HISTOLOSKE I HISTOHEMIJSKE PROMENE U JETRI PACOVA
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Ispitivane su histoloske i histohemijske promene u jetri pacova tretiranih gentamicinom i
enalaprilom.

U eksperimentalnoj grupi Zivotinja (10 pacova) tretiranih gentamicinom u dozi od 100
mg/kgTT/24 h i enalaprilom u dozi od 1 mg/kg/TT/24 h u toku 8 dana, nadeno je da su u svim
lobulusima jetre promene bile skoncentrisane na periportnu i intermedijarnu zonu. U citoplazmi
ovih hepatocita nadene su manje masne kapi koje potiskuju jedro i rub citoplazme ka ¢elijskoj
membrani. Istovremeno je bila prisutna retka acidofilna degeneracija hepatocita. Redukcija
glikogena (+) kod eksperimentalne grupe pacova bila je proporcionalna distribuciji mikro-
kaplji¢aste masne promene. U intaktnoj perivenularnoj zoni acinusa glikogen je naden u vecoj
koli¢ini (++).

Kod kontrolne grupe zivotinja (10 pacova) tretiranih fizioloskim rastvorom (I ml/kg
TT/24 h), bila je prisutna jasna lobularna grada jetre. Svi hepatociti bili su poligonalnog oblika,
ruzicaste citoplazme i centralno ili paracentralno lokalizovanog jedra. Razlika u gradi perivenu-
larne, intermedijarne i periportne zone nije bila uocljiva. Hepatociti kontrolne grupe pacova
imali su trabakularni raspored sa sinusoidalnim kapilarima izmedu njih, koji su pokriveni
glatkim endotelnim i Kupffer-ovim ¢elijama koje su ovoidnih jedara i izrazito svetle nukleo-
plazme. Glikogen je biodeponovan u ¢itavoj citoplazmi u vecoj koli¢ini (+++), u vidu purpurno
crvenih granula. Distribucija glikogena po zonama bila je uniformna.

Nastale histoloske, odnosno mikromorfoloske promene na hepatocitima, odrazile su se
na remecenje brojnih funkcija jetre, pre svega, na njenu ulogu u metabolickim i detoksikacionim
procesima. Efekti primenjenih lekova, bilo direktno ili indirektno (preko stvorenih metabolita),

ispoljili su se u vidu degenerativnih i reaktivnih zapaljenjskih promena.

Na osnovu dobijenih rezultata komparativnog proucavanja histoloskih i histohemijskih
promena, moze se zakljuciti da postoji znacajna korelacija izmedu aplikacije gentamicina i
enalaprila i navedenih promena. Acta Medica Medianae 2004, 43(2): 19-22.
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Uvod

Delovanje razlic¢itih hepatotropnih i1 hepato-
toksickih supstanci (lekovi, toksi¢ne materije, virusi)
dovode do mikromorfolo$kih, ultrastrukturnih i funkci-
onalnih promena i poremecaja jetre.

Jetra ima vaznu detoksikacionu ulogu kako od
toksi¢nih materija koje se stvaraju u toku normalnog
endogenog metabolizma, tako i od onih koje dolaze u
organizam spolja, najces¢e preko digestivnog trakta.
Glavna lokalizacija ove funkcije je u glatkom endopla-
zmatskom retikulumu (sER), zahvaljuju¢i njegovom

www.medfak.ni.ac.yu/amm

enzimskom sistemu. Detoksikaciona funkcija jetre

se odnosi na mnoge lekove, toksi¢ne materije,
alkohol, bilirubin, morfijum, steroidne hormone i dr.
Kao posledica aktivacije detoksikacionih procesa u
hepatocitima  javlja se  hiperplazija  glatkog
endoplazmatskog retikuluma.

Vecéina procesa detoksikacije odvija se u
mikrozomima hepatocita u kojima se nalaze enzimski
sistemi odgovorni za biotransformaciju toksickih
materija i bioloski aktivnih jedinjenja. Detoksikacija se
odvija procesima oksidacije ¢ime se neutraliSe ¢itav niz
organskih i neorganskih jedinjenja, procesima redu-
kacije kada se neorganska i organska toksi¢na jedi-
njenja pretvaraju u manje toksi¢na, procesima
konjugacije kada se stvaraju estarska jedinjenja.

Vecéina unetih lekova u organizmu se hemijski
menja i izluCuje u obliku jednog ili vise metabolickih
produkata. U metabolisanju nekih lekova mogu se
stvoriti 1 metaboliti takve toksi¢nosti da posledi¢no iza-
zovu hepatotoksicni efekat (1).
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Eksperimentalne i klinicke studije pokazuju da
antihipertenzivni lek enalapril pokazuje nezeljene far-
makodinamske efekte u vidu hepatotoksi¢nog delo-
vanja. Citotoksi¢nost enalaprila posledica je smanjenja
detoksikacionih sposobnosti putem konjugacije sa glu-
tationom (2,3).

Primena antimikrobnih lekova, posebno amino-
glikozidnog antibiotika gentamicina moze dovesti do
povecanja vrednosti bilirubina i kreatinina u serumu,
$to ukazuje na prolazno funkcionalno ostecenje jetre.

Cilj istrazZivanja

Cilj istrazivanja je da se sagledaju histoloske i
histohemijske promene u jetri pacova tretiranih genta-
micinom i enalaprilom.

Materijal i metode

Studija je obuhvatila analizu 20 laboratorijskih
belih pacova Wister soja, oba pola, telesne mase 250 do
300 g. Eksperimentalne Zivotinje su podcijene u dve
eksperimentalne grupe, od kojih je jedna sluzila kao
kontrola. Ispitivanoj eksperimentalnoj grupi intraperi-
tonealno je aplikovan Gentamicin u dozi 100 mg/kgTT/
24 casa i Enalapril u dozi od | mg/kgTT/ 24 Casa u tra-
janju od 8 dana. Kontrolnoj grupi intraperitonealnc je
aplikovan fizioloski rastvor u dozi od I ml/kgTT/ 24
¢asa. Sve zivotinje su zrtvovane 9. dana od pocetka eks-
perimenta.

Za mikromorfolo§ko ispitivanje isecci jetre ek-
sperimentalne, kao i kontrolne grupe pacova, fiksirani
su u 10% rastvoru formaldehida. Nakon rutinske obra-
de tkiva u autotehnikonu i kalupljenja u parafinu pra-
vljeni su laboratorijski preseci debljine 5 mikrometara.
Preseci su bojeni slede¢im metodama:

1. Klasi¢na (HE) metoda za ispitivanje histolos-
kih promena.

2. Histohemijska metoda za verifikaciju nadenih
histoloskih lezija i to:

PAS - za bojenje deponovanog glikogena.

Odredivanje sadrzaja glikogena obavljeno je se-
mikvantitativnom metodom, tako $to je njegova no-
rmalna koli¢ina oznaCavana sa (+++), smanjenje I
stepena sa (++), smanjenje II stepena sa (+/-), a
potpuno odsustvo sa (-).

Rezultati rada

Analiza jetre kod kontrolne grupe Zivotinja

a) Histoloske karakteristike jetre

Prisutna je jasna lobularna grada jetre: u centru
lobulusa je centralna vena, dok je na periferiji prisutan
portalni ili Kiemanov interlobulusni prostor. Svi hepato-
citi su poligonalnog oblika, ruzicaste citoplazme i cen-
tralno ili paracentralno lokalizovanog jedra (slika 1).
Razlika u gradi perivenularne, intermedijarne i peri-
portne zone nije uocljiva. Hepatociti imaju trabakularni
raspored sa sinusoidalnim kapilarima izmedu njih. Ovi
kapilari su pokriveni glatkim endotelnim i Kupffer-ovim
¢elijama, ovoidnih jedara i izrazito svetle nukleoplazme.
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b) Histohemijska detekcija glikogena

Glikogen je deponovan u ¢itavoj citoplazmi, u vecoj
koli€ini (+++), u vidu purpurno crvenih granula (slrta
2). Distribucija glikogena po zonama je
uniformna.
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Slika 2. Purpurno crvene guste granule u celoj citoplazmi
hepatocita, PAS x 200

Analiza jetre kod eksperimentalne grupe Zivotinja

a) Histoloske karakteristike jetre

U svim lobulusima jetre promene su skonce-
ntrisane na periportnu i intermedijarnu zonu: u
citoplazmi ovih hepatocita nalaze se manje masne kapi
koje potiskuju jedro i rub citoplazme ka celijskoj
membrani. Istovremeno je prisutna retka acidofilna
degeneracija hepatocita (slika 3).

Slika 3. Mikrokapljicasta masna promena n hepatocitima
periferne i intemedijarne zone, PAS x 100
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b) Histohemijska detekcija glikogena

Redukcija glikogena (+) je proporcionalna
distribuciji mikrokaplji¢aste masne promene (slika 4).
U intaktnoj perivenularnoj zoni acinusa glikogen je
naden u vecoj koli¢ini (++).
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Slika 4. Slaba PAS reakcija (+) u hepatocitima sa masnom
degeneracijom, PAS x 400

Diskusija

Intraperitonealna aplikacija gentamicina i ena-
laprila u odredenim dozama pacovima Wister soja u
naSem eksperimentu izazvala je Citav spektar histo-
loskih lezija u jetri. Nastale histoloske, odnosno mikro-
morfoloSke promene na hepatocitima, odrazile su se na
remecenje brojnih funkcija jetre, pre svega, na njenu
ulogu u metabolickim i detoksikacionim procesima.

Ove promene dovele su i do remecenja procesa
sinteze enzima i strukturnih proteina. S obzirom da
hepatociti za ove funkcije koriste enzimske sisteme koji
su u najveéem procentu (60%) lokalizovani u
mitohondrijama (4), to je velika mogucnost da se pod
dejstvom hepatotoksi¢nih supstanci ovi enzimski
sistemi oStete ili poremete, ¢ime se u znatnoj meri
remeti homeostatska uloga jetre u organizmu. Efekti
primenjenih lekova, bilo direktno ili indirektno (preko
stvorenih metabolita), ispoljili su se u vidu degenera-
tivnih i reaktivnih zapaljenjskih promena. Navedene
promene na hepatocitima nisu specifiéne i spadaju u
lakSe lezije jetre. Naime, kratkotrajno delovanje
hemijskih, toksi¢nih ili drugih supstanci izaziva mutno
bubrenje i vezikularnu degeneraciju hepatocita. Ovi
efekti su posledica oSteCenja mitohondrija, sinteze
ATP-a, a samim tim i nedostatka energije za aktivnost
membranske ATP-aze. Na ovaj nacin je omoguéeno
ulazenje jona Na i vode u citoplazmu hepatocita, zbog
Cega bubre strukturni proteini (mutno bubrenje), a u
kasnijoj fazi i matriks organela, uz degranulaciju
rapavog endoplazmatskog retikuluma (rER).

Na nasem eksperimentalnom materijalu najveca
zastupljenost histoloskih promena u vidu acidofilne
degeneracije i mikrokapljiCaste masne promene ugla-
vnom je bila prisutna u intermedijarnoj zoni acinusa,
mada su ove promene nadene i u periportnoj zoni.
Periportna zona acinusa je dobro snabdevena kiseo-
nikom i hranljivim materijama iz portalne vene i
hepaticne arterije, te je zbog toga relativno zasti¢ena u
odnosu na dve ostale zone (5). Medutim, rezultati naseg

eksperimentalnog rada pokazali su prisustvo navedenih
mikromorfoloskih promena i u periportnoj zoni
acinusa, $to se moze povezati sa brzom distribucijom
aplikovanih doza dalih lekova do ove zone acinusa i
ispoljavanja njihovog hepatotoksi¢nog efekta.

Hepatotoksicnost enalaprila povezana je sa sma-
njenjem konjugacije sa glutationom. Eksperimentalni
radovi i toksikoloska ispitivanja (2,3) pokazala su da
davanje ovog leka kulturi hepatocita pacova izaziva
dozno-zavisno smanjenje glutationa unutar celija i
gubitak varijabilnosti hepatocita koje nastupa veoma
brzo, ve¢ nakon 6 do 8 sati. Citotoksi¢nost enalapril
maleata najverovatnije je posledica smanjenja deto-
ksikacionih sposobnosti putem konjugacije sa gluta-
tionom. Prema ispitivanjima, pretretman induktorima
citohroma P - 450 povecava hepatotoksi¢no delovanje,
dok davanje inhibitora ovog enzima smanjuje hepato-
toksi¢nost enalaprila (6).

Potencijalna toksicnost gentamicina ispitivana je
preko urinarnog izlu¢ivanja alanin aminopeptidaze kao
indikatora potencijalne toksi¢nosti, hidrosolubilnog
metabolita, povecane aktivnosti, koji se izlu¢uje putem
bubrega (7).

Histoloske promene kod eksperimentalne grupe
pacova uslovile su depleciju glikogena, posebno gde su
zastupljene mikrokaplji¢aste masne promene.

Na naSem eksperimentalnom materijalu smanje-
nje glikogena kod eksperimentalne grupe pacova je
proporcionalno stepenu morfoloskih promena na hepa-
tocitima. Aplikacija datih lekova dovodi do smanjenja
metabolizma glikogena. Zbog toga je smanjenje gliko-
gena najizrazenije na hepatocitima gde su promene
difuzne sa dominantnim masnim i mikromorfoloskim
promenama.

Gubitak glikogena u depoima jetre oznaCava
smanjenje detoksikacione uloge hepatocita, postoje isti
iscrpljen zbog njihove povecane aktivnosti u procesu
detoksikacije.

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata iz eksperimenta-
Ine i1 kontrolne grupe zivotinja, moze se zakljuciti da
gubitak glikogena u depoima jetre oznacava smanjenje
detoksikacione uloge hepatocita, posto je isti iscrpljen
zbog njihove povecéane aktivnosti u procesu detoksika-
cije. Ove promene u sadrzaju glikogena bile su propor-
cionalne distribuciji mikrokaplji¢aste masne promene
uz istovremeno prisustvo acidofilne degeneracije hepa-
tocita. Deplecijom glikogena moze se objasniti i proces
obnove energije (glikogenoliza) jetrine ¢elije potrebne
za procese detoksikacije.

Na osnovu dobijenih rezultata komparativnog
proucavanja histoloskih i histohemijskih promena,
moze se zakljucCiti da postoji znacajna korelacija
izmedu aplikacije gentamicina i enalaprila i navedenih
promena. Stoga, autori smatraju da bi pri indikaciji
lekova iz grupe antihipertenziva kao Sto je enalapril i
lekova iz grupe aminoglikozida kao $to je u nasem
slucaju gentamicin, trebalo imati u vidu i neZeljene
efekte ovih lekova na jetru.
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HISTOLOGICAL AND HISTOCHEMICAL CHANGES IN
THE LIVER OF RATS TREATED BY GENTAMICIN AND
ENALAPRIL

Nenad Stojiljkovic. Dragoljub Jovanovic, Slavimir Veljkovic, Goran Rankovic, Voja
Paviovic, Dragan Radovanovic and Milan Stoiljkovic

We have examined histological and histochemical changes in the liver of rats treated by

Gentamicin and Enalapril.

Using the experimental group of animals (10 rats) treated by Gentamicin in the dosage of
100 mg/kg BW/24" and Enalapril in the dosage 1 mg/kg/BW/24" during the period of 8 days, it
was found that in ali lobuluses of the liver, changes were concentrated around periportal and in-
termediary zones. In the cytoplasm of these hepatocytes small fatty drops were found, so that
they suppressed the nucleus and the borders of cytoplasm towards the cell membrane. Simulta-
neously, rare acidophilic hepatocyte regeneration was present. Glycogen reduction (+) in the ex-
perimental group of rats was proportional to the distribution of the changes characterized by
fatty micro-drops . In the intact perivenular zone of acinus, larger quantities of glycogen were

found (++).

In the control group of animals (10 rats) treated by physiological solution
(1 ml/kg/BW/24) a clear lobular composition of the liver was present. Ali hepatocytes were po-
lygonal in shape, their cytoplasm was pink and the localization of their nucleus was central or
paracentral. There was no noticeable difference in the form of perivenular, intermediary and
periportal zones. Control group hepatocytes were organized trabecularly with sinusoidal capil-
laries in between, covered with smooth endothelial and Kupfer's cells, characterized by ovoid
nuclei and distinctively light nucleoplasm. Glycogen was deposited in the entire cytoplasm in
substantial amounts (+++), in the shape of purple-red granules. Glycogen distribution was uni-

form in ali zones.

The histological or micro-morphological changes in hepatocytes caused numerous liver
dysfunctions, which primarily included the liver's role in metabolic and detoxication processes.
The effects of drugs applied either directly or indirectly (via metabolites created) resulted in
degenerative and reactive burn changes. The results of a comparative study of histological,
histochemical and biochemical changes point to the conclusion that there is a significant
correlation between the application of Gentamicin and Enalapril and the changes mentioned

above. Acta Medica Medianae 2004; 43 (2): 19-22.

Key words: liver, Gentamicin, Enalapril



