Spinco ModeloL. El pellet microsomal se suspendió en 2 nl
de la misma solución de sacarosa/EDTA usada para la homogeneiza
ción. En esta suspensión se determinaron la GóP-asa, peroxidación
de lipidos y unión irreversible de 1 CCI“, según se describe lue
go.
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La fracción microsomal para la determinación del metabolismo de
la etilmorfina N-demetilasa (EM-asa), citocromo P-kSO (P-hSO), c1
tocromo P-kSOreductasa (P-kSOreductasa) y cambios espectrales
producidos por interacción de compuestos con el P-hSO de suspen
siones microsomales (cambios eSpectrales) fue separada por la mig
ma técnica ya descripta excepto que el higado se homogeneizó con
un volumen igual a h veces su peso de una solución de ClK 1,15%.
El homOgenatose centrífugó a 9.000 I g durante 20 minutos y la
fracción sobrenadante a 105.000 x g durante una hora. Los microsg
mas asi separados se resuspendieron en 13 ml de solución de ClK
1,15% - Tris-ClH 0,02 M (pH 7,h). En esta suspensión se determina
ron la EM-asa, P-hSO, p-nso reductasa y cambios espectrales según
se describe luego.
Sgpazggióg gg la (¡acción giga en lisosomgs: la fracción enrique
cida en lisosomas fue aislada según el método indicado por Appel
mans y colaboradores (53) Y consiste esencialmente en lo siguien
te: los higados fueron homogeneizados en sacarosa 0,25 M (l g de
hígado por 6 ml) usando un homogeneizador de Teflon-vidrio Potte;
Elvehjem. Los núcleos y desechos celulares fueron separados por
centrirugación a 600 x g durante lO minutos. El sobrenadante fue
luego centrífugado a 3.300 x g durante 10 minutos para separarlo
de la fracción mitocondrial pesada. El sobrenadante de 3.300 x g
fue centrifugado finalmente a 12.500 x g durante 20 minutos. El
sedimento que correSponde a la fracción rica en lisosomas fue sus
pendido en sacarosa 0,25 Mhasta una concentración de aproximada
mente 2,5 mgde proteina/ml para los estudios de fosfatasa ácida
y de aproximadamente 25 mg de proteína/ml para los ensayos de ri
bonucleasa.

Determinagioges eggimátiggs z gnsgxos
Eosggtgsa ácida: fue determinada a 379Gusando como sustrato p
nitrofenilfosfato, según la técnica descripta por Linhardt y Wal
ter (5k). La actividad está expresada en micromoles de p-nitrofe
nol liberados por minuto a 379Gpor mg de proteina de un sobrena
dante Obtenido centrifugando 20 minutos a 20.000 x g la suSpen
sión lisosomal.
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glhgngglgggg: er determinada a 3790 usando comomedio de incuba
ción buffer acetato 0,1 M, pH 5,0, conteniendo 1,6 mg de RNAde
levadura/ml, según la técnica de Kalnitsky y colaboradores (55).
La reacción enzimática fue detenida con acetato de uranilo 0.75%
en ácido perclórico al 25%y la mezcla centrifugada a 3.000 x g
durante 10 minutos en frio. El sobrenadante se diluyó cinco veces
y las lecturas se efectuaron a 260 milimicrones. La actividad está
expresada en unidades por minuto a 3790 por mg de proteina de un
sobrenadante obtenido centrifugando 20 minutos a 20.000 g la sus
pensión lisosomal. Unaunidad es equivalente a la cantidad de oli
gonucleótido ácido-soluble que causa un aumento de absorbancia a
260 milimicrones de 1,0.

- o s - s : Inc determinada en suSpensiones mi
crosomales de acuerdo al procedimiento descripto por Harper (56).
La actividad está expresada en micromoles de fósforo inorgánico
producido por minuto por miligramo de proteina a 3790.
Para estudiar el efecto de la dilución en la inhibición de la act;
vidad de la GóP-asa por cistamina, alicuotas de las suSpensiones
microsomales en sacarOSa 0,3 M/EDTA3 mM(#0 mg de proteina micro
somal/ml) se diluyeron a la mitad con sacarosa 0,3 M/EDTA3 mmo
con una solución de cistamina en sacarOSa 0,3 M/EDTA3 mmy se a
Justó el pH al de la suSpensión microsomal (pH 7,h; concentración
final de cistamina 5mm). Ambasmezclas se incuoaron a 3790 duran
te 15 minutos; se tomaron alicuotas de cada mezcla y se determinó
la actividad de la GóP-asa. El resto de ambasmezclas se enfrió y
centrífugó 1 hora a 105.000 x g. Los pellets microsomales resultan
tes se llevaron a su volumeninicial por resuspensión con sacarosa
0,3 M/EDTA3 mmy se midió la actividad de la GóP-asa. El grado de
dilución final deepués de todos estos pasos fue de 60 veces.
Etil mogfilgg h-dgmgtilg5g SEM-asa): fue medida en suSpensiones mi
crosomales de acuerdo con el procedimiento descripto por Castro y
Gillette (52), excepto que la concentración de la etilmorfina en
la mezcla de incubación fue lO mm, que es 20-h0 veces el Kmde la
etil morfina N-demetilasa en microsomas de hígado de ratas macho
cepa Sprague-Dawley. La composición final de la mezcla de incuba
ción es la siguiente: buffer Tris 50 mn pH 7,h; 012Mg5 mm;isoci
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trato de sodio 8 mM;NADP0,33 mm; isocitrico dehidrOgenasa 0,36
unidades/ml; etilmorfina lO mMy alrededor de 2 mg/ml de protei
na microsomal. La actividad está expresada en milimicromoles de
formaldehido producido en l minuto a 3790 por Miligramo de Pro
teina.
De e m ó o o o P-h - : el contenido de P-kío
se determinó en un espectrorotómetro Aminco-Chance, según el mótg
do descripto por Schenkmany colaboradores (3k), que se basa en
la absorción a #50 milimicrones del complejo formado por el cito
cromo P-kSO reducido con el monóxido de carbono. Se midió la dit;
rencia de absorbancia entre #50 y #90 muantes y después de la a
dición del reductor (ditionito de sodio). El resultado se expresó
en milimicromoles de P-kSO por mg de proteina.

_ _ . a. 5.. -14. : ;_-; - _ ;_-_

veloci ad de reducción del citocromo P-k50 por el NADPHfue date;
minada en un espectrofotómetro Aminco-Cbancesegún el método des
cripto por Gigony colaboradores (57). Se utilizó una celda anas
róbica Aminco (Al-65085) para trabajar en atmósfera de 0C. La sus
pensión de microsomas hepáticos de rata se obtuvo comose detalla
en Procesamiento de los órganos. Tres ml de dicha suspensión mi
crosomal saturada con OCfueron reducidos con un sistema genera
dor de NADPHcompuesto por: 0,2 ml de buffer Tris 0,3 M pH 7,k;

0,2 ml de Claus l M; 12h mg de isocitrato de sodio; 20 mg de TPN
y 0,6 ml de ICDhen glicerol. La velocidad de reducción del cito
cromo P-hSOpor el uADPHse calculó a partir de la velocidad ini
cial de incremento en absorbancia a #50 milimicrones y se expresó
en milimicrones de P-MEOreducido a 2596 por mg de proteina por
minuto.

g; 2-359 gg giggogoggs ge gigggo: fueron determinados según el má
todo descripto por Schenkmany colaboradores (3h). Los microsomas
hepáticos obtenidos según lo descripto en la Parte Experimental
se suspendieron en buffer Tris 0,025 M/HCl/ClK0,15 M (pH 7,5) en
concentración de 2 mgde proteina/m1 y se añadió cistamina o cis
teamina 1,6 mMó CCI“ 16 mMa una cuveta, añadiendo a la cuveta
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de referencia buffer en volúmenesequivalentes, y se determinó el
cambio espectral. Para determinar el efecto de la cistamina 1,6 mM
en la constante espectral del CClg, el compuesto se agregó a la
suspensión microsomalantes de dividirla entre las dos cuvetas. Pa
ra obtener las constantes espectrales, se registraron los espec
tros después de cada adición y su ¿raficaron las inversas de las
diferencias en absorbancia a #30 milimicrones menos la absorbancia
a M90milimicrones en función de la inversa de la concentración y
se calcularon las constantes espectrales (3h) de acuerdo con el
método de Lineweaver y Burk (58).
Isocitrico dehidrogenasa gICDh): Su actividad en plasma fue medida
según la técnica de Sterkel y colaboradores (59). La actividad es
tá expresada en unidades; cada unidad representa la cantidad de
enzima que produce 1 milimicromol de NADPHpor ml de plasma por
hora a 25°C.

Determinaciónde la unión irreversiblegggl,1hc de thClh a lípidos
microsomales: Para medir la incorporación del CCI“a los lípidos
microsomales, se obtuvieron las suspensiones microsomales según
se describe en Separación de microsomas a partir de animales tra
tados con 1 CCI“ como se detalla en Animales y su tratamiento. A
l ml de las suspensiones microsomales asi obtenidas se le agrega
ron 19 ml de una solución de cloroformo-metanol (2:1). La mezcla
se agitó y luego de 2 ó 3 minutos se centrifugó a 3.000 x g du
rante 10 minutos. El sobrenadante se transfirió a un tubo de cen
trífuga graduado y se llevó a un volumen de 20 ml con la solución
de cloroformo-metanol (2:1). Se agregaron h ml de agua destilada,
se mezclaron las dos fases por agitación y luego se centrifugó a
3.000 x g durante 5 minutos. La fase superior acuosa fue aspirada
y desechada; 1a fase clorofórmica inferior remanente fue lavada 2
veces con 1 ml de una solución lavadora. (Para efectuar los lava
dos, se utilizó comosolución lavadora la fase superior de una meg
cla obtenida agitando 25 m1 de agua destilada con 95 ml de la solu
ción de cloroformo-metanol (2:1) y dejándola reposar). La fase clg
rofórmica lavada fue evaporada en un frasco de centelleo previamen
te tarado, en atmósfera de nitrógeno a MOQC.Después de agregar al
residuo algunas gotas de CClh no marcado para favorecer la elimina
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ción del 14001“ remanente no irreversiblemente unido a los lipidos,
la muestra fue sacada nuevamente a #090 y pesada. Luego el residuo
se disolvió en lO ml de una solución al 0,5%de 2,5-difeniloxazol
(PPO) en tolueno y se midió su radioactividad en un contador de
centelleo líquido BeckmanLS-l33. Los resultados obtenidos fueron
corregidos por la atenuación (quenching) mediante el método que u
sa el cociente de canales, y se les descontó el valor del blanco
(solución de PPOsolo). Los resultados se empresaron en desintegrg
ciones por minuto (dpm) por g de lipidos microsomales.MMM fm.“o
nas microsomales: Para medir la incorporación del 1 C de l CClk a
las proteinas microsomales se obtuvieron las suspensiones microso
males según se describe en Separación de microsomas, a partir de a
nimales tratados con 1 CClh comose detalla en Animales y su trate
miento. A l ml de las suSpensiones microsomales asi obtenidas se
le agregaron 6 ml de ácido tricloroacético (TCA)al 10%y se cen
trirugó a 9.000 x g durante 10 minutos a OQC.Se lavó luego 3 ve
ces por resuSpensión y posterior centrifugación con 5 ml de TCAal
5%. Posteriormente se lavó de la mismaforma con etanol-éter-clorg
formo (2:2:1), con acetona y finalmente con éter. Luego de secado
en estufa a MOQC,se tomaron 10 mg de proteína y se le agregaron l
ml de ácido fórmico, 5 ml de butilcelosolve h8%en tolueno y 15 m1
de 2,5-difeniloxazol (PPO)8 g por litro en tolueno/butilcelosolve
(3:1) y se midió la radioactividad según el procedimiento descrip
to anteriormente para lípidos. Los resultados se expresaron en de
sintegraciones por minuto (dpm) por g de proteínas microsomales.

on entr ones e CC gghhiggggz Para medir
las concentraciones de CCluen higado, se utilizaron animales tra
tados con CCI“ comose detalla en Animales y su tratamiento; las
determinaciones fueron realizadas de acuerdo con el procedimiento
descripto por Recknagely Litteria (60) y consiste esencialmente
en lo siguiente: 3 g de hígado fueron homogeneizados en 15 ml de g
gua destilada a 0-29C con un homogeneizador de Teflon-vidrio Potter
Elvehjem. Se utilizó una celda de microdifusión de 12 cm de diáme
tro externo y 2 cm de diámetro interno; en el compartimento central
se colocó l ml de tolueno y en el exterior 5 ml del homogenato de
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higado y se dejó difundir durante 2h horas a temperatura ambiente.
El CCI“ recogido en el tolueno del compartimento central de la ce;
da de microdifusión se determinó por calentamiento con piridina en
medio alcalino y lectura a 530 milimicrones con un sepectrofotóme
tro Gilford 2h0. Los resultados se expresan en microgramos de CClu
por g de higado.
Determinación del contenido de 11+9011+gg_g¿gggg: Para medir el con
tenido de l CCI“ en higado se utilizaron animales tratados con
l CClk comose detalla en Animales y su tratamiento. Las determina
ciones fueron realizadas siguiendo el procedimiento anterior des
cripto por Reclmagely Litteria (60) sólo hasta la etapa de micro
difusión; luego el 1 CClh recOgido en el tolueno del compartimento
central de la celda de microdirusión fue transferido a un frasco
de centelleo conteniendo lO ml de una solución al 0.5% de PPOen
tolueno y medida su radiactividad en un contador de centelleo li
quido BeckmanLS-l33. Los resultados obtenidos fueron corregidos
por la atenuación (quenching) mediante el método que usa el cocien
te de canales, descontándosele también el valor del blanco solo
(solución de PPOsolo). Los resultados se expresaron en desintegra
ciones por minuto (dpm) por g de higado.
Pezogigagión ge lápido : La estimación cuantitativa de la peroxidg
ción de lípidos fue determinada por el método basado en la absor
ción ultravioleta de los dienos conjugados provenientes de extrac
tos lipidicos de las fracciones microsomales, según la técnica deg
cripta por Klaassen y Plaa (61). Se utilizaron ratas tratadas como
se detalla en Animalesy su tratamiento; los extractos lipidicos
de las fracciones microsomales se obtuvieron siguiendo el mismo
procedimiento empleadopara la determinación de la unión irreversi
ble a lípidos microsomales. Los resultados están expresados como
el cambio de absorbancia a 2h3 milimicrones x 1.000 para una solu
ción que contiene l mg de lípidos microsomales por ml.

Www Losdiversosefes:
tos sobre la permeabilidad de los lisosomas hepáticos in vitro fue
ron estudiados por un procedimiento parcialmente similar al des

'_ 75-.
0
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cripto por Baccino y col. (62). Alícuotas de 2,7 ml de suSpensio
nes lisosomales de hígado (2,5 mgde proteina/ml) fueron agrega
das a1 compartimiento principal de frascos de Jarburg; estos fras
cos tomaron temperatura durante 5 minutos a 3790 en un aparato Na;
burg. Luego se agregaron 0,3 m1de la solución de cistamina o cis
teamina en sacarosa 0,25 M (previamente llevada al valor de pH de
la suSpensión lisosomal que fue 7,2). En los casos en que se midig
ron los efectos de la cistamina o cisteamina sobre el daño lisoso

mal inducido por el CClu, se agregaron h-yl de CClg puro al brazo
lateral; los frascos fueron incubados con agitación a 3790 durante
30 minutos para los estudios sobre fosfatasa ácida y durante 3 ho
ras para los estudios sobre ribonucleasa. Se incluyeron los corres
pendientes controles sin cistamina, cisteamina o CClk, y teniendo
solamente CClk. El contenido de cada frasco fue sacado a distintos
tiempos y centringado a 20.000 1 g durante 15 minutos. El sobreng
dante a 20.000 x g fue separado y usado para las determinaciones
de actividad enzimática de fosfatasa ácida y ribonucleasa.
Determinación ge proteinas: Las concentraciones proteicas en las
distintas fracciones subcelulares fueron estimadas par el método
descripto por Lowryy col. (63) o por el método del Biuret (6h).
Medición ge la temperatura gogpgzgl: La temperatura rectal de las
ratas fue registrada con un pequeño sensor a termistores para ani—
males (Tele-Thermometers, Nikon-Kóhden).

Técnicas histológiggg: Se utilizaron animales tratados con CClko
con el compuesto correSpondiente comose detalla en Animales y su
tratamiento (en todos los casos se utilizaron 5 ratas por grupo).
Deepués de extraer el higado, se tomaron pequeñas porciones de
los lóbulos izquierdo y central y se fijaron inmediatamente en so
lución de Bouin (70 ml de solución acuosa saturada de ácido picri
co, 25 ml de formaldehido h0%y S ml de ácido acético glacial) du
rante 2h hs; se recortaron y luego se sometieron a un proceso de
deshidratación utilizando alcoholes de graduación creciente: 759,
969 y 1009, efectuando 3 lavados de 30 minutos con cada uno de e
llos. Se los sometió a 3 lavados de 30 minutos cada uno con bence
no, se embebieron en parafina a 609G durante 2k hs y por último se
incluyeron en parafina. Se obtuvieron cortes de 20-30 micrones ut;
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lizando un micrótomopara cortes en parafina Reichert y se tiñeron
con hematoxilina-eosina.
Para las coloraciones eSpecificas de grasa, los trozos de higado
fueron fijados y conservados con formalina-calcio (100 ml de for
mol h0%, 100 ml de C120a 10%y 800 m1 de agua destilada). Se obtu
vieron cortes por congelación utilizando un MicrótomoCriostato In
ternacional modelo CTI y fueron coloreados con Sudán Negro B.
Análigig_ggtggigtigg¿ La significación de la diferencia entre dos
valores promedio se determinó por el Test de t (65); en tratamien
tos que comprendenla comparación entre cuatro valores medios, la
significación fue determinada por análisis de variancia bimodal de
acuerdo con el método de Brownlee (66). En los casos en que el co
ciente F entre dos variancias indicó que las variancias eran sign;
ficativamente diferentes, la significación entre dos valores me
dios se estableció mediante el Test de U de Mann-Whitneysegún el
método descripto por Rümkey De Jonge (67).
Para calcular los valores de las constantes de Michaelis o las
constantes espectrales se usó el método de los cuadrados minimos
con el objeto de determinar la linea recta correspondiente a los
datos obtenidos y el valor del error standard de la estimación fue
usado para obtener la desviación de la constante (68).
Las diferencias se consideraron significativas cuando p1< 0,05.
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RESULTAQOS

U ó e e 1k lu ‘l, a lípidos microsogglgs en ratas
n¿sizsiadss_22n_sisismins (Tablas 1 y 2).

La administración previa de cistamina disminuyó la intensidad
de la unión irreversible del 1 C del 1 CCI“a lípidos microsomales
a las 3, 6, lO y 2k horas deSpués de inyectado; el efecto es particg
larmente intenso deepués de las 3 horas. Este efecto protector de la
cistamina no se vió disminuido en su intensidad a pesar de que la
dosis de l cul“ se aumentó 3,6 veces y de que los niveles de CClh
libre hepáticos que produjo la cistamina son mayores en los anima
les tratados con la dosis 3,6 veces la dosis standard.

¿Lacta_de_la_cigtaniaa_2n_ia_duLaaián_d2l_ii2222.ds.sssfi2.nradsgid2
222.223122a22iisl (Tabla 3).

La cistamina prolonga el tiempo de sueño producido por pento
barbital cuando se la administra en forma simultánea con éste últi
mo (tiempo cero) y su efecto aumenta muchomás al incrementar el lap
so transcurrido entre la administración de cistamina y la de pento
barbital (3, 6, 10 y 2h horas). Su efecto es particularmente nota
ble cuando se inyecta el pentobarbital 6 horas después de la cista
mina, dado que de los cinco animales utilizados, dos de ellos des
pertaron a las 17 horas aproximadamente, en tanto que los tres res
tantes murieron deSpués de un periodo de sueño aún mayor.

C mn os s 1 s o r ió on s o e oso es

gálgglo gg sus constantes (fig. h y Tabla k)
El CClu interacciona con el P-MSOpara dar cambios espectrales

tipo I que se caracterizan por presentar un minimoalrededor de
nao-#30 mn y un máximoalrededor de 390 mp. La cistamina y la cis
teamina, que es su metabolito, por el contrario producen cambios eg
pectrales tipo II que tienen un máximoalrededor de #30 mny un mi
nimo a 390 mp.

El cálculo de las constantes espectrales y los cambios máximos
espectrales de los tres compuestos y los del UClhen presencia de
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1k1h

UniónirreversibledelCdeC61“aloslípidosmicrosomalesadiferentestiemposdespuésdesuadministraciónenrataspreviamentetratadasconcista mina.

lh\

tde1k

CClkirreversiblementeunidoalípidosmicrosoma.lesb'c

Valormedio1D.S.

Tratamientoa

3hrfldel6hr%dellOhr%del2khrSdel

_controlcontrolcontrolcontrol

l“cc1u38.8u01u096k.20018.290u9.9hoi9.hso6h.160120.350

66365535

colLF+25.5ooi37223.23013.5oo27.320i8.78022.63016.u50

cist.'1k
a Ratasmachoayunadas,duranig12-lhhorasfugroninyectadasintraperitoneal

menteconunasolucion'deCCl(6,05xlOdpm/an)en'aceitedeoliva(l,hx10dpn/nldesolucion)enunÏdosisdeSnldesolucion/kg.Lacistaminafuedadaoralmenigdisueltaenaguadestiladaenunadosisde600mg/kg30n; nutosantesdelCCl.Lóscontrolesrecibieronaguadestiladaencantidadesequivalentes.seutilzaron5ratasporgrupo;losanimaleslfiesacrificaronalas3,6,10o2khorasdeSpuesdelaadministracióndelUCI“.
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Continuación leyenda de la Tabla l.

° La aeterminación ue la unión'irreversible de 11+Cdel thC a li
pidos microsomales se erectuo comose describe en Parte Ex erimeg
tal; los resultados se expresan comoapmpor g de 1 picos microsg
males.

C El valor de p por el test de t es p<:0,01 para todos los tiemposanalizados.



TABLA2 1k

Uniónirreversibledel1k

lesde1h

Cde

CCI“alípidosmicrosomalesdehigadoynive

CClhlibreenhígadoenratastratadaspreviamenteconcistamina.

IMCdell‘CClhirreversiblementeunidoa11

pidosmicrosomales.

(dpm/glípidos)

Valormediot D.S.

Tratamientoa

1|+CCI“libre (dpm/ghígado)Hb

ValormedioÏ D.S.

Dosisstandardde1hcc1hh8.000i 11.200 Dosisstandardde 11+c011,+cistamina27.700i5.900c 3,6xdosisstandardde1”c01k266.k00t h6.000 3,6xdosisstandardde1k+

cc11++cistamina138.200-18.ooo°

usat16198t32 663t5u°u2t22
1.917-359132i 35 3.108tnoocust2k

37



Continuación leyenda de la Tabla 2.

a Ratas machoayunadas durante l2-lh horas fïfiron inyectadas intra
períüonealmente parasla dosis standard de cul con una so ucion
de CCl (6,05 x lO dpm/mpM)'en aceite de oli3a {1,k x 10 dpm/
/ml de s lución) en una solucion de 5 ml de'lolucionákg; pera ladosis 3,6 x standard, se utilizó una solucion de 5,0 x l dpm/
/ml en una dosis de 5 ml/kg. La cistamina fue dada oralmente di
suelta eïuagua destilada en una dosis de 600 mg/kg 30 minutos antes del CCl . Los controles recibieron agua destilada en canti
dades equival ntes, Los í imales se sacrificaron 3 horas deSpués
de la administracion de Cul , selgislaron las fracciones microsg
males de higado y se determin el U unido irreVersiDlemente a
los lípidos comose describe en la Parte Experimental. Se utiliza
ron en cada experimento 5 ratas por grUpo.

b R es el cociente entre los valores de IMCde 1L‘CCl irreversible
Tgnte unido a lípidos microsomales y sus reSpectiv s niveles de

celu libre en higado.

C El valor de p por el test de t es p<:0,0l.
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2A2l¿_3

Efecto de la administración de cistamina en 1a duración del tiempo
de sueño producido en ratas por pentobarbital.

Adminis- Tiempo de sueño % con Valor
tracion producido por pen respecto de p

a de cistg tobarbital + al control
Tratamiento mina an_ Valor medio - D.S.

tes del (minutos)
pentoba;bital
(horas)

Control o 91 i 12 196 0,05
Cistamina 178 t 55

Control 3 105 1 3o 239 0,05
Cistamina 251 1 13o

Control 6 99 i 16 1120 0,001
Cistamina 1020

Control 10 89 t 18 620 0,001
Cistamina 552 I 13o

Control 2h 12k i 27 319 0,001
Cistamina 395 1 36

a La cistamina se administró oralmente disuelta en agua destilada en
una dosis de 600 mg/kg a ratas macho ayunadas durante l2-1h horas.
Los controles recibieron agua destilada en cantidades equivalen
tes. El pentobarbital sódico disuelto en ClNaal 0,9% fue adminis
trado intraperitonealmente en gna dosis de k0 mg/kg a ratas trata
das con cistamina 0, 3, 6, lo o 2h horas antes y a sus controles
reapectivos, y se midio su tiempo de sueño. Se utilizaron en cada
experimento 5 ratas por grupo.

El tiempo de sueño de los controles se tomó como 100%.
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Fig. k - Cambiosespectrales producidos por interacción de compqu
tos con el P-MSOde suSpensiones microsomales. Cambio es
pectral producido por adición de celu 16 mM(o—__o), cis
tamina o cisteamina 1,6 mm (o———o)a suSpensiones de m1
crosomas hepáticos (2 mg de proteina/m1). Saturación de
microsomas con cistamina o cisteamina no previene el cam

bio eSpectral producido por C01” 16 mM(X—-—x).



TABLA k

Constantes espectrales de la cistamina, cisteamina y el CCluy erec

to de la saturación con cistamina o cisteamina en las constantes sapo;

trales del CC1,+.a

Constantes esïectrales CambioespectralCompuesto de union K * maximo (¿Sibs./ngValor media - D.S. proteina.

Cistamina 1,6 mM 0,l+3 i 0,01; 0,0063

Cisteamina 1,6 mM 0,30 i 0,03 0,0021

001,, lómM 0,17 i 0,01 0,0037

001,+ 16 nm (cistg 0,15 i 0,0% 0,001+6
mina 1,6 mM)

001,, 16 mM(cifltg 0,16 1 0,06 0,0036
mina 1,6 mH)

a Los microsomas de higado obtenidos según lo descripto en la Parte Ex
perimental se suSpendieron en buffer Tris 0,025 M/HCl/ClK0,15 H (pH
7,5) en concentracion de 2 mgde proteina/ml se añadió cistamina, c1;
teamina o CCl (solucion saturada en Tris/Clfiï a una cuveta, añadiendo
a la cuveta d referencia bufferlen vollumenes equivalentes. El volú
men total añadido para la solucion de CCl fue de 100 nl. Para deter
minar el efecto de la cistamina 1,6 9Mo de la cistgamina 1,6 IM en la
constante espectral del CCl , el compuesto se agrego a la suSpensión
microsomalantes de dividirÏa entre las dos cuvetas. Para obtener las
constantes eSpectrales, se registraron los espectros después de cada
adicion y se graficaron las inversas de las diferencias en absorbancia
a M30nn menos la absorbancia a N90 qu en funcion de la inversa de laconcentracion y se calcularon las constantes espectrales.
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cualquiera de los otros dos muestran que la cistamina y la cisteami
na se unen al P-hSOen un sitio distinto del CCI“, y que la previa
saturación del P-hSOcon cualquiera de los dos compuestos no altera
significatiVamente el valor de la constante eSpectral del CClh, lo
cual evidencia que sus acciones no son competitivas con la del CClk.

o s 'm s P

la P-ESO¡egugtgsg (Tabla 5).
In vitro, tanto la cistamina comola cisteamina producen una

pequeña disminución en el contenido de P-h50 por transformación de
parte del mismoen su forma inactiva P-k20. Ese efecto es sólo ob
servable a concentraciones relativamente elevadas. En concentracio
nes más pequeñas que las anteriores, tanto la cistamina comola ci;
teamina, inhiben la reducción del P-hSOpor la P-kSOreductasa.

grggto gg la administración de cistamina sobre e; contenido gg P
ESO1 P-kfio redugtgsa (Tabla 6).

El tratamiento con cistamina no alteró significativamente el
contenido de P-kSO durante las primeras 6 horas deSpués de su inyeg
ción, pero lo disminuyó significativamente a las 2h horas. La acti
vidad de la P-hío reductasa en cambio ya estaba disminuida 6 horas
deSpués de administrada la cistamina y continuó disminuida a las 2k
horas. Esos cambios parecerian deberse a una disminución irreversi
ble del contenido de su sustrato endógeno P-kSO, dado que la rela
ción P-HSOreductasa/P-hSO no diferia en controles y en tratados
Con cistamina. Aparentemente la inhibición que la cistamina es ca
paz de producir (ver Tabla 5) es reversible y desaparece totalmente
debido a la dilución lue ocurre durante el proceso de homogeneiza
ción y resuSpensión del pellet microsomal.

Efecto ge; CClh a gigegentes tiempos después gg su administggggóg
gn g; gogngnqu gg P-ïfio en ratas “retrataggs gon cistamina (Tabla
7).

Ia cistamina previene parcialmente la destrucción del P-kSOcag
Sada por el CClu durante el CUPSUde la intoxicación por CClu hasta
las 2L4-horas.
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TAnLA 5

Efectos in vitro de la cistamina y la cisteamina sobre el P-H5O
y 1a P-hSO rcductasa

Compuesto (mm) % de destrucción a % de inhibición de b
de P-MSO la P-hSO reductasa

Cistamina 0,3 ---- 19
0,6 ---- 22
196 3,9 l+7
3,2 5,8 6k
ó,h 9,6 ____

12,8 18,0 ---

Cisteamina 0,3 0,9 18
0,6 --—- 28
1,6 2,2 M3
3,2 6,2 67
6,h 8,6 --__

12,8 17,3 -_-

a La obtención de microsomas de ratas ayunadas lZ-lh hr. se realizó
de acuerdo a lo descripto en Parte Experimental. Se obtuvo el es
pectro diferencial entre dos suSpensiones microsomales; una reduci
da con ditionito y DurbuJeada con COy otra reducida con ditionito
solamente. Se observaron los efectos de concentraciones diferentes
de cistamina o cisteamina. Reducciones en la diferencia en absor
bancia entre uso-#90 mp acompañada'por la aparicion de un pico en
M20mp se considero comodestruccion. Los resultados se expresan en
milimicromoles de P-HSOpor mg de proteína.

Tres ml de una suspensión microsomal saturada con Ou fueron reduc;
dos con un sistema generador de NADPHcompuesto por: 0,2 ml buffer
Tris 0,3 M pH 7 h; 0,2 ml de Ul Mg 1 M: 12k mg de isocitrato de sg
dio; 20 mg de TÉNy 0,6 m1 de IÉDh en glicerol. Los resultados se

exÏzesaron en milimicromol.de P-HSOreducido a 2590 por mg de p‘ote a por minuto.



TABLA6

EfectodelaadministracióndecistaminasobreelcontenidodecitocromoP-MSO (P-hSO)yactividaddelacitocromoP-HSOreductasa(P-MSOreductasa)enhigado

derata.

Trata-TiempodespuésP-H50bíDis.P-hSObflDis.P-HSOred. mientoadelaadminist.

decistamina

(hr)

P-uso

Control0,60 Cistamina0,5%

+1

0,0610,00,7h 0,070,79

0,19 0,11

h
r-‘O

Bo
\O

l

0,29 0,21

+l +l

H

th

+l +|
N ln
Cd .j'

Q
r4

+l

+|

Control0,H2

0,k1

+|

0,030,66

0,111,5u

0,022’“0,69

0,23

0,08'h'51,65

0,21

+l

+|

Cistamina

+|

+I

Control0,56 Cistamina0,50

+I

0,030,77

0,091,38

0,0710,70,69

0,0810'“1,h0

0,17

+l

+I+l

+l +I

Control0,“? Cistamina0,H0

0,101,06

09232,35

0,051“!90,80

0,98

0,15d2“'62,01

0,32

+l+l

+|+n

+0 +l

Control0,51 Cistamina2” 0,32

+l

0,070,82

0,211,60

0,10c

0,35

0,15e59'81,20

0,39

+I

+I+I

+|
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Continuación leyenda de 1a Tabla 6

a La cistamina se administró oralmente disuelta en agua destilada
en una dosis de 600 mg/kg a ratas macho ayunadas durante 12-1% hs.
Los controles recibieron agua destilada en cantidades equivalen
tes. Los animales se sacrificaron a la á l, 2, 6, y 2h hs. des
pues de la administracion de cistamina. ¿e utilizaron en cada ex
perimento 6 animales por grupo.

° La determinación del contenido de P-hSOy actividad de la P-hSO
reductasa se efectuó comose describe en la Parte Experimental.
mi contenido de P-ubo está expresado en milimicromoies por mg de
proteina y ia actividad de ia P-4bo reductasa esta expresada en
miÏimicrOmoleS de P-ubo reducido a 2599 por minuto por mg ue prote. na.

p< 0,0.L.

p<0,0‘).

e ¡340,0001.
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EfectodelCClkadiferentestiemposdespuésdesuadministraciónsobreel contenidodelcitocromoP-k50(P-kSO)enratastratadaspreviamenteconci; tamina.

p-ksob’°+

aValormedio-D.S.

Tratamiento

3hrzdel6hrxdel10hrzdel2khrsdel

controlcontrolcontrolcontrol

Control0,5210,o7100o,u7to,1o1000,5610,111000,6h10,11100 celu0,3010,02580,2310,08#90,1510,07270,0810,0813 Cistamina0,3910,o775o,h110,oh87o,k3io,01770,38io,1ud59 Cistamina+0,3oio,ou580,2910,03620,3010,09su0,1730,0327 cc1

l...

a RatasmachoayunagasdurantelZ-lhhsfueroninyectadasintraperitonealmeg

teconunasoluciondeCClal20%(v/v)enaceitedeolivaenunadosisde5nldesolucion/kg.Logcontrolesrecibieronaceitedeolivaencanti dadesequivalentes.Lacistaminafueadministradaoralmentedisueltaena guadestiladaenunadosisde600ng/kg30minutosantesdelCCl.Loscon trolesrecibieronaguadestiladaencantidadesequivalentes.Setilizaron5ratasporgrupo;losanimalessesacrificaronalas3,6,10ó2khsdespuesdelaadministraciondelCCI“.



Continuación leyenda de la Tabla 7

b La determinación del P-hSO se efectuó comose describe en Parte E;
perimental; los resultados se expresan en milimicromoles de P-hío
por mg de proteina microsomal.

c El vglor de p para el efecto global de la cistamina sobre la dism¿
nucion del contenido de P-hSOproducido por el CCl obtenida por
análisis de variancia bimodal fue p<:0,005 para toüos los tiempos
analizados.

d p<:0,0l comparaducon su control respectivo.
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Efiggtg_ggl_gglu g diferentes tiempos ggsnués gg gg administración
WWW
WWW (Tabla8)

El tratamiento previo con cistamina previno parcialmente la de;
trucción de la actividad de la EM-asapor el CClu. Ese efecto se ig
sinúa a las 3 horas pero se volvió significativo desde las 6 horas
inclusive y en adelante y es particularmente notable a las 2h horas.

E l ‘01 s m os es u's su t ó
o ivid e 6P- s n t s re s s

(Tabla 9 y Fig. 5).
El tratamiento previo con cistamina impidió significativamente

la destrucción de la G6P-asa causada por el CClh. Este efecto pro
tector es evidente durante el periodo que abarca hasta 2h horas deg
pués de administrado el CClh.

In vitro, la cistamina pero no la cisteamina inhibe a la GóP
asa microsomal. El efecto de la glucosa 6-fosfato a concentraciones
entre 1 mMy 5 mMy a una concentración fija de cistamina (SmM)dio
inhibiciones tales que cuando se la representa según Lineveaver y
uurk (58) se puede concluir que la inhibición es no competitiva,
siendo el Ki=5,9 mM.En condiciones eXperimentales similares, la cia
teamina no inhibe a la GóP-asa en concentraciones hasta 3,5 mMy
deepués de periodos de incubación de hasta l hora. Los estudios so
bre el efecto de la dilución en la inhibición de la GóP-asapor ci;
tamina dieron los siguientes porcentajes de inhibición de la activi
dad: 31,8% antes de la dilución y 28,5% deSpués de la dilución. Cog
secuentemente, la inhibición de la actividad de la GóP-asa por cis
tamina no es reversible por dilución.

Eflggto del col“ e es t o s u's e su n s a ó sg
hgg 1g pezozigagjón gg lípidos gigzosogglgs ig vivo en gatas prepag
¡agas gon gistgming (Tabla 10).

La cistamina no previene la peroxidación de lípidos inducida
por el CClha las 3 horas, pero si lo hace significativamente desae
las 6 horas inclusive en adelante.



TABLA

EfectodelCCluadiferentestiemposdeSpuésdesuadministraciónsobrelaacti vidadde-laetilmorfinan-demetilasa(EM-asa)enratastratadaspreviamentecon cistamina.

EM-asab’c

Valormedioi D.S.

Tratamientoa

3hs%delóhs%de110hs%del2khs%del

controlcontrolcontrolcontrol

+l

Controlh,l CCI“197 Cistaminah,5 Cistamina.4'2,5 CClh

0,71003,5 0,3M61,2 0,1;863,0 0,67o1,9

31001,L+ 131+0,1 ,1861,0 2su0,9

0,3100 0,17 0,271 0,66h

+¡ +|

+l +I

+l +| +l

+|

+l +l +l +l

+l

+I

1+3 2O

no3,7
6130

+l

a Ratasmachoayunadasdurantel2-lkhorasfueroninyectadasintraperitonealmen

teconunasoluciondeCClal20%(v/v)enaceitedeolivaenunadosisde5mldesolucion/kg.Losconïrolesrecibieronaceitedeolivaencantidadesequ; valentes.Lacistaminafueadministradaoralmentedisueltaenaguadestiladaenunadosisde600mg/kg30minutosantesdelCCl.Loscontrolesrecibieronaguadestiladaencantidadesequivalentes.SeutilÏzaron5ratasporgrupo; losanimalessesacrificaronalas3,6,1062hhorasdespuesdelaadministraciondelCClk.
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Continuación leyenda de la Tabla 8

b La determinación de la EM-asa se efectuó comose describe en la
Parte Experimental; los resultados se expresan en mpmolesde fe;
maldehído producidos por minuto a 3790 por mg de proteina microsg
mal.

El valor de p para el efecto global de la cistamina sobre la pér
dida de la actividad de la EM-asa producida por el CCl obtenido
por analisis de variancia bimodal fue p> 0,1 a las 3 hÉ.; p«=0,61
a las ó hs. y 2h hs. y p<:0,025 a las lO hs.



111011.12

EfectodelCClhadiferentestiemposdespuésdesuadministraciónsoorelaact; vidaddelaglucosaó-fosfatasa(GóP-asa)enratastratadaspreviamenteconeii tamina.

GóP-asaD’c

ValormedioÏ D.S.

x10"2

Tratamientoa

3hr%delóhr%delthrídel2hhr%del

controlcontrolcontrolcontrol

+'

Control13,9t1,210012,h 001,6,3i1,7456,6 Cistamina1%,?11,510612,3

0,31009,510,710015,2i0,8100 0,5532,7i0,u28u,0i0,626 o,k999,h-0,79913,0i1,185

CiÏtamina+11,6i0,9839,0i0,9726,2i0,h656,5i0,7#3 cc

1+

+l +l

a RatasmachoayunadasdurantelZ-lkhoras,fueroninyectadasintraperitonealmen

teconunasoluciondeculal20%(v/v)enaceitedeolivaenunadosisde5mldesolucion/kg.LosconÏrolesrecibieronaceitedeolivaintraperitonealmegteencantidadesequivalentes.Lacistaminafueadministradaoralmentedisuel taenaguadestiladaenunadosisde600mg/kg30minutosantesdelCCl.Los controlesrecibieronaguadestiladaencantidadesequivalentes.Seutiizaron5ratasporgrupo;losaniqalesfueronsacrificadosalas3,6,10y2hhorasdespuesdelaadministraciondel001%.
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Continuación leyenda de la Tabla 9

b La determinación de la GóP-asa se efectuó comose describe en la
Parte Experimental; los resultados se expresan en micromoles de
fosforo inorganico producidos por minuto por mgde proteína micng
somal a 3790.

El valor de p para el efecto global de la cistamina sobre la pér
dida de la actividad de la G6P-asa producida por el CCl obtenido
por analisis de variancia bimodal fue p4(0,00l para tod s los
tiempos.
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Fig. 5 - Variación de la inhibición de la GóP-asa por la cistamina

a diferentes concentraciones de sustrato. Gráfico de 1n
versas de velocidades versus inversas de concentraciones
de sustrato. La determinación de la actividad de la GóP
asa se realizó comose describe en 1a Parte Experimental.
Se utilizó la glucosa 6-fosfato en concentraciones entre
l mMy 5 mMy una concentración fija de cistamina (5mM).



TABLA10

EfectodelCClkadiferentestiemposdespuésdesuadministraciónsobrelape roxidacióndelipidosmicrosomalesenratastratadaspreviamenteconcistamina.

Peroxidacióndelípidosmicrosomalesb’c

ValormedioÏ D.S.

Tratamientoa

3hrídel6hr%dellOhrídel2hhr%del

controlcontrolcontrolcontrol

Control353 CCL+Cistamina377 CistaminaM62 +CCI“

23100252 2k131#01 3510729k 33131328

21100348 #8159S93 36117376 3513o#68

5710012h 8917o225 23108140 k813517k

25100 58181 13113 19IHO

+l+l-+l+|

+I+I-+I+I

+l+l-+I+I

+|<+l+l +|

a Ratasmachoayunadasdurante12-1khsfueroninyectadasintraperitonealmente

conunasolucióndeC014al20%(v/v)enaceitedeolivaenunadosisde5ml desolución/kg.Loscontrolesrecibieronaceitedeolivaencantidadesequiïa lentes.Lacistaminafueadministradaoralmentedisueltaenaguadestiladaen unadosisde600mg/kg30minutosantesdelCCl.Loscontrolesrecibieronaguadestiladaencantidadesequivalentes.SeutÏlizaron5ratasporgrupo; losanimalessesacrificaronalas3,6,1062khsdespuésde1aadministracióndelCClu.
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Continuación leyenda de la Tabla lO.

b La degerminación de la peroxidación de lípidos microscmales se e
fectuo comose describe en 1a Parte Experimental; los resultados
se expresan como absorbancia a 2h3 qu x lOOOpara una solución
que tiene l mg de lípidos micrOSomales por ml.

c El valor de p para el efecto global de la cistamina sobre la peng
xidación de lípidos microsomales producida por el CCl obtenida
por análisis de variancia bimodal fue p> 0,1 a las 3 han; p<0,025
a las 6 hs. y p<:0,05 a las lO y 2h hs.
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' e
E e o e st m o e o t o o e CCl gegnggs
gg su administración (Tabla ll).

La administración previa ae cistamina no produjo alteraciones
en el contenido hepático del UClupuesto que la diferencia entre las
cantidades de uclh en los higados de ratas pretratadas y no tratadas
con cistamina es no significativa.

I
Egggto de lg administragion de CQ1¡ o so 

I
t i o deh o n s ICDh sob o e h a o n
¡agas prgtggtgggs gon gistgging (Tabla 12).

El pretratamiento con cistamina produjo una notable disminución
en la elevación de los niveles de ICDhplasmática inducida por el
CCln en 2k horas.

Este tratamiento previno significativamente los aumentosen el
peso de higado que causa el celu 2h, #8 ó 72 horas deSpués de inyeg
tado.

E o s m b o he ' i o us do o l C a
_ _:s #8 go as o ho a- >=: -s 2- :u 10,,e - ¿

El tratamiento de ratas utilizando solamente cistamina no nod;
ficó la estructura normal del higado a las 2h horas, #8 horas o a
las 72 horas deSpués de administrada (Fig. 6). La administración de
001g a ratas pretratadas con agua destilada produjo a las 2h horas
una necrosis centrolobulillar intensa, asociada con hemorragiay e
dema. Las células hepáticas en las zonas periportales estaban agrag
dadas y en esa área la arquitectura normal hepática no existia (fig.
7). La cistamina disminuyó notablemente la intensidad de la necrosis
producida por el cul“ a las 2h horas después de su administración
(Fig. 8). Existen ahora sólo pequeñas áreas focalizadas de necrosis
centrolobulillar; las áreas que presentan arquitectura normal son
más extensas que las existentes en los animales no protegidos con
cistamina aunque aún presentan congestión y edema. La administra
ción de UCI“a ratas tratadas previamente con agua destilada produjo
a las 72 horas necrosis centrolobulillar muyavanzada, que abarcaba
la mayorparte del lobulillo hepático; en la zona periportal no se
ooservaban células con estructura aparentemente normal (Fig. 9). La



TABLA ll
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Concentraciones de CClh en higado a distintos tiempos después de su
administración a ratas previamente tratadas con cistamina.

Tratamientoa Tiempo Concentraciones de % con
(hs) CCI“ en higadob respecto al

Valor medio Ï D.S. controlc

+
CClk 920 - 90
Cistamina + cc1h 1 ano t 80 91

CCI“ 77o t 180
Cistamina + cal“ 3 810 i 120 105

4.

celu #10 - 70
Cistamina + cc1h 6 ugo i 7o 110

CClh 9o i So
Cistamina + C01“ 12 80 Ï 30 89

CCI” o 5 i 10
Cistamina + CCI” 5 t 15 100

a Ratas machoayunadas durante 12-1H hs fueron inyectadas intraperi
tonealmente con una solución de CCl al 20%(v/v) en aceite de o
liva en una dosis de 5 m1 de solucion/kg. La cistamina fue dada
oralmente disuelta en agua destilada en una dosis de 600 mg/kg 30
minutos antes del CCl . Los controles recibieron agua destilada
en cantidades equivalentes. Se utilizaron 5 ratas por grupo; los
animales fueron sacrificados a los tiempos indicados después de la
administración del CCI“.

La concentración de CCl se determinó según se describe en la Par
te Experimental. Los regultados se expresan en microgramos de CCl
por gr de higado; el valor de p por el test de t es p 0,05 para
todos los tiempos.



Continuación leyenda de la Tabla 1].

c El valor de los respectivos controles se tomó como 100%.
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TABLA12

EfectodelCClh2hhorasdespuésdesuadministraciónsobrelaactividadde laisocitricodehidrogenasaplasmática(ICDh)yadiferentestiempossobreel

pesodehigadoenratastratadaspreviamenteconcistamina.

¡plJi
de

Ku- J. ¿ji.asmat

a las 2k h

is
hi

XpeIJJHental
n cantidad d

On de la 1C1)h n

a POT hora a

o

7

)si)

efecto

b’°Pesodehígado(g/lOOgdepesocorporal)C

Valormedio1 D.s.

la
e enzima

.?C

ICDh

TratamientoaValormedio

lJSfllátlcaacti

:5

i D.S.

yenda de la Tabla l

Sido oroducid
S- Y p<0,0c)1

2

lob

2khs2hhs48hs72hs

+|
0,209,k7i 0,172,37i 0,193,89i 0,174,07Í o,i

+

0,

vidad est

al de la Ci

Control187963,10 col“111.600Í34.880h,56 Cistamina168i 723,39 Cistamina+7.200t 6.550“,22 CCI“

Ia

+l

que prpduce 1

Se reali
d

253,0uto,ho2,74 183,32Í0,383,03

+1 +l

adn e

stamin

<ï0,00l
a las 2h hs

, el val,

ZO COMO

mpmol de NAD

a sobre

n unidadp
se de

a Ratasmachoayunadasdurantel2-lhhs.fueroninyectadasintraperitoneal

hal20%(v/v)enaceitedeolivaenunado
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Fig. 6 - Hígado proveniente de rate ayunada durante lZ-lh horas y
tratada con cistamina (600ng/kg) durante 2h horas. La ap;
riencia es semejante a la de los controles. Hematoxilina
eosina z 120.

‘Fig. 7 - Hígado proveniente de reta ayunada durante 12-1h horas y
tratada con C01“ 20%(5nl de solución/kg) durante 2h ho
ras. Se observa necrosis centrolobulillar avanzada. Hemg
toxilina-eosina x 120. Y



Fig. 8 —Hígado proveniente de rata ayunada durante 12-1h horas,
tratada con cistamina (600 mg/kg) 30 minutos antes del
C01“, e intoxicada con C014 20% (Sml de solución/kg) du
rante 2h horas. Las zonas necróticas son pequeñas. Hema
toxilina-eosina x 120.

Fig. 9 n Hígado proveniente de rata ayunada durante 12-1H horas y
tratada con C01“ 20% (Sml de solución/kg) durante 72 ho
ras. Se observa necrosis centrolobulillar intensa. Hematg
xilinaueosina x 120.
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cistamina disminuyó marcadamentela necrosis producida por el cul“
a las 72 horas, circunscribiendo dicha alteración celular a la zona
central del 1001111110hepático (Fig. 10). La cistamina también dis
minuyó marcadamente la necrosis producida por el CCln a las k8 ho
ras deepués de su administración.

La cistamina no produjo por si mismaningún efecto en el contg
nido graso hepático a las 2h horas, #8 horas o 72 horas después de
administrada (Fig. 11). La administración de cc1,+produjo a las 21+
horas una infiltración grasa intensa que se extendió a las zonas
central y periportal (Fig. 12). El pretratamiento con cistamina dig
minuyóparcialmente la infiltración grasa producida por el CCI“a
las 2h horas; éste efecto fue particularmente observable en las zo
nas periportales (Fig. 13). La administración de CClu produjo tam
bién intensa infiltración grasa a las 72 horas de intoxicación (Fig.
14), siendo su efecto disminuido por la administración previa de
cistamina (Fig. 15). La cistamina también disminuyó marcadamente la

infiltración grasa producida por el CCI“ a las MBhoras deSpués de
su administración.

.'_-_°,'_'1_!-1 '_WWA (Fig.16y17).
Tal comoes conocido, la administración de CClh o de cistamina

baja significativamente la temperatura corporal de las ratas. Este
efecto de ambos compuestos se prolonga por lo menos durante 2h ho
ras. Las ratas pretratadas con cistamina tuvieron una disminución
de la temperatura corporal adicional a1 serle administrado el 061%,
dado que a la 1, 2, y 3 horas deSpués del col“, las temperaturas
de los grupos cistamina y cistamina + 001“ fueron significativamen
te diferentes. Este efecto fue de corta duración,dado que dejó de
observarse a las ó, lO y 2h horas.

Efecto de la cistamina x la cisteaging in vitro sobgg la permegbil 
o u ido n los l osomas or 1 CClh (Ta

bla 13).
La cistamina a altas concentraciones disminuye la liberación

de fosfatasa ácida y rioonucleasa de lisosomas, o sea produce un e
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Lóh

Hígado proveniente de rata ayunada durante 12-1h horas,
tratada con cistamina (600 mg/kg) 30 minutos antes del
CClk, e intoxicada con 001“ 20% (Sml de solución/kg) qQ
rante 72 horas. Las zonas necróticas abarcan solamente
la región centrolobulillar. Hematoxilina-eosinax 120.

i
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v .h..‘ht._ \_ 4 .’. ¿tk-Em

Hígado proveniente de rata ayunada durante lZ-lk horas y
tratada con cistamina (600 mg/kg) durante 2h horas. La g
pariencia es normal. Sudán Negro B. x 190.
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Fig. 12 - Hígado proveniente de rata ayunada durante lZ-lh horas y
tratada con CClh 20% (Sml de solución/kg) durante 2k ho
ras. Se observa infiltración grasa en las zonas centrolg
bulillar y periportal. Sudán Negro B. x 190.

Fig. 13 - Hígado proveniente de rata ayunada durante 12-14 horas,
tratada con cistamina (600 mg/kg) 30 minutos antes del
CCI“, e intoxicada con CClk 20% (5ml de solución/kg) da
rante 2h horas. Se observa disminución de la infiltra
ción grasa producida por el celu. Sudán Negro b. x 190.
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F13. 1h - Hígado proveniente de rata ayunada durante 12-1h horas y
tratada con CClk 20% (5m1 de solución/kg) durante 72 ho
ras. Se observa infiltración grasa en todo el lobullllo
hepático. Sudán Negro b. x 190.

Fig. 15 - Hígado proveniente de rata ayunada durante 12-lh horas,
tratada con cistamina (600 mg/kg) 30 minutos antes del

‘CClh, e intoxicada con CClh 20% (5m de solución/kg) dg
rante 72 horas. Se observa disminución de la infiltra

I ‘ ‘ I
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Fig. 16 - Efecto de la cistamina en la temperatura corporal de las
' ratas. La cistamina se administró oralmente disuelta en

agua destilada en una dosis de 600 mg/kg a ratas ayuna
das durante 12-1# horas. Los controles recibieron agua
destilada en cantidades equivalentes. La temperatura se
midió a la 1, 2, 3, 6, 10 y 2k horas. Se utilizaron 5 a
nimales por grupo. o Control; o Cistamina. Las barras
verticales representan la D.S.; p<:0,01 para cistamina
con reapecto al control para todos los tiempos analiza
dos.
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Fig. 17 - Efecto de la cistamina sobre la disminución de la ternpe
ratura carporal producida por el CClu. Ratas machoayung
das durante 12-1k horas fueron inyectadas intraperito
nealmente con una solución de C01“ al 20% (v/v) en acei
te de oliva en una dosis de 5 nl de solución/kg. Los cog
troles recibieron aceite de oliva en cantidades equiva
lentes. La cisteina se administró por via oral disuelta
en agua destilada (380 ng/kg) en una dosis de 1,9 g/kg
30 minutos antes del 601“. Los controles recibieron agua
destilada. La temperatura se midió a la 1, 2, 3, 6, 10
y 2h horas. Se utilizaron 5 animales por grupo. o 601%;
o Cistamina + 001“. Las barras verticales representan la
D.S. p<:0,01 para CCI“con respecto a1 control y cistaqi
na + celu con respecto a1 control. Para cistamina + CCI“
con respecto a cistamina: p<:0,02 a la 1, 2 y 3 hs y
p>0,05 a las 6, 10 y 21+horas. *
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Efectodelacistaminaylacisteaminainvitrosobrelapermeabilidaddelos lisosomasyeldañoproducidoenloslisosomasporelCCI“invitro. CompuestoConcen-Actividaddea’b%delActividaddea’cídel

traciónlafosfatasacontrollaribonucleasacontrol

pMácidaUnidadesx10'3

Control22,3100 Cistamina10018,381
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122,7101
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1M5,o201
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Control26,01005,8100 Cisteamina10036,31k06,k109

1028,31096,0102
126,31015,8100

CCluM5,?1757,3126 CClh+cis-10052,32027,7131teamina10M7,31827,4127

1k6,31787,3126
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Continuación leyenda de 1:1Tabla 13.

a Alicuotas de la suSpensión lisosomal de hígado de ratas machoayg
nadas durante l2-lh hs. (2,5 mgde proteina/m1) obtenidas de acne;
do a 19 descripto en la Parte Experimental fueron incubadas con a
gitacion durante 30 minutos a 3790 en frascos de Harourg con o sin
cistamina o cisteamina en las concentraciones finales descriptas
en la Tabla, en presencia o ausencia de h microlitros de CCl puro
en el orazo lateral. El contenido de los frascos fue'luego c ntr1
fugado 20 minutos a 20.000 g y el sobrenadante se uso para medir
actividad enzimática.

La actividad de la fosfatasa ácida está expresada en pmoles de p
nitrofenol liberados por minuto a 3790 por mg de proteina de un 32
brenadante obtenido centrifugando 20 minutos a 20.000 g la suspension lisosomal.

La actividad de la rioonucleasa está expresada en unidades por m1
nuto a 3790 por mg de proteina de un sobrenadante obtenido centri
fugando 20 minutos a 20.000 g la suSpensión lisogomal. Una unidad
es equivalente a la cantidad de oliáonucleotido acido-soluble quecausa un aumento de aosoroancia a 2 O milimicrones de 1,0.



71

recto estaoilizante; tambiénestabiliza los lisosomas contra la ac
ción del 9514 in vitro. En contraste, la cisteamina produce un efe;
to labilizante con aumentode la actividad no-sedimentable a 20.000
x g dc ambas enzimas tant) actuando sola sobre los lisosomas como

cuando el (2.11Hestá presente.

¿{pn;»_gg_¿¿uggministración de cistggigg sobgg_;a_;igggggión de 1 g
ïgïggg.á¿ggg*gg lisosomas progucigg por g;_gglh in vitro (Tabla 1%).

La administración previa de cistamina a ratas produce efectos
variables sobre la estabilidad de los lisosomas provenientes de esos
animales frente a la acción del col“ in vitro. En efecto, a pesar
de que se produce un notable efecto labilizante a la primer hora,
probablemente mediado por su metabolito, la cisteamina, a las 2k ng
ras se Observa un pequeño efecto estabilizante.

Efe o d l tra iento previg_con gisteigg sobre la unión_igreversi
gig de; 14g de l Culu a lipidos 1 proteinas microsomglgs (Tablas 15
y 16).

La magnitud de la unión irreversible del C de 1)"'C(Jl,+a los
lípidos microsomales fue aumentada por el tratamiento previo con
cisteina a las 3 horas pero no a las 6 horas. Las concentraciones
de l CClu libre en los higados de animales tratados previamente con
cisteína son mayores que en los controles. Sabemosque existe pro
porcionalidad entre concentración de l UClulibre en el higado y la
magnitud del 146 irreversiblemente unido a los lípidos microsomales
(69). Los valores del cociente (R) entre la unión irreversible a li i
pidos y la reSpectiva concentración de l CClk en higados de ratas
control no difieren de los valores provenientes de ratas tratadas

lb

con cisteína.
In unión irreversible del Inc de luuClu a las proteinas hepáti

cas microsomalesde ratas tratadas con cisteina es significativameg
te mayor que lo ooservado en ratas control a las 3 horas pero no a

las 6 horas. Sin embargo, dado que las concentraciones de CClu li
bre en los higados de ratas tnitadas con cisteína a las 3 6 6 horas
Son mayores que las encontradas en los controles, el cociente entre
la magnitud de la unión irreversible del 140 a proteinas microsoma



TABLAl“

Efectodelaadministracióndecistaminaaratassobrelaliberacióndefosfa

tasaácidadelisosomasdehígadoproducidainvitroporelCCI“.

Tratamientoa

Tiempodespués delaadminist.decistamina

(hr)

Actividaddela fosfatasaácida

Valormedio

tD.S.

%conrespecto alcontrol

Valordep

Control Cistamina Control Cistamina Control Cistamina Control Cistamina

10 2h

31,7 56,3 3377 35,7

+l+l +l+t +l+| +|+|
2,7 k,7

178 106 116
83

40,001 >‘Oa1+ >0905 ¿0,01
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Continuación leyenda de la Tabla 1h.

a La cistamina fue dada oralmente a ratas macho ayunadas durante
12-14 hs. disuelta en agua destilada en una dosis de 600 mg/kg.
Los controles recibieron agua destilada en cantidades equivalen
tes. Se utilizaron'S ratas por grupo, Losanimales se'sacrifica
ron a la l, 6, lO o 2k hs. desgues de la administracion de cistg
mina. Alicuotas de la suSpension lisosomal de higado (2,5 mg de
proteina/ml) obtenidas de acuerdo a lo descripto en la Parte Ex
perimental fueron incubadas con agitacion durante 30 minutos a
379Gen frascos de Narburg en presencia de h microlitros de CCl
puro en el brazo lateral. El contenido de los frascos fue luego
centrifugado 20 minutos a 20.000 g y el sobrenadante se usó paramedir actividad enzimatica.

La actividad de la fosfatasa ácida está expresada en pmoles de p
nitrofenol liberados en l minuto a 3790 por mgde proteina de un
sobrenadante obtenido centrifugando 20 minutos a 20.000 g la sus
pensión lisosomal.



TABLA

1h1h

UniónirreversibledelCdeCCI“alípidosmicrosomaleshepáticasynivelesdell‘CClhlibreenhigadoadistintostiemposdespuésdesuadministraciónaratastratadaspreviamenteconcisteina.

ll‘cde11+cc1¡+irre-11+cc1klibre

Tratamientoaversiblementeunido(dpm/ghigado)Rb

alípidosmicrosomalesValormedioÏ 3.8. (dpm/glípido) ValormedioÏ D.S.

3horas

llmol“k6.200t7.uoo#60i114100 1k

+l
18 38

+I

cc1+cisteina89.600t37.6oo°796i21k°112

u
6horas

l“56110Í28 lk
CClh+cisteína5k.800t 22.500562i82°9938

+l

CClkk2.700t 6.600386

+n

7k
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Continuación leyenda de la Tabla 15.

a Ratas ayunadas durante 12:1h hs1 fueron inyectadgs por vía intra
peritoneal con una so¿ucion de CCl, (9,05 x 10 dpm/mmM)en ace;
te de oliva (1,4 x 10 d m/ml de SOIJCIOQ) en una dosis de 5 ml
de solución/kg. La cisteïna se administro por vía oral disuelta
en agua deïüilada (380 mg/ml) en una dosis de 1,9 g/kg 30 minutos
antes del CCl . Los controies recibieron agua destilada. Los’ani
maleïuse sacrifÏcaron 3 hs. o 6 hs. despues de la administracion
del CClh. Se utilizaron 8 ratas por grupo.

b H es el cociente entre los valores de l“
nante unido a lípidos microsomales y sus reSpectiv

CClh libre en higado.

c de 11+cc1 irreversible
35 niveles de

c El valor de p por el test de t es p<:0,01.



TABLA16

Uniónirreversibledel1h 11h

CdeCCI“aproteinasmicrosomaleshepáticasyni

velesdelu

CCI“libreenhígadoadistintostiemposdespuésdesuadministra

ciónaratastratadaspreviamenteconcisteina.

1h1h
cdecoll+irre-“+001l+libre

versiblementeunido(dpm/ghigado)Rb aproteínasmicroso-ValormedioÍ D.S. males. (dpm/gproteína) ValormedioÏ D.S.

Tratamientoa

3horas

ll+cc1l+h9.200 1k

+I

+|

+l
3.8003796813o41

001M+cisteína70.000i11.000c632t191+c111t 20

6horas

lucc1h71.000i 11.600277t 37258 1k

+I
16

colLF+cisteína59.koot8.600368t77°163i36°
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Continuación leyenda de la Tabla 16.

a Ratas machoayunadas durante lg-lh hs fueron inyectagas por víaintraperituneal con una solu ion de CCl (6,05 x lO dpm/mpM)
en aceite de oliva (1,4 x 10 dpm/ml de s luc;ón) en una dosis de
5 ml de Solución/Kg. La cisteina se administre por via oral di
suelta en agua desïülada (380 mg/ml) en una dosis de 1,9 g/kg 30
minutos antes del CCl . Los controles'recibieron agua destila
da. Los an¿males ÏÉ sacÏificaron 3 hs. o 6 hs. deSpues de la ad
ministracion del CCI“. Se utilizaron 8 ratas por grupo.

)

b R es el cociente entre los valores de 1+Cde 11+CClirreversible
Ïgnte unido a proteinas microsomales y sus respect vos niveles de

cc1L+libre en higado.

c El valor de p por el test de t es p<:0,0l.
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les y 1a concentración de 11‘UCludisminuye en las ratas tratadas con
cisteina con respecto a los controles. Este efecto es particularmeg
te notable a las 6 horas.

gentenigo gg 091“ : Á . v _- mama-¿gmailan (Tabla17)
En contraste con los resultados observados cuando se utiliza

ron dosis marcadores de l CClu, las concentraciones de CClk en los
higados de ratas control no son significativamente diferentes de
las de higado de ratas tratadas previamente con cisteina 1, 3, 6 ó
10 horas deSpués de la administración de dosis tóxicas de CCI“.

Efecto gg 1a administración gg cistging 509;; la ne¡o¡iggg;óg gg 1;
nigga mig;osogg¿gs progggigg por gl 991“ ¿n¿1;19 (Tabla 18).

El tratamiento previo con cisteina no previno la peroxidación
de lípidos inducida por el CClu 3 ó 6 horas deepués de su adminis
tración.

E o v a sob d s o e - s

pgggggigg_pg;_gl_gglu (Tabla 19).
El tratamiento previo con cisteina redujo significativamente

la intensidad de la disminución de la actividad de la GóP-asa prodg
cida por el CClk tanto a las 3 horas comoa las 6 horas deepués de
su administración. A las 3 horas, la cisteína sola, causó una redug
ción pequeñapero significativa de la actividad enzimática, si bien
éste efecto no fue obserVado a las 6 horas.

i : :; ._ o _::_o- >:7 -__:

del gitoggogo -&59 producida pa' e; QClk (Tabla 20).
El tratamiento previo con cisteina no previno la destrucción

del P-kSO producida por el UCI“ a las 3 6 6 horas deepués de su ad
ministnación.

Efecto del CCI“gï horas desgués gg gg administración ¡obre 1g ggMLRMWWW'
s m os sobr eso do a os r 
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ÏÁBLA 12

Concentraciones de celu en higado a distintos tiempos deSpués de su
administración a ratas previamente tratadas con cisteína.

Tiem o Concentración de % con respectoc
Tratamientoa (hs CCl en higado al controlValgr medio - D.S.

CCln 1 920 1 17o 113
Cisteína + col1+ louo i 250

cc1n 3 M70 i 13o 113
Cisteina + CCla 53o 1 17o

colh 6 280 t 13o 111
Cisteina + cuil+ 310 1 9o

cc11+ 10 23o 1 110 83

Cisteina + col1+ 19o t 7o

a Ratas machoayunadas durante'l2-lh horas fueron in ectadas int rpe
ritonealmente con una solucion de 091 al 20%(v/v en aceite de o
liva en una dosis de 5 ml de solucion g. La cisteína se administró
par via oral disuelta en agua destilada (380 mg/ml) en una dosis de
1,9 g/kg 30 minutos antes del CCl . Los controles recibieron 1a can
tidad equivalente de agua destilada.
po¡ los animales fueron'sacrificados a los tiempos indicados des
pues de la administracion de cul“.

La concentración de col se determinó según se describe en la Parte
Experimental. Los resulÏa

Se utilizaron 5 ratas por gru

dos se expresan en ng de CCl por g de hi
gado; el valor de p por el test de t es p;> 0,1 para odos los tieg
pos.

° El valor de los reapectivos controles se tomó como 100%.
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IAÉLANLQ

Efecto del CClk a diferentes tiempos después de su administración so
bre la peroxidación de lípidos microsonales en ratas tratadas previe
nente con cisteine.

Tratamientoa Peroxidación de lípidos microsomales b’c
Valor ledio 1 13.3.

3 hr x del 6 m- % del
control control

Control 152 1 15 100 166 t 17 100

cc1,+ 278 t 32 183 290 1 21 175

Cisteins 171+t 23 un 191 1 23 115

Cisteíne. + con} 291 I 1+1 191 289 1 59 170+

‘ Ratas machoayunadas durante 12-1h hs fueron inyectadss intreperito
noel-ente con una solución de CCl el 20fi (v/v) en aceite de oliva
en una dosis de 5 nl de solució . Los controles recibieron aceite
de oliva en cantidades equivalentes. Le cisteins se administró por
via oral disuelta en agua destilada (380 m m1) en una dosis de 1 9
g/kg 30 minutos antes del CCl . Los contro es recibieron agus desti
lada. Se utilizaron 5 rates r gru ; los animales se sacrificaron
3 6 6 hs despues de le administraci n del CCI“.

La determinación de la perozidsción de lípidos microsonales se efec
tuó comose describe en le Parte Esperimentsl. Los resultados se ez
presan como¿l sbsorbancia a 2k3 ¡p x 1000 pera una solución que ti;
ne l ng de lípidos microsomales/ml.

El valor de p para el efecto global de le cisteina sobre le peroiággción de lípidos licrosomales producida por el CCluObtenids por lisis de verisncis bimodsl fue p>>0,l s las 3 y 6 hs.
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TABLA 1‘

Efecto del CCI“a diferentes tiempos después de su administración sobre
la actividad de la glucosa 6-fosratasa (GóP-asa) en ratas tratadas pre
viamente con cisteina.

G6P-asa b’c
Valor necio 1 D.S.

x 10"2

Tratamientoa
3 hr % del 6 hr % delcontrol control

Control 15,6 i 0,5 100 16,0 t 1,6 100

coll+ 8,0 1 0,6 51 6,8 i 0,2 1+2

Cisteina 12,2. I 1,2 78 11+,9i 1,5 93

992 1 098 59 9,7 -+-1,2 60Cisteina +
C01a

a
Ratas machoayunadas durante l2-lh hs fueron inyectadas interperito
nealmente con una solucion de col a1 20%(v/v) en aceite de oliva
en una dosis de 5 ml de solución/ g. Los controles recibieron aceite
de oliva interperitonealmente en cantidades equivalentes. La ciste 
na se administre por via oral disuelta en agua destilada (380 mg/ml)
en una dosis de 1,9 g/kg 30 minutos antes del CCl . Los controles re
cibieron agua destilada. Se utilizaron Q ratas po grupo; los anima
les se sacrificaron 3 hrs ó 6 hrs despues de la administración del
UUl

1+.

La determinación de la GóP-asa se efectuó comose describe en la Par
te Experimental; los resultados se expresan en micromoles de fosfo o
inorganico producidos por minuto por mg de proteina microsomal a 359
C.

El valor de p por el test de t para el efecto de la cisteina sola a
las 3 horas es de pf10,05 y el valor de p para el efecto global de la
cisteina soore la perdida de la actividad de la GóP-asa producida por
el CCl obtenido por analisis de variancia bimodal es p<:0,001 a las
3 hs y p<:0,005 a las 6 hs.
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TABLA 29

Efecto del UUlha diferentes tiempos deepués de su administración sg
bre el contenido del citocromo P-kSO en ratas tratadas previamente
con cisteina.

P-hSOD’c
Tratamientoa Valor medio 1 D.S.

3hr % del 6hr fl delcontrol control

Control 0,53 i 0,01; 100 0,50 i 0,09 100

001,} 0,27 1 0,01 51 0,21 1 0,06 k2
Cisteina 0,143 1 0,07 91 0,15 i 0,09 9o
Cisteina + 0,26 i 0,05 1+9 0,27 i 0,03 51+
Cblu

4

a Ratas machoayunadas durante 12-lk horas fueron in ectadas intrape
ritonealmente con una solución de 091 al 20%(v/vï en aceite de o
liva en una dosis de 5 ml de solucion kg. Los controles recibieron
aceite de oliva en cantidades equivalentes. La ciSteina se adminis
tró por via oral disuelta en agua destilada (380 mg/ml) en una do
sis de 1,9 g/kg 30 minutos antes del CCl . Los controles recibieron
agua destilada. Se utilizaron 5 ratas po grupo; los animales se sa
crificaron 3 o 6 horas deepues de 1a administracion del CClh.

La determinación del P-hSOse efectuó comose describe en la Parte
Ex erimental. Los resultados se expresan en qumoles por mg de pro
te na microsomal.

c El valor de p para el efecto global de la cisteina sobre la dismi
nucion del contenido de P-kSOproducido por el CCl obtenido por a
nalisis de variancia bimodal fue p >v0,01 para ambos tiempos.
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Lanas_nzaxisaaa12.923.9is121as (Tabla 21)
Hemosanalizado el efecto protector de la cisteína contra la

necrosis a las 2h, M8y 72 horas después de la administración de
CUlu. El pretratamiento con cisteina produjo una notable disminu
ción en la elevación de los niveles de IUDhplasmática inducida por
CCl,+a las 2h horas. En cambio, no produjo variaciones en el aumen
to de peso de higado que causa el UCI“ 2k, 48 ó 72 horas deSpuás de
inyectado.

La necrosis hepática fue estudiada por el examenhistológico
del higado. El tratamiento de las ratas con sólo cisteina no modifii
có la estructura normal del higado a las 2h, kB ó 72 horas después
de su administración (Fig 18). La administración de CClu a ratas
pretratadas con agua destilada produjo a las 2k horas una necrosis
centrolobulillar intensa, asociada con hemorragia y edema. Las célu
las hepáticas en las zonas periportales estaban agrandadas y en és
te área la arquitectura hepática normal no existia (Fig. 19). El
tratamiento previo con cisteína disminuyónotablemente la intensi
dad de la necrosis producida por el CClk 2h horas deepués de su ad
ministración (Fig. 20). Se ooservan pequeñas áreas de necrosis loca
lizadas en la zona centrolobulillar; las areas con arquitectura apg
rentemente normal son más extensas que en los animales no pretrata
dos, aunque aún presentan congestión y edema. La cisteina también
disminuyó marcadamente la necrosis producida por el CClk a las M8y
72 horas deSpués de su administración.

La cisteína por si mismano produjo ningún efecto en el conte
nido graso hepático (Fig. 21). La administración de col“ produjo a
las 2h horas una infiltración grasa intensa que se extiende tanto
en la zona central comoen la periportal (F13. 22). El pretratamieg
to con cisteína produJo una disminución parcial de la infiltración
grasa producida por el CCl1+(Fig. 23). Un efecto similar fue obser
vado a las M8y 72 horas.

Tr n o r' ' i o e ' s n obr var ión d l 
so o h o n s smáti IUD

o e os s o u os o sel horas s u's
12.592inisizasién (Tabla 22).



TABLA21

EfectodelCClu2hhorasdespuésdesuadministraciónsobrelaactividadde laisocitricodehidrogenasaplasmática(ICDh)yadiferentestiempossobreel

pesodehigadoenratastratadaspreviamenteconcisteina.

TratamientoaICDhb’c Pesodehigadoc(g/lOOgpesocorpo

Valormediot D.S.ValormedioÏ D.S.

24hr2hhrk8hr72hr

Control280 001LF117.600 Cisteina320 Cisteina+3.500 001“

+I

1303,17 23.200h,08 1303,96 1.1503,79

0,722,u0 0,671+,15 0,582,64 0,70u,09

0,152,19 0,h73,37 0,272,53 0,393,94

0:23 0,39 0,32 0,32

+l +l +l

+l +l +| +l

+l +| +| +‘

+l

+¡+|+|

a Ratasmachoayunadasdurante12-lhhsfueroninyectadasintraperitonealmen

teconunasolucióndeCClal20%(v/v)enaceitedeolivaenunadosisde5mldesolución/kg.Loscontrolesrecibieronaceitedeolivaencantidadesequivalentes.LacisteinaseadministróporViaoraldisueltaenaguades tilada(380mg/ml)enunadosisde1,9g/kg30minutosantesdelCClk.Los controlesrecibieronaguadestilada.Seutilizaron5ratasporgruo;los animalessesacrificaron2h,48672hsdespuésdelaadministracindel CC‘+o

8L
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Continuación leyenda de 1a Tabla 21.

b La determinación de 1a. ICDhplasmática se reaiizó comose descri
be en la Parte Experimental; la actividad esta dada en unidades;
una unidad es la cantidad de enzima que produce l mpmol de NADPH
por m1 de plasma por hora ¡1 259G.

El valor de p. para 91 efecto global de la cisteina sobre el aumeg
to de la ICDh'plasmatica producida por el CCl a las 21+hs. y ob
tenida por analisis de variancia bimodal fue <0,001; para el ag
mento de peso de higado producido por el CCl,+el valor de p fue
p> 0,1 para todos los tiempos.
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Fig. 20 - Hígado proveniente de rata ayunada durante 12-lh hores,
tratada con cisteina (1,9 gr/kg) 30 minutos antes del
CClk, e intoxicada con CCI“ 20% (5ml de solución/kg) dg
rante 2k hores. Las zonas necróticas son pequeñas. Hang
toziline-eosina x 120.

Fig. 21 - Hígado proveniente de rata ayunada durante 12-lh horas y
tratada con cisteina (1,9 gr/kg) durante 2k horas. Su a
pariencia es normal. Sudán Negro B. x 190.
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Fig. 22 - Hígado proveniente de rata ayunada durante lZ-lk horas y
tratada con CClh 20% (Sml de solución/kg) durante 2h ho
ras. Se observa infiltración grasa en las zonas centrolg
bulillar y periportal. Sudán Negro B. x 190.

Fig. 23 - Hígado proveniente de rata ayunada durante l2-lk horas,
tratada con cisteína (1,9 gr/kg) 30 minutos antes del
C01“, e intoxicada con CClu 20% (Sml de solución/kg) ig
rante 2Mhoras. Se observa disminución de la infiltra
ción grasa producida por el cul“. Sudán Negro b. x 190.—



TABLA22

Tratamientoterapéuticoconcisteinasobrelavariacióndelaactividaddela isocítricodehidrogenasaplasmática(ICDh)yelpesodehigadoproducidopor

elCClh2khorasdespuésdesuadministración.

TratamientoaICDhb’CídelPesodehigado(g/lOOg%del

ValormedioÏ D.S.controlpesocorporal)control

+

Valormedio-D.S.

+l

Control175ï 501002,7%0,07100 celu1k0.000i 35.00080.0003,98t 0,17th Cisteina150Ï 2K862,91

l

+l
0,10106

Cisteina+18.000-31.00010.2853,93‘t0,28160 CClk a Ratasmachoayunadasdurante12-1khrfueroninyectadasintraperitonealmen

teconunasolucióndeCClal20%(v/v)enaceitedeolivaenunadosisde 5m1desolución/kg.Loscontrolesrecibieronaceitedeolivaencantidadesequivalentes.Lacisteinaseadministróporviaoraldisueltaenaguades tilada(380mg/ml)enunadosisde1,9g/kglhoradespuésdelCCl.Los controlesrecibieronaguadestilada.Seutilizaron5ratasporgruo;los animalessesacrificaron2khrdespuésdelaadministracióndelCClk.
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Continuación leyenda de lu Tabla {323.

b La determinación de la ICDhplasmática se reaiizó comose descri
be en la Parte Experimental; la actividad esta dada en unidades;
una unidad es la cantidad de enzima que produce l nyimol de NADPB
por m1 de plasma por hora a 259G.

c El valor de p para el grecto global de la cisteina sobre el au
meqto de la ICDhplasmatica producida por el CCl y obtenida por
analisis de variancia bimodal me p< 0,001 y para el aumentode
peso de hígado p>0,l. '
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Dadoque el tratamiento preventivo con cisteina mostró ser e11
toso, también se intentó verificar su posible eficacia cuandose ag
ministra terapéuticamente ( o sea deSpués del CClk), administrando
1a cisteina 1 hora deepués del UUlhy analizando el higado 2h horas
después. El tratamiento terapéutico con cisteina produjo también u
na notable disminución en la elevación de los niveles de IUDhplas
mática inducida por el CUl en 2k horas, pero no produjo variacio
nes en el aumento de peso de higado producido por éste último.

El tratamiento terapéutico también protegió notablemente con
tra la necrosis producida por el CCI“ (Fig. 2h); la zona necrótica
abarca solamente una pequeña porción de la región centrolobulillar,
alrededor de la cual se encuentran células con degeneración vacuolar
de grado variable. El tratamiento terapéutico también produjo una
protección parcial contra la infiltración grasa producida por el
CClk (Fig. 25).



F18. 

F18. 
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Hígado proveniente de rata ayunada durante 12-1k horas,
intoxicada con CCI“ 20% (Sul de solución/kg) durante 2h
horas y tratada terapéuticamente con cisteina (1,9gr/kg)
l hora después de la administración de CCI“. La zona ne
crótica se circunscribe a la región centrolobulillar, r9
deada por células con degeneración vacuolar. Hematoxili
na-eosina. x 120.

¡51:tv
m" '>,r

Hígado proveniente de rata ayunada durante 12-1h horas,
intoxicada con 001%20% (5m1 de solución/kg) durante 2k
horas y tratada terapéuticamente con ciateina (1,9gr/kg)
1 hora después de 1a administración de C61“. Se observa
disminuciónparcial de la infiltración grasa producida
por CClh. Sudán Negro 34(190.
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QIEQQSION

De acuerdo con la similitud patulada entre el mecanismode
necrosis hepática producida por el cul“ y el mecanismode daño por
radiaciones (8), la cistamina, un antídoto muyconocido contra el
daño por radiaciones, también previno la necrosis inducida por
CCI“. La cistamina se administró en forma oral debido a su efecto
prolongado comoantídoto por esta via (“8), dado que el CCln, en
contraste con los tratamientos usuales con radiaciones, actúa sobre
el cuerpo durante un periodo de varias horas. La cistamina no alt;
ró la absorción del Ccln, dado que las concentraciones de éste fue
ron similares en los higados de ratas tratadas y no tratadas con
cistamina; estos resultados demuestran que el efecto protector de
la cistamina no se debe a una mera demora de la absorción del CClk,
sino que ejerce sus efectos a nivel molecular.

Una vez demostrado que existe un efecto protector real de 1a
cistamina, dado que éste se verifica aún cuando los niveles de CClu
en higado no se alteran, tratamos de establecer cómolo hacia. Pa
ra ello analizamos cómoafecta la cistamina a cada uno de los even

tas que van desde el proceso inicial de activación del CUlua 'CCl3
hasta el de la necrosis resultante. En lo que hace a su acción so
bre el proceso de activación a ’UCl , pudimos comprobar que la cis
tamina es ca az de reducir la intensidad de la unión irreversible
del l“C de l celu a lípidos microsomales, lo cual sugiere que es
capaz de inhibirlo.

Para analizar cómola cistamina reduce la magnitud de la u
nión irreversible a componentescelulares, consideramos al menos
tres posibilidades: l) que la cistamina inhibe el paso de activa
ción del CCI“ a 'CCl ; 2) que la cistamina actúe comoun agente a
trapador de radicales libres y capture los 'CCl3, previniendo la
adición del ’Ccl a los lípidos microsomales no saturados; 3) que
la cistamina interaccione con el lipido marcadoo con su estructu
ra soporte, la membranadel reticulo endOplásmico, de manera tal

que proteja al lipido no saturado contra la adición de ’Ccl3. Es
tas posibilidades están ilustradas en el siguiente esquema:



(1)
lhuolk————-—e>11+'CCl3————€>lipido --—%> lipido / ll+'CCl3

(+ Cist.) ¿(2) lo Cist.) (3)
Cist./ 11+’c013 Cist./lípido

Para poder discriminar cuál de éstas posibilidades está actuan
do, es útil analizar los experimentossobre la unión irreversible a
dos dosis diferentes de 1 CClk, la standard y otra 3.6 veces mayor
que la standard. En este rango de dosis existe proporcionalidad en
tre dosis empleada, concentración de l CClu hepática y producción
de 'CCl3 (69). Este experimento mostró que la cistamina retiene su
capacidad preventiva a pesar de que se producen casi h veces más
'UCl . Si actuara la posibilidad número2, se deberia esperar que g
na cantidad constante de cistamina fuese menoseficiente en atrapar
k veces más radicales libres y ésto no sucede.

Unapérdida similar de efectividad deberia eSperarse si la ci;
tamina protegiera al lipido no saturado contra los radicales libres
(posibilidad número 3), dado que en el experimento con 3,6 veces 1a
dosis standard, la mismaprotección deberia enfrentarse con casi b
veces más 'Uul que en el experimento con la dosis standard. Sin eg
bargo, tampoco ésto sucede. UeSpuésde excluir las posibilidades 2
y 3, solamente queda por analizar las probabilidades de la posibili
dad número l, ésto es, que la cistamina inhiba el paso de activación

por el cual el CClkda 'Cul3. Si éste fuera el caso, la inhibición
deberia ser no competitiva, dado que un comportamiento competitivo
no eXplicaria cómoes que casi k veces más sustrato no disminuye el
porcentaje de inhibición por cistamina para dar menor porciento de
prevención de la unión irreversible que con la dosis standard. Esta
falta de competencia entre el col“ y la cistamina en interactuar con
la enzima que activa el cul“ es particularmente factible si se con
sideran dos hechos: uno es que la cadena microsomal tranSportadora
de electrones estaria involucrada en la activación (7,8), y la otra
es que se encontró que la cistamina se une a un componente de la cg
dena tranSportadora de electrones en un sitio distinto al del col“.
En efecto, la cistamina y la cisteamina, que es su metabolito, dan
cambios eSpectrales tipo II, que están relacionados con la unión a
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la porción Fe/hemo de la molécula de P-MSO,en talto que el CCI“
da cambios eSpectrales tipo I, lo cual implica interacción con la
parte apo-proteica del P-kSO(3h). más aún, la saturación del P
MSOcon cistamina no previene la unión eSpectral de pequeñas can
tidades de UClu.

Por lo tanto, el análisis de las tres posibilidades antes
mencionadaspermitirían postular que la cistamina podria reducir
la cantidad de la unión irreversible, presumiblementepor una in
hibición del paso de activación del CUlua 'Ucl .

Unaconsecuencia interesante de ésta hipótesis seria la si
guiente: si la administración de cistamina inhibe el paso de act;
vación del CCluy si la cadena microsomal tranSportadora de elec
trones está involucrada en la activación del celu (7,8), el cono.
cimiento acerca de cómola cistamina y la cisteamina(que es un mg
taoolito de la cistamina) afectan dicha cadena transportadora de
electrones, podria dar una idea acerca de cómose activa el col“.
Por ello haremos un análisis de dicha interacción. En la adminiSo
tración de cistamina a las ratas no se encontró disminución en le
actividad de la P-hSOreductasa, pero ésto es probablemente debio
do a la naturaleza reversible de la interacción y a la considera.
ble dilución que se produce durante el procesamiento de los higa.
dos para Obtener suspensiones microsomales. La aparente disminu
ción en la actividad de la P-hSOreductasa ooservada a las 6 y 2k
horas son atribuibles a la disminución en las cantidades de sus
trato endógeno P-hSO, dado que el cociente P-MSOreductasa/ P-kíO
no era significativamente diferente en ratas controles y en tratg
das con cistamina. Los hallazgos de que ambos, cistamina y cisteg
mina deceleran la reducción del P-kSOpor la P-h50 reductasa a
muybajas concentraciones, y que la administración de cistamina a
las ratas disminuyela unión irreversible de los 'UCl a los lipi
dos microsomales (que es una expresión del paso de activación)
(k5), y el hecho de que éste proceso reductivo aparenta ser el pg
so determinante en la hidroxilación (70), sugeriria que la activa
ción por el CClka radicales libres ocurriría durante la reduc
ción del complejo celu/P-hSO, mediada por la P-kSO reductasa o dg
rante la interacción del CClh con el P-h50 reducido.
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También determinamos si algunas de las alteraciones molecu
lares producidas por el CClHpodrian ser prevenidas por la admi
nistración previa de cistamina. Sobre la base de estudios in vi
tro se habia postulado que dos alteraciones importantes que ocu
rren durante la intoxicación por CCI“, la disminución del P-k50
y la GóP-asa, eran causadas por un proceso de peroxidación de li
pidos que acompañaa la intoxicación por 001%(8,71). Nuestros
estudios con cistamina proveen evidencia para apoyar la hipóte
sis de que los ’Uul serian los agentes dañinos y no la peroxidg
ción de lípidos. En efecto,encontramos que la cistamina previene
parcialmente la destrucción de la GóP-asa causada por el CClhy
que ésta prevención guarda correlación con la unión irreversible
encontrada deSpués de la administración de cistamina y no con
los cambios de peroxidación de lípidos, a pesar de que a tiempos
mayores de 3 horas, la cistamina también reduce en pequeña prOpo¡
ción la intensidad de la peróxidación de lípidos inducida por el
cul“. Los experimentos que muestran que la cistamina (pero no la
cisteamina) inhibe a la GóP-asain vitro irreversiblemente y no
competitivamente, no apoyan la posibilidad de que la cistamina

prevenga la destrucción de la GóP-asa producida por los ’CCl3 mg
diante un bquueo temporal y reversible del sitio activo de la
GóP-asa y da mayor apoyo a la posibilidad de que la cistamina
proteja la enzima inhibiondo el paso de activación del CClh, con
la consecuente disminución en la producción de 'CCl .

En lo que respecta a los efectos de la cistamina sobre el
sistema enzimático que metaboliza tóxicos y fármacos y su posible
acción preventiva contra el daño que sobre el mismotiene el Cclu,
diremos que pudimos establecer que la cistamina interfiere con el
metabolismo de fármacos tal comolo evidencia el efecto prolonga
dor que ella tiene sobre el tiempo de sueño inducido por pentoba;
bital. Ese efecto se deberia en parte a que comopudimos demos
trar, la cistamina se combina reversiblemente con el P-kSOimpi
diendo asi que lo haga con el pentooarbital pero fundamentalmente
por el hecho de que es capaz de inhibir a la P-kSOreductasa, en
zima ésta que es limitante en el proceso de metabolismo de los
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barbituratos. A pesar de que no se encontró protección contra la dog
trucción de la EM-asa por el CClu con cistamina 3 horas deSpués de
dado el tóxico, se hallaron en cambiogrados de protección signifi
cativos a periodos mayores de intoxicación. Tambiénse encontró prg
tección cuando la cistamina se administró 3 horas antes que el 001%
y los animales se sacrificaron deSpués de un período de intoxicación
de 3 horas. El efecto preventivo de la cistamina resulta más evideg
te cuando en lugar de medir la actividad global de la EM-asa, se eg
tudia el efecto del UCl sobre el P-MSO,que es un componente de la
cadena tranSportadora de electrones involucrado en la actividad de
la Em-asa y es destruido por el UClu (33). En este caso, se encuen
tra prevención ya a las 3 horas deSpués de la administración de
UClh. La falta de correlación entre grado de prevención medido como
actividad de la EM-asa y los medidos como P-MSOpueden deberse pro
bablemente al hecho de que el contenido de P-hSO no es el paso 11m;
tante en la hidroxilación de la etil-morfina, pero si lo es la re
ducción del complejo etil-morrina/P-hSO por la P-MSOreductasa (70).
Otra conclusión importante de éste experimento en el cual se encon
tró un efecto protector de la cistamina sobre el daño que el celu
hace al P-hSO, es que éste debe estar mediado por los 'CCl3 y no
por el proceso de peroxidación de lípidos, puesto que el efecto prg
tector de la cistamina se observó a tiempos en los cuales ésta inn;

be la transformación a '0013 y no la peroxidación.
Las hipótesis acerca de cómose origina la necrosis

que produce el cul“ han estado dominadas en el curso de los últimos
años por la idea de que el proceso de peroxidación de lípidos de
los componentes membranosos y el daño que los mismos son capaces de
hacer eran los reaponsables de las alteraciones que terminaban ne
crosis (8,72). No obstante varios autores sembraron dudas acerca de
que su importancia sea tan grande comose pensaba (73, 7k, 75, 76,
77). La dificultad en discriminar cuál es la importancia relativa
de los radicales 'CCl3 y de peroxidación en los daños que llevan a
la necrosis reside fundamentalmente en el hecho de que ambos fenómg

nos ocurren simultáneamente y que siendo los radicales ’Ucl3 los
que desatan la peroxidación, parece dificil modificar uno de esos
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parámetros sin cambiar al otro también. Una nueva perspectiva den
tro de éste panorama la abren los experimentos con cistamina, pues
to que éste compuesto es capaz de modificar la intensidad de la to;
mación de radicales libres 'Uul y en cambio altera muchomenos a

la peroxidación. Dadoque la inhibición de la activación del cul“ a
radicales ’CCl3por la cistamina es no competitiva, los datos obte
nidos con la dosis tracer de luUuln son igualmente válidos para do
sis tóxicas y por lo tanto el hecho de que la cistamina disminuya

en un h0%la activación a radicales ’0013 sin disminuir la peroxidg
ción a las 3 horas significa que sólo una pequeña parte de los

‘0013 son necesarios para desatar la peroxidación. A tiempos más
largos que 3 horas la cistamina disminuye en parte también 11 pero
xidación pero su efecto es pequeño comparado con el que ejerce so
bre la activación a radicales 'CCl y por lo tanto la acción nota
blemente protectora que 1a cistamina tiene sobre la necrosis pares:
ria más vinculada a su capacidad de disminuir la cantidad de radica

les 'CC13que a la peroxidación, de alli que se piense que la impq;
tancia de los ‘CCl3 es mayor. La protección ejercida por la cistam;
na contra la necrosis producida por el CCI“parece por lo tanto es
tar más relacionada con la disminución de la unión irreversible del

11"CCIMa los lípidos microsomales que con los cambios en la peróxi
dación de lípidos, sugiriendo que el efecto de los radicales libres
iniciales 'ucl y '01 seria más importante que la peroxidación de
lípidos en el desarrollo de la necrosis. Es interesante hacer notar
que lacapacidad.protectora de la cistamina no aparenta poder atribg
irse a otros efectos que se sabe influyen en el grado de necrosis
que es capaz de producir el CClk tales comoel descenso de la temps
ratura corporal, la estabilización de mitocondrias o lisosomas, etc.
(7). En efecto, se sabe que la disminución de la temperatura sólo
conduce a una demora en el desarrollo de la necrosis, pero que ella
fatalmcnte se ooserva a las #8 o a las 72 horas. En el caso de la
cistamina, la protección se observa tanto a las h8 comoa las 72 ng
ras y por lo taito puede descartarse un efecto de éste tipo.

Tampocopuede invocarse un efecto estabilizante sobre mitocon
drias puesto que la cistamina por si mismatambién produce hincha
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zón mitocondrial comoel uCl1+(#8) y tampoco porque estabilice lisg
somas, puesto que aqui se encontró que no sólo no los estabiliza si
no que aún los laoiliza a la acción del uclh. Tampocopuede pensar
se que dificulte el acceso del celu al higado puesto que los nive
les del mismoson iguales en animales controles que en los tratados
con cistamina.

Por lo tanto, a la luz de todos los elementos de Juicio anali
zados, la acción protectora de la cistamina parece deberse fundamen
talmente a que disminuye considerablemente la activación del 001g a
radicales ’CCl y el hecho de que asi lo sea, sugiere que la unión
irreversible del radical 'CCl3 a componenteslipidicos u otros pue
de Ser tanto o más importante con reSpecto a la necrosis que la pe
roxidación de lípidos.

En lo que respecta a la posibilidad de que la cisteina compara
ta con la cistamina sus prOpiedades de inhibir el proceso de activg
ción del CClu con la ventaJa de ser no tóxico, podemosdecir lo si
guiente: los resultados ootenidos indican que la cisteina no compa;
te con la cistamina su capacidad de disminuir la unión irreversible
del l o del l uCln a los lípidos microsomales. A pesar de éstos re
sultados, la administración previa de cisteina redujo efectivamente
la magnitud de la unión irreversible del l CClga las proteinasmiv
crosomales solama1te 6 horas deSpués del tratamiento. Dado que re
sultados previos mostraron que la mayor parte del C01“ unido a
las proteinas microsomalesproviene de una interacción entre éstas
proteinas con los radicales libres 'CUl3 derivados de un único paso
de activación, en tanto que el resto está causado por una interac
ción de naturaleza no especifica (69), los estudios presentes apa
rentarian ser contradictorios. Sin embargo, ésto no es necesariamqg
te asi, dado que la protección parcial por cisteina de la unión de
11+CClga proteinas microsomales puede ser fácilmente concebida como
el resultado de un bloqueo temporal de un sitio determinado de la
proteina, con el resultado de una protección parcial de éste sitio
contra la acción destructora del 'CCl3 (por ejemplo, el sitio en
cuestión podria ser un grupo SH que forma un disulfuro mixto con la
cisteina y que luego se transforma nuevamente a la forma SH). Alte;
nutivamente, la reducción en la extensión de la unión irreversible
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del luculn a las proteinas causada por la administración previa de
cisteina, podria estar limitada a una unión de naturaleza no especj
fica. Ademásde la falta de efecto de la cisteina sobre el paso de
activación del celu, éste compuestono modifica el proceso de pero
xidación de lipidos producido por el celu ni la extensión de la de;
trucción del citocromo P-450.

Unhallazgo interesante es que la cisteina previno parcialmen
te la disminución de la actividad de la G6P-asa producida por el
C01“, a pesar de que no inhibió el paso de activación del CClu. Este
hallazgo fue sorprendente, dado que resultados anteriores habian de
mostrado que 1a prevención de la actividad de la G6P-asa por algunos
compuestos, comopor eJemplo la cistamina, estaba acompañada por u
na marcada inhibición del paso de activación del CClh, y que además
otras lineas de evidencia sugerian que la G6P-asa es destruida por
los radicales libres '0013 y 'Ul producidos durante la activación
del CClh. Esta observación aparentemente contradictoria podria ser
explicada si se supusiera que la cisteina bloquea reversiblemente
un sitio determinado en la porción proteica de la molécula de GóP
asa relacionada de alguna manera con su actividad enzimática en to:
ma similar a lo postulado anteriormente para la prevención de la u
nión irreversible del l col“ a las proteinas microsomales. En rela
ción a ésta posibilidad, es interesante destacar que la cisteina
mostró por si mismaun efecto transitorio sobre la actividad de la
GóP-asa, observable a las 3 horas pero no a las 6 horas.

A pesar de la falta de eficacia de la cisteína para bloquear
tanto el proceso de activación del UClka ’0013 comola peroxida
ción de lípidos y de haber sido postuladas éstas alteraciones mole
culares comoiniciadoras del proceso que conduce a la necrosis (7,
8), este compuestoprobó ser la sustancia más efectiva de todas las
estudiadas hasta el presente para prevenir la necrosis. Másaún, ég
ta fue efectiva aún cuando se la administró terapéuticamente, es de
cir, deepués del 001M.

Es importante hacer notar que el efecto antinecrótico del pre
tratamiento con cisteina sobre la necrosis observada 2k horas des
pués de la administración de culu no puede deberse a una mera demo
ra en el desarrollo de la misma, comose sabe que ocurre en el caso
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de la protección producida por disminución de la temperatura corpo
ral (78,79), dado que también se observaron efectos protectores si
milares de la cisteina contra la necrosis producida por el CClna
las kB y 72 horas después de la administración de CCln. Más aún, el
efecto protector de la cisteina no puede atribuirse a una disminu
ción en las cantidades de cclk que llegan al higado, dado que las
concentraciones de CClu en este órgano a diferentes tiempos después
de su administración no fueron significativamente modificadas por
el tratamiento previo con cisteina.

Slater (7) habia señalado previamente que hay muchas maneras
de prevenir la necrosis inducida por C01“. De acuerdo con lo que ig
dican éstos experimentos, la cisteína previene el desarrollo del
proceso necrótico no por interferencia con los pasos iniciales ta
les comoel de activación del CClh 6 comoel de perozidación de li
pidos, sino en un paso subsiguiente, cuya naturaleza es aún descong
cida. Este mecanismoprepuesto explicaría por qué la cisteina admi
nistrada después del 001%es aún efectiva, a pesar de que ya ha ocg
rrido gran parte de la activación a 'CCl3 y ’Cl y la peroxidación
de lípidos.

Los experimentos aqui presentados no permiten definir cuál es
el evento quimico preciso que es prevenido por la cisteina, cuya ig
portancia es tan grande para el desarrollo de la necrosis, aunque
existe también la posibilidad de que la prevención por cisteina de
la unión irreversible del celu a alguna proteina celular cumplaal
gún rol en la protección contra la necrosis.

A pesar de esta falla en el conocimiento del mecanismodel e
fecto protector de la cisteina, su uso en el tratamiento de la in
toxicación por CCln es muyprometedor, debido a su aparente efica
cia y poca toxicidad y ademásporque su efectividad podria estar ag
mentada por su combinación con otros antidotos de acción más espec;
fica, por ejemplo aquéllos que actúan sobre la activación del CClu
o la peroxidación de lípidOS.
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RESUMEN

l) La cistamina, un conocido antídoto contra radiaciones, protegió a

2

3

V

v

las ratas contra las lesiones hepáticas producidas por el CClk; en
efecto, disminuyó la unión irreversible del l’“Cdel l CCI“a lipi
dos microsomales, previno parcialmente la destrucción del citocrg
mo P-MSOproducida por el u01u y la disminución de las activida
des de la etil morfina demetilasa y la glucosa 6-fosfatasa de mi
crosomas de higado que este tóxico ocasiona. La cistamina no pre
vino la peroxidación de lípidos inducida por el C01“a las 3 ho
ras, pero ejerció su efecto protector desde las 6 horas en adelan
te. Tambiénatenuó el aumento de peso de hígado, la intensidad del
higado graso y disminuyósignificativamente la necrosis hepática
producida por el celu.

La cistamina prolonga el tiempo de sueño producido por pentobarbi
tal, lo cual indica que afecta a las enzimas que metabolizan sus
tancias extrañas a1 organismo. La cistamina y la cisteamina inter
accionan con componentes de dicho sistema enzimático tal comoel
citocromo P-kSOdando cambios sapectrales tipo II y su acción es
no competitiva con la del cul“. La cistamina altera significativa
mente el contenido de citocromo P-hSOdel higado de ratas después
de las 6 horas de su inyección y afecta la actividad de la cito
cromo P-kso reductasa a las 6 horas de administrado.

De acuerdo con los resultados obtenidos utilizando a la cistamina
comoherramienta de trabajo, y teniendo en cuenta trabajos previos
de otros autores y de nuestro laboratorio, la secuencia de hechos
que ocurren durante la intoxicación por UCI“y que finalmente lle
van a la necrosis hepática serian:
a) El-CCln llega al higado y allí se combinacon el citocromo P

hSOoxidado presente en el reticulo endOplásmico para dar un com
pleJo CClh/P-MSO(ox); este complejo luego seria reducido por
el NADPHen una reacción catalizada por la citocromo P-kso redug
tasa; en el curso de este proceso de reducción se formarian los

radicales libres ’Ccl3 y ’Cl. Alternativamente, es factible img
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ginar que los radicales 'CCl y 'Cl se forman por la reacción
del CC con el citocromo P-350 previamente reducido por ac
ción del NADPHen presencia de la citocromo P-kïo reductasa.

b) Estos radicales libres ’CCl y ’Cl reaccionan con dobles liga
duras de lípidos, con cisteína y metionina de proteína y pre
sumiblemente con otros componentescelulares no establecidos.

c) Unapequeña parte de los radicales 'ccl y 'Cl actúa sobre los
lípidos no saturados transformándolos en radicales libres e i
niciando un proceso de perozidación de lípidos.

d) La unión de los radicales 'CCl3 y 'Cl con los componentes li
pídicos, proteicos u otros no identificados del retículo endg
plásmico destruye 1a actividad de la glucosa 6-fosfatasa y la
del citocromo P-kSOpor un lado, en tanto que la fijación de
’CCl a lípidos y proteínas de las membranasde los componen
tes ultraestructurales podría alterar 1a polaridad de sus cog
ponentes lipídicos. Un efecto del mismotipo que este último
pero de menor intensidad, podría ser ocasionado por la peroxi
dación de lípidos. La Fig. 26 ilustra la secuencia en que se
desarrollan los eventos que conducena la necrosis producida
por el CClu en hígado.

k) Dado que 1a cistamina no fue efectiva en prevenir los daños hepá
ticos producidos por el CCI“ cuando se la administró en forma tg
rapéutica, se estudiaron los efectos de la cisteína sobre dicha
intoxicación. Pudo determinarse que ésta no disminuye la unión 1
rreversible del ll"C del 1 Col“ a los lípidos microsomales pero
sí a las proteínas microsomales, no modifica el proceso de pero
xidación de lípidos producido por el CClkni 1a extensión de la
destrucción del citocromo P-hío. La cisteína previno parcialmen
te la disminución de la actividad de la glucosa 6-fosfatasa pro
ducida por el cul“, probablemente debido a una acción directa sg
bre la molécula de la enzima.
A pesar de la falta de eficacia de la cisteína para bquuear tag
to el proceso de activación del CCI“comola peroxidación de lí
pidos, protegió contra la necrosis producida por el celu en hígg
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do y el hígado graso lo cual indicaria que la cisteina previene
el desarrollo del proceso necrótico no por interferencia con los
pasos iniciales del mismotales comoel de activación del C01“
o el de peroxidación de lípidos, sino en un paso subsiguiente,
cuya naturaleza es aún desconocida. No obstante, la cisteina
fue efectiva en proteger contra la necrosis producida por el
CCI“ cuando se la administró terapéuticamente.
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