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Y RADIACIONES IONIZANTES EN DISTINTOS ANIMALES

Dr. Jeslis KumaTte

EsDE hace 5 afios los estudios de lesién hepatica han recibide un nuevo

impulso con la orientacién dada por el descubrimiento de que en los

casos de lesion necrdtica hay salida de compuestos intracelulares a la circulacion

sistémica, de efimera duracién pero que aportan un elemento menos inespecifico
de diagnéstico en comparacidn con los medios diagnosticos tradicionales.

Hasta akora se han explorado muchas posibilidades siguiendo esa orientacién
aunque la mayoria se han referido a sistemas enzimiticos en donde se tiene la
ventaja de poder efectuar determinaciones muy precisas y de una gran sensibi-
lidad. Después de los primeros estudios de Bruns!- 2 en relacién a sistemas glico-
liticos {aldolasa y oxoisomerasa), se han sucedido un gran ndmero de investi-
gaciones que han reportado resultados similares para: transaminasas3; deshidro-
deshidrogenasa lictica;t desoxiribonucleasa;® catalasa;$ arginasa,” 8 deshidro-
genasas del dcido isocitrico,? del Acido malico,1¢ v del sorbitolll; leucinamino-
peptidasal? v ornitiltranscarbamilasa,13- 14 entre otras. -

El gran nimero de sistemas estudiados nos indica que los resultados obtenidos
no han dado respuesta categérica a las preguntas planteadas; en eflecto, la dis-
tribucién imbricada de muchos de los sisteras mencionados hace que la indica-
cién de origen de la enzima elevada ¢n sucro ne sea todo lo precisa que se
esperaba lo cual ha planteado la necesidad de estudiar actividades mdltiples
{con distribucién distinta) para discriminar la aportacién multiple -—si existe—
o para eliminar fuentes espurias que desorientaran el diagnéstico en el caso de
lesibn orginica Gnica. Son muy premctedoras en este renglon, las elevaciones
de ornitiltranscarbamilasa en higado; de leucinaminopeptidasa para pancreas y
de la desoxiribonucleasa en bazo.

* Leido en la sesidn ordinaria del 24 de junio de 1959.
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La valoracién critica de los niveles séricos de esas enzimas en pricticamente
todos los casos de patologia humana, ha asentado un nameroe de eflas como
armas itiles, no elementos especificos que orientan en forma categérica el diag-
nostico de lesidn orgénica, sine como un medio adicional (mas especifico que los
antiguos] que ha venido a enriquecer el arsenal diagnéstico médico-quirirgico.
El eriterio utilitario con que se han mancjado todos esos conocimientos ha hecho
que muchos aspectos del metabolismo de esos escapes enzimaticos hayan sido
descuidados y que desconozcarnos gran parte de su determinismo al nivel celular
e Interrelaciones organicas mediatas.

Nuestro mnterés personal ¢n estos problemas ha sido orientado en la biisqueda
de enzimas mas especificas; hacia el conocimiento de la historia natural de la
fuga enzimatica; al electo de diferentes agentes hepatotéxicos; a la posible
accidn de esteroides anti-inflamatorios cuya utilidad clinica es discutida y hacia
las variacicnes animales que se presentan en estos cuadros de intoxicacién expe-
rirnental del higado. Escogimos arginasa por su distribucién preferentemente he-
patica y su intima relacién con el metabolismo de las proteinas; a la catalasa
por la riqueza del hepatocito y su aparente falta de relacién con ciclos metabé-
licos conocidos de manera que actuase a guisa de indicador inespecifico y a las
vsterasas para contar con un representante del metabolismo de los lipidos que
no habtan sido explerados hasta la fecha .

MATERIAL ¥ METODOS

Se utilizaron machos de: ratas albinas de cepa uniforme, concjos v perros
mestizos, en cendiciones de normalidad, alimentados ad libitum v que antes de
su estudio final fueron sometidos a un ayuno total de 24 horas.

El material mediato de estudio fue: a} sucro obtenido de sangre extraida por
puncibén venosa con jeringa simple, retraccién del coagulo a temperatura ambien-
te por 15-30 minutos, centrifugacién a 2,000 ¢ y congelacién inmediato de la
muestra cuande no se practicé la determinacién en cse mismo momento, b)
plasma recogido despuds de centrifugar a 2,000 g una muestra de sangre citra-
tada, ¢) higado quc fue obtenido por hepatectomia parcial (150 a 250 mg en
ratas) o de la viscera total en los casos que fueron sacrificados; homogenizacién
en cloruro de potasio isotdnico frio en un aparato del modelo Potter-Elvehjem v
congelacién inmediata, d} orina recogida por cateterismo vesical o por puncidn
de vejiga en los animales sacrificados.

Los agentes hepatotdxicos manejados [ucron: 1. Tetracleruro de carbono a
dosis de 1.0 c.c./kg de peso en ratas y perros y 0.75 c.c./kg. de peso en conejos.
La via de administracién fue intraperitoneal para rata y conejo y mediante sonda
duodenal en el perro. En los casos de administracién parenteral se diluyd el
toxico con aceite de parafina 1:3 v/v. 2. Radiaciones ionizantes: rayos X de
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un aparato Westinghousc, a 160 kv, 15 ma, filtros de Cu 0.5 mm y Al 1 mm,
exposicion total y finica a 25 cm de distancia durante 7 minutos.

La arginasa f{uc determinada en suero segtin las indicaciones de Van Slyke
y Archibald;15 para higado se empled la técnica de Licner y Schultzel6; cata-
lasa plasmitica segin una modificacién a la original de Yamagata;l7 esterasas
(acctil y butiril-esterasa) scgin Noda y Johnson ;18 bilirrubinas por el método
de Ducci y Watson;!¥ transaminasa glutamico-piravica (GP) segiin Wréblewski
y Cabaud2® y las proteinas en higado segiin la modificacién al biuret de Weich-
stlbaum?2? con calibracién de seroalbéimina humana.

La unidad de actividad arginisica se delinié como aquella que produce 1 mg
de urca después de 15 minutos de incubacién a 37 ¢ de un substrato 0.377 M
de arginina a pH 9.5; en higado representd la misma capacidad (expresada
como actividad especifica) previa activacién con MnCly, 0.1 M.

Una unidad de catalasa equivale a la actividad que destruye 1 mg de agua
oxigenada en 5 minutos de incubacién a 23 C, pH 7.0 v molaridad aniénica
de 0.05.

Una unidad de esterasa se define como la actividad necesaria para producir
i % 104 Eq. de acide por alicucta de ml. después de 1 hora de incubacién a
37 C de substrate 0.1 M de acctato de etilo ¢ 0.05 M de butirato de etile a
pH 7.4 y usando como indicador fenolftaleina, verde de malaquita v rojo de
metile,

La cortisona se utilizd en forma de acetato suspendida cn suero fisiolégico
o en Tris trihidroximetilaminometano a la dosis de 10 mg. intraperitoneales 3
dias antes de la intoxicacién y durante ¢l tiempo posterior a la misma {maximo:
4 dias).

El tratamiento estadistico de los datos luc indicado por Croxton2z ¥
Daniels. 28

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en suero e higado de ratas intoxicades con CCl, y
su comparacién con las tratadas previamente con acetato de cortisona intraperi-
ieneal se presentan en la Tabla | y en las graficas T y 11

Tanra 1

Actividad argindsica:

Horas post- Suero (unidades/100 mt): Higado {unidudes;
intoxicacidn {Cly solo; CCl 4+ cortisona: 2. de tejido seco)
Normales 0.51 762
6 11.10 (.98 421
12 7.0 129.03 486
18 70.11 195,97 61t
24 118.73 42.76 638
48 11.00 9.25 127
72 7.24 5.30 353

96 1.73 1.24 648
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Arginasa sérica (ratas)
unidades
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CGrArica I, Evolucién comparativa de la actividad argindsica sérica en ratas intoxicadas con
CCly (x——-X) y tratadas previamente con acctato de cortisona intraperitoneal {0——--0).
CCly intraperitoncal 0.1 cc./100 g. de peso,
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Grarica II.  Niveles de arginasa sérica v hepética en ratas intoxicadas con CCly intraperito-
neal (0.1 c.c./100 g. de peso).
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El estudic simultineo de orina y suero en conejos intoxicados con CCly, se
presenta en Ja Tabla 2 y en la grafica T11.

TarLa 2
Horas posi- Actividad argindsica: )
intoxicacion; Suero (unidades/100 mi): Orina (unidades/100 ml):
Normales 0.42 0.0
6 49.10 0.0
12 111.30 0.0
18 87.00 77.0
24 38.49 475.0
48 0.83 75.0
72 6.67 14.0

Los resultados obtenidos en la actividad de arginasa sérica v hepitica y las
variaciones del peso total del higado se presentan en la Tabla 3 y en las grificas
IV y V. (Ratas que recibieron 650 r}.

arginasa (conejos)
winaria sérica
—— shrica
!/\\ W e e UCMArta
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! \
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horas post_intoxicx.idn(c Cl{.)

Grarrea IT1. Excrecién urinaria de arginasa y niveles séricos en conejos intoxicados con CCL,
{0.075/100 g. de peso intraperitoneal).
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. TapLa 3
I
Acetividad argindsica: Peso del
Dias post-  Suera: Higado: higado;
irradiacién: (u/100 ml): % (u/g seco): e g: o
Normales 0.31 100 762 100 4.81 100
i 1.44 467 881 116 4.25 88
2 0.97 313 736 96 4,65 97
3 0.59 191 10062 152 4.63 96
4 0.78 252 843 111 4.02 84
5 6.91 2244 851 112 4.22 88
6 2.04 661 914 120 _ —
7 3.86 1252 405 53 3.62 75
8 2.90 943 345 45 3.87 a0
9 0.35 113 508 67 3.58 74
10 1.27 411 579 76 4,61 96
ARGINASA .
hepahea ponea
1, -—-Nepatica
looos (0 ~
So019 ~~ // \\ JE— "\
swele” N/ \
JoorT \
(1113 \ —
Soot 7
oot )
Joold
20012
1004 l/\_.______
o 1 2,35 4 5 6 7 & 9 10
Dias postirradiacién~650 r
(ratas)

Grarica IV, Efectos de las radiaciones lonizantes (rayos X} sobre la actividad argindsica
rn suero ¢ higado de ratas.
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204
IO.

0,3345'3-?_#5:'0
Dfas post-irradiacion ~ ¢so r (ratas)

Gririca V. Evolucién comparada de la actividad arginasica de higado y el peso hepitico
en ratas sometidas a 659 r de rayos X,

El efecto de la cortisona sohre la actividad catalasica de ratas intoxicadas con
CCly puede verse en la Tabla 4 y en las graficas VI vy VIIL.

TaprLa 4

Haoras post- Actividad Cataldsica: (unidades)
infoxicacidn COl soln: CCh 4 sortisona:
Normales 0.467 = 0.155 - B

6 1.367 £+ 0.697 e

12 0952 & 0142 1711 = 0.032

18 2.096 4+ 0973 3.284 *+ 0,074

24 1862 = 0718 3.224 = 0.036

48 2536 * 0.919 2.696 * 0613

72 0.641 = 0.328 0.668 + (.588

96 0573 £ 0.310 [




LESIGN HEPATICA EXPERIMENTAL

catalasa plasmitica (ratas)
untidades |
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Horas post-intoxicacidn

717

Grarica VI. Niveles plasmiticos de catalasa en ratas intoxicadas con GCly (0.1 c.c./100 g

de peso) intraperitoneal {x:

catalasa plasmdtica

Horas post-intoxicacidn

unidades —_
1 BICCY, +Cort;
0

@cci,

2

1 7

W/, /

o 6 12 8 24 4R 72 96

x) v tratadas previamente con acetato de cortisona (0——0).

Grarica VII. Ewvolucién comparativa de los niveles plasmiticos de catalasa en ratas intoxi-

cadas con CCly con ¥ sin cortisona.
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Los resultados en el grupo de ratas intoxicadas y sus controles Previos res-
pecto a la actividad esterdsica hacia el acetato de etilo se muestran en las graficas
VIII 'y IX asi como en la Tabla 5 que incluye la actividad sérica y hepatica; los
correspondientes a conejos que se sometieron al mismo procedimiento y en los
qQue se realiz6 la esterasa hacia el butirato de etilo amén de la acetilesterasa, tran-
saminasa glutimico-pirdivica y bilirrubinas, se encuentran en las graficas X v XI
y en la Tahla 6.

Tapra 5
Tiempo post- Actividad estevdsica (acetato de etilo) :
mtixocacion: No. No.
horas: casos! ~_Suero {unidades): casos: Higado: (actividad especifica)
Normales 61 i.46 = (.48 38 0.386 = 0.154
6 10 1.88 = 0.51 10 0.214 = 0.081
13 5 1,43 £ 0.24 5 0.228 + 0.0%4
18 11 191 = 1.82 11 0.145 & 0.077
24 20 222 £ 1.22 22 0180 = 0.121
48 9 1.08 = 0.22 7 0.155 = 0.026
72 5 1.68 = 0.98 5 0,133 * 0.050
96 5 1.45 = 058 5 0.166 * 0.037
TarLA 6
Horas post- FEsterasa sérica: Transaminasa Bilirrubina
intoxicacidn: AE (unidades}:  BE (unidades}: GP (u/ml): directa
{mg/100 mi).
Normales 1.05 1.17 124 0.09
f 2.36
24 4.19 15.78 522 0.16
48 2.69 11.28 322 0.30
72 0.76 1.37 422 .17
120 0.76 1.09 308 0.04

AE:  Actividad esterdsica hacia acetato de etilo.
BE: Aqtiwdad esterdsica hacia butirato de etilo,
Transaminasa GP: actividad de transaminasa ghutdmico-piravica.

Iscusion

Los resultados reportados para los 3 sistemas enzimaticos estudiados mues-
tran un patrén uniferme de variacién cuando se emplea el tetracloruro de car-
bono, i.e., un aumento muy rapido -—desde las primeras 6 horas— para alcan-
zar el miximo 2 las 18-24 horas v a partir de ese momento un descenso menos
pronunciado que el ascenso hasta llegar a niveles normales alrededor de las
96-120 horas post-intoxicacién. La variacién dentro de la misma especie fue
muy grande, tal como ha sido reportada por otros investigadores 24 y la tenden-
cia general fue la obscrvada para otras enzimas en los mismos animales. Su inter-
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Gririca VIII. Actividad acetilesterasica en suero de ratas intoxicadas con CCly (0.1 ce./
100 g. de peso).
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Gririca IX. Actividad acetilesterdisica en higado de ratas intexicadas con CCly {0.1 c.c./
100 g. de peso).
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unigdades :
7
6] .
5 -
41 .
3 . ) -
T . . Me20
2 ’ .
T’ . . M
17 - . .
o+ . -
" : *
.? -
08 24 48 72 219
Horas posr-mtoxmamén{(:(:["}

Gririca X. Actividad acetilesterdsica en conejos intoxicados con CCly (0.075 c.c./10D .
pesa) intraperitoneal,

pretacién, en unidn de los hallazgos histolégicos reportados en condiciones simi-
lares?5 es la siguiente: la accién de CCly se traduce, entre otras lesiones, por
necrosis del parénquima hepético, sin distribucién especial, que alcanza su maximo
a las 24 horas con regeneracidn ad integrum al cabo de 4-5 dias; por tanto, es
facil correlacionar la existencia de lesiones necréticas con fugas del contenido
celular hacta la circulacién, cuyos componentes persistirian en la circulacién el
tiempo suficiente para su excrecién o reaprovechamiento con lo que terminaria
¢l episodio patolégico. Las 3 enzimas mostraron un patrén muy similar y las
diferencias cuantitativas ohservadas: aumentos mucho mayores de arginasa en
relacién a catalasa y esterasas, son explicables en base a la mayor rigqueza en
arginasa, a su distribucidn intracelular (preferentemente mitocondrial} asi como
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al reaprovechamicnto de parte de la molécula de la catalasa (hierro) lo que
plantea condiciones favorables para una rapida eliminacién.

En el caso de la irradiacién, el patrén sérico fue muy diferente, en la enzima
estudiada; arginasa, se obtuvieron clevaciones muy discretas {comparadas con
las registradas después del CCly y el tiempo de maximo aumento fue tardio
(5¢ dia) ; lo reportado esta de acuerdo con el mecanismo de accidn de las radia-
ciones ionizantes y de su rapidez de accién a la dosis empleada (~— 630 r) y

Actividad esterasica (suero)
unidades
151
‘_"_‘-ﬂtilﬁtﬂa&a Bl
s——sbytirilesterasa TSGP |-
a-.atransaminasaGP  g/ml Pr;
*—hilirrublna o
directa 500‘0'3/
101 1
400102
~
~ &
N
5y .
™.
g ~. 200101
™~
™~
M 4
————— .
S e e —— —X
0 24 8 72 120
Horas post-intexicacidn {CCl, cenejos)
| . —
Cririca XI. Evoluciones en suero comparadas de: acetilesterasa {x— —x) ; butirilesterasa
(0—0); transaminasa glutdmico-pirbvica (&....4) ¥ bilirrubina “directa™ { -

aunque se obtienen aumentos desde el ler. dia después de la exposicidn, el maximo
coincide con el tlempo en que se registran muertes de animales sometidos a esa
dosis de radiacion.

Los resultados de las determinaciones hepaticas fueron muy ilustrativos: se
encontrd una relacién inversa que afirma el origen hepdtico de las enzimas circu-
lantes en el plasma; asi, el maximo de actividad enzimalica en suero y plasma
coincide con disminucién en el homogenado hepétice ya se trate de una intoxi-
cacién por CCl, o de una radiacion y es independiente de la clase de enzima,
£l grado de disminucién en parénquima hepético es muy similar (pucden bajar
hasta a un 206} aunque las clevaciones en suero difieran bastante; mayorcs en
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¢l caso de arginasa, lo que informa de un metaholismo diferente después de su
cscape, fendmeno independiente de la lesidn hepatica en si v que plantea la
posibilidad de un criterio adicional en la eleccién de los sistemnas indicadores para
juzgar de lesién organica; ie., anormalidad mayor a igualdad de agresién o de
lesién histoldgica,

Una de las vias légicas de eliminacién de esas cnzimas - -en situacidn anor-
mal es la renal; Kowlessar 26 Ia ha descrito para DNasas esplénicas ¥ en nuestro
estudio la hemos confirmado en el caso de arginasa pero no para esterasas, es muy
prebable que amén de las vias metabdlicas de aprovechamiento, intervengan fac-
tores tales como magnitud molecular e intcrrelaciones hormonales fque goblernan
su catabolismo {por le menos en el caso de la arginasa) o bien umbrales renales
como parecc suceder en el caso de arginasa ya que hay una secucncia similar en la
cxerecidn de orina con los niveles séricos en donde la diferencia estriba en la
secuencia cronolégica {12 horas de retraso en el caso de la actividad urinaria).

En el caso de la cortisona, su cfecto sobre los indices de magnitud necrdtica
fueron claramente en el sentido de un aumento; los niveles alcanzados tanto por
arginasa como por catalasa fueron definitivamente mas elevados gue en el caso
de una simple intoxicacién por CCl,y. Los reportes histolégicos acerca de un
retardo en la reaccién infiltrativa que se supone va a ser la responsable de Ia
reabsorcién del parénquima necrosado 27 pueden explicar los niveles mas elevados
de ambas enzimas sin nccesidad de recurrir a la explicacién de una reaceién
necrotica mas extensa. No podemos hacer ninguna inferencia con Ios datos obte-
nidos en relacién a la justificacién clinica para su empleo en episodios graves de
lesién hepdtica 28 29; resultados similarcs se han reportado muy recientementes
por Manso y Wroblewski3® en la hepatitis de ratones tratados con 17-hidroxicor-
ticosterona. Llama la atencién la disminucién en la dispersion de los valores
encontrados en el caso de la catalasa ya que en todos los casos tratades con ese
csteroide, la variacién se redujo exiraordinariamente como si hubiera habide un
efecto que se tradujera por una mayor uniformidad metabdlica. Cuando se ana-
lizé la normalizacién de los niveles de areinasa en los 2 grupos, se pudo observar
que, a pesar de que los niveles miximos [ueron difercntes, las lineas de ajuste
para senalar la disminucién de la actividad argindsica fueron paralelas lo que
indica sirmilitud en su desaparicién del plasma, es decir, mecanismos de catabo-
lismo indepiendentes de Ja lesién hepitica, y que, si hay retardo en la reaccién
infiltrativa del parénquima hepitico, ésta no debe ser muy tardia ya que la
normalizacién se efectia en el mismo tiempo en ambos grupos.

Los resultados en el capitulo de estcrasas son similares del todo a los discu-
tidos en arginasa y catalasa; llama la atencién la variacién entre las especies
animales empleadas: niveles muy elevados en conejos, moderados cn ratas v
nulos en perros, a pesar de que en las 3 especies mencionadas se acepta una
sensibilidad parecida para el hepatotéxico empleade. En esta serie se hizo un
estudio simultineo de transaminasa ghitimico-pirtvica v bilirrubinas, encontrin-
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dose que las alteraciones son paralelas y que se tienen solamente indicaciones en
otro departamento metabélico del mismo fenémeno: necrosis celular hepatica,
Las difcrencias encontradas segin Jas especies animales utilizadas no pueden
explicarse ¢n funcién de las enzimas de tipo esterasico que existen normalmente
en higado31 ya que en tante que las ratas tienen los 3 tipos de esterasas, en el
conejo la esterasa tipo B es una propionilesterasa y en el perro no se encucntra
la tipo B.

Parece que s¢ ha llegado al limite de utilizacién de sisternas enzimiticos como
arma diagnéstica para discriminar lesién orginica ya que los estudios de distri-
bucién enzimatica han sido practicamente agotados y no parcee que exista algin
otro sistema (como no sea adaptative) que haya cscapado a la acuciosa investi-
gacién realizada en los ultimos afios. Las diferencias que indudablemente debe
haber entre sistemas enzimaticos que derivan de difercntes érganos del mismo
individuo deben ser estudiados desde €l punto de vista inmunolégico y ya se han
hecho reportes 32 siguiendo csa orientacién en la que descansan las esperanzas
actuales para disponer de un medio gue permita un diagnéstico especifico de
lesién orgénica cn base a e¢xploraciones de gabinete.

RESUMEN ¥ CONGLUSIONES

Se estudiaron las variaciones de 3 envimas hepaticas: arginasa, catalasa y este-
rasas cuando animales diferentes (ratas, conejos y perros) fucron somectidos a
intoxicaciones con CCly a dosis hepatotoxica. Se analizaron los niveles de suero,
higado y en algunos casos orina. Los resultados fueron muy uniformes, en las 3
especies animales y con las 3 enzimas estudiadas, habiéndose encontrado aumentos
progresivos ¢n suero desde las 6 horas post-intoxicacién que alcanzaron un maximo
alrededor de las 20 horas para descender posteriormente y normalizarse al cabo
de 96 - 120 horas. La magnitud dc esas elevaciones fuc muy variable, en el caso
de la arginasa méis de 100 veces los valores normales; 15 veces en ¢l caso de
esterasas y menos de 8 con la catalasa plasmatica. Cuande se emplearon rayos X
como agenie agresor, las clevaciones fueron menos marcadas encontrandose que,
arginasa (la enzima estudiada) aumentd hasta 22 veces su valor original y que
dicha clevacién se presenté hasta el 5¢ dia post-irradiacién.

Los niveles enzimiticos de higado disminuyeron en el curso de la 1* fase
de intoxicacién y mostraron una relacién inversa con los valores en sucro; en la
fase de recuperacién histolégica (después del 2¢ dia) las enzimas hepaticas mos-
traron tendencia a la recuperacién en el caso de arginasa y permanccieron depri-
midas ¢n el caso de acetilesterasa.

La cortisona administrada en ratas a la dosis de 10 mg/100 g de peso, 3 dias
antes de la intoxicacién y durante el perfodo de estudio, se reflejé en valores
séricos o plasméaticos mas elevados de la cnzima con disminucidén y normalizacién
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de los mismos en tiempo similar al requerido por el control {intoxicacién simple
de GClg).

El estudio de las vias de excrecion sefiala que algunas enzimas vgr. arginasa,
pueden eliminarse por orina y explicar asi su desaparicién del torrento sanguineo;
los datos obtenidos sugieren cierto mecanismo de umbral para la eliminacién. En
el caso de acetilesterasa no hay excrecién urinaria.

Las esterasas estudiadas (acetil- y butilesterasas) mostraron cualitativamente
el mismo patrén pero grandes diferencias scgin las especies utilizadas, hecho que
no puede cxplicarse satisfactoriamente atendiendo sélo a la distribucién especial
de los animales empleados. La actividad hacia butirato de etilo fue sicmpre mis
marcada que la corrcspondiente para acetato de ctilo a pesar de las limitaciones
que impuso en la concentracién del substrato la solubilidad del ler. éster.
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COMENTARIO AL TRABAJO DEL DR. KUMATE

Dr. RoperTo Liamas

L TETRACLORURO de carbono es uno de los agentes hepatotéxicos mejor co-
nocides y mas ampliamente utilizados en los trabajos experimentales. Las
alteraciones histologicas del higado, producidas por esta substancia, han sido fre-
cuentemente sefialadas, Myren, en 1956, hizo una minuciosa descripcién de las
mismas y afirma que Jo dominante no son las lesiones centro-lobulillares como
generalmente se acepta, sine las medio-lobulillares v es sobre todo importante el
hecho de que tales lesiones hepaticas parecen debidas a factores vasculares; en
efecto, inmediatamente después de la inyeccién intraesplénica del téxico, aparecen
en la superficie del higado trastornos circulatorios focales facilmente visibles, con
produccién de hemorragias algunas veces. En las regiones centro v medio-lobuli-
llares se observa tumefaccion celular, hipocolorabilidad citoplasmica, desintegracién
nuclear y los sinusoides se ven irregularcs y parcialimente alterados. Posteriormente
aparece una corona medio-lobulillar de grandes células tumefaclas, muv claras,
con nicleos atréficos, lo que se considera caracteristico de esta intoxicacion, pero
la regién centro-lobulillar permanece normal hasta 24 horas despucs de adminis-
trada la substancia. Desde el punto de vista histoquimico se ven lipidos sudanéfilos
en la regidn medio-lobulillar desde antes de las dos horas y la actividad de la
deshidrogenasa succinica se reduce en las zonas afectadas.

El efecto del tetracloruro de carbono es constante en ¢l hombre y ¢n la mayor
parte de las especies animales y habia sido sefialado, por Lake, que el mono es
resistente a este toxico; de los estudios de Aterman se deduce que el mono reac-
ciona en forma igual y que se provocan las mismas medificaciones hepaiticas, con-
sistentes fundamentalmente en infiliracién grasa v en alteraciones de las pruebas
funcionales de esta glandula,

* Leido cn la sesién ordinaria del 24 de junio de 1959.
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Los procesos de desintegraciéon celular en el higado, provocados por el tetra-
cloruro de carbono, son capaces de liberar enzimas que habrin de pasar a la
circulacién, como ha sido sefialado en el trabajo del Dr. Kumate, cuyo comentario
tengo el gusto de hacer cn estos momentos, al mismo ticmpo que la correspondiente
actividad enzimitica en este érgano no se deprime. Asi por ejemplo, la deshidro-
genasa succinica y la succine oxidasa sc rnuestran menos activas en el tejido
hepitico de las ratas tratadas con tetraclorure de carbona inyectado por via intra-
peritoneal, como ha sido demostrado por Zoelner y Raisich. Otro tanto acontece
con las esterasas, cuya reaccién practicamente desaparcce en el higado de anima-
les intoxicados con esta substancia, segtin sefalan Verne y Col.

5i bien la salida de sistemas enzimaticos a la circulacién aparece come un
fendmeno casi constante, debe sefialarse que los estudios de Brauer v de Root
demuestran que la capacidad del suero de ratas intoxicadas con tetracloruro de
carbono, para hidrolizar la acetil-colina, disminuye notablemente. Lamotta y
Col,, recuerdan que la colino esterasa, responsable de esta hidrolisis, es una alfa
globulina sintetizada en el higado y encuentran que la actividad enzimatica en el
suero se deprime en sujetos con lesién hepitica extensa, lo que establece una
interesante analogia entre la intoxicacién per tetracloruro de carbone y las lesio-
nes hepaticas producidas en el curso de la hepatitis. Por lo que se refiere al estudio
comparativo entre el valor diagnéstico de las determinaciones de transaminasas
y de aldolasa séricas, nos parece interesante el trabajo de Schwarzmann, en ¢l
que sc asienta gue la actividad transamindsica aumenta considerablemente cn las
hepatitis, pero que también aumenta, aunque en menor grado, en las ictericias
mecanicas con dafio hepatocelular, en la cirrosis con insuficiencia hepatica y en
algunos canceres del higado, lo que hace que su valor diagnéstico sca limitado;
por lo contrario, la aldolasa aumenta solamente en la hepatitis, per lo cual su
determinacién parece mis valiosa en lo que se refiere al diagnsético.

En opinién de Molander y Col., las afecciones hepaticas, no importa cual sea
su naturaleza, pero siempre que sc necrosen o ataquen zonas importantes, provocan
elevacién de las transaminasas séricas, Cuando las células se regeneran, los valores
vuelven a Ja normalidad. Segin cstos autores, no existe correlacién constante entre
estos cambios en la actividad enzimatica y las modificaciones de otras pruebas del
funcionamicnto hepatico,

De acuerdo con lo encontrado por Sterkel y Col., por otra parte, parece llegar-
se a la conclusién de que la determinacién en el suero de otra enzima hepética,
o sea la deshidrogenasa isocitrica, es valiosa tatubién para establecer el diagnéstico
diferencial entre padecimientos hepaticos, ya que su aumento se produce sobre
todo en la hepatitis aguda.

En el trabajo del Dr. Kumate se introduce una variante que consideramos de
importancia: la cortisona; probablemente la razén que lo indujo a experimentar
con esta hormona cortical es la afirmacién de que el estereide mejora los cuadros
clinicos de hepatitis y de coma hepitico, mediante mecanismos ain poco conoci-
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dos v que también parece influir, en forma semejante, sobre el dafio hepitico
producido por el tetraclorure de carbono.

Con respecto al valor terapéutico de la cortisona en los padecimientos hepa-
ticos como la hepatitis, el coma hepdatico y la cirrosis, nuestra impresion personal
es negativa; con su cmpleo se logra frecuentemente que la ictericia disminuya,
aparece euforia, el apetito mejora vy se llcgan a clevar las cifras de proteinas plas-
méticas; pero la influencia que tiene sobre las pruebas de funcionamiento hepa-
tico y sobre la marcha general del padecimiento, es practicamente nula. En el
trabajo de Zoeckler se llega a conclusiones semejantes a las que hemos expre-
sado: al ser tratade un grupo de cirrdticos con cortisona, se encontrd que esta
substancia ejerce cfecto benéfico sobre las proteinas del plasma pero que carece
de efectos especificos sobre las pruebas de funcionamicnto hepatico.

Webster v Davidson mencionan que siete cirrdticos en precoma hepatico reci-
bieren cortisona ¢ hidrocortisona a dosis elevadas, cuatro mejoraron temporal-
mente, pero {allecieron al igual que los otros tres pacientes que no ¢xperimenta-
ron esta dudosa mejoria. Spellberg tratd dicz pacientes en coma hepaico, de éstos,
tres se recuperaron, aunque no sabemos exactament cuil fue su futuro mediato.
Iuci relata el hecho de que dos pacientes en coma hepitico con hepatitis, trata-
dos con certisona, curaren con normalizacién de las pruebas de funcionarmiento
hepdtice y de la imagen histoldgica. Es posible, afirma, que la cortisona inhiba la
reaccidn inflamatoria en el higado permitiendo el proceso de reparacion.

Segtin el Dr. Kumate, la cortisona eleva ain mas la actividad, en el sucro, de
lag enzimas arginasa, cailalasa y esterasa, de les animales intoxicados con tetra-
cleriire de carbene. 8i sc establece como analogia que ¢l aumento de la actividad
enzimdtica en el suero representa escapes originados por la desorganizacién y el
dafio celular provocados en el higado por el téxico empleado, o por factores
virales en las hepatitis, o por las alteraciones anatdmicas producidas por el alcohol
v por las carencias proteinicas en la cirrosis alcoholo nutricionales, cabria esperar,
a priori, que algunas substancias con caracteristicas anti-inflamnatorias como la
cortisona fucse capaz, cn teoria, de favorecer los procesos de reparacién celular,
inhibendo este escape cnzimdético cuya magnitud pucde considerarse paralela a la
magnitud del dafio hepético, Hamésele reaccidn inflamatoria o necrosis. Tengo la
impresién de que el Dr. Kumate esperaba este resultado por ser el que parece
logico a primera vista. El resultado fue opuesto. ;No sucederd lo mismo en los
casos de hepatitis, de coma hepatico o de crrosis? ;No serd este hecho la expre-
sion de la ineficacia de la cortisona o guizi de algun cefcecto perjudicial?

Después de formularme estas preguntas me enteré del trabajo de Manso y
Cal., quienes estudiaron el efecto producido por la hidrocortisona, ¢n ratones nor-
males v en ratones con hepatitis experimental, sobre la actividad enzimatica en el
plasma, de las transaminasas glutimico pirGvica y glutamico oxalacética deshi-
drogenasa lactica y glutation reductasa,

En los animales normales la actividad no se modifica al inyectarse hidrocor-
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tisona, pero en ratones con hepatitis se produjo aumento imporiante. Seplin estos
autores, si la actividad enzimitica del suero es indice de la gravedad del padeci-
miento viral, s¢ deduce que la hidrocortisona puede cjercer efectos perjudiciales
sobre la marcha natural de esta infeccién producida experimentalmente.

La investigacién de la fuga enzimatica de arginasa, catalasa y csterasas deberd
hacerse también en enfermos con hepatitis y cirrosis; hay muchos antecedentes al
respecto en lo que se refiere a otras enzimas; debera investigarse también el efecto
de la cortisona sobre dicho escape, relaciondndole con datos de orden clinico v
con las pruehas de funcién hepatica.

En lo que se refiere al efecto de la cortisona sobre fa intoxicacion con tetra-
clorure de carbono, diversas investigaciones sefialan que ejerce accién protectora,
Vorhaus y Col., encuentran que esta hormona protege ligeramente al higado, a
juzgar por el resultado de estudios histolégicos. Hotfman y Col., ya mencionados
por Kumate en su trabajo, encuentran también que la cortisona ticne marcado
efecto sobre la regeneracién de las lesiones hepaticas, reduce el namero de mitosis,
disminuye la sintesis de acidos nucléicos y disminuye el grado de los fendmenos
inflamatorios. Estos hechos parecen contradictorios, porque habria que esperar,
a priori, que la cortisona, agregada al tetraclorurc de carbono, disminuyera la
fuga enzimitica, como expresion de los cfectos anti-inflamatorios de la hormona.
No pretendemos discutir en este momento las explicaciones posibles de este fend-
meno, pero si consideramos que reviste importancia.

En el trabajo de Post y Col,, se estudia el efecto de otra hormona, o sca de la
hormena de crecimiento, sobre la intoxicacién aguda por tetracloruro de carbono;
se produce, con su empleo, aumento notable de las reacciones inflamatorias, mayor
infiltracién celular v mayor respuesta regenerativa, medida ésta por el aumento
en el nimero de mitosis y por el aumento en la sintesis de dcidos nucléicos. Estos
efectos parecen contrarios a los obtenidos con la cortisona, y seria deseable inves-
tigar las modificaciones del escape enzimético cn animales intoxicados con tetra-
cloruro de carbono a los que se les administre hormena somatotréfica.

El efecto de las radiaciones sobre la actividad enzimatica del suero ha sidoe
estudiado y en lo que se refiere a la transaminasa glutimico oxalacética. Kessler
y Col., encuentran aumento ¢n el conejo a las cinco horas de aplicada la irradia-
¢ién y normalizacién al cabo de 49 horas. El Dr. Kumate relata hallazgos seme-
jantes cn el case de la arginasa, con la diferencia de que el aumento de actividad
se produjo mucho mas tardiamente, es decir, hasta el 5 dia después de la
irradiacion.

Como conclusién, nos es grato afirmar que el trabajo del Dr. Kamate revela
la madurez que ha alcanzado en este dificil campo de la investigacién y estamos
seguros de que no tardardn mucho en aparecer otras contribuciones importantes
suyas, particularmente en el terreno de la inmunoquimica 2 la que €1 se dedica.

Tan sélo nos resta felicitarle v darle la mas cordial bienvenida como miembro
de esta ilustre corporacidn.
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