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RESUMEN 

Con este trabajo se pretende contribuir a la línea de investigación 
que estudia la inhibición de la carcinogénesis química con diversos 
z gentes, entre ellos la cicloheximida. 

Hasta el momento, los resultados public2dos en la literatura precedente 
se refieren únicamente a los efectos causz:dos por la toxicidad aguda 
de este antibiótico. En nuestro estudio presentamos l;:s alterzciones 
observad2s en el híg2do y en el páncrezs tras la administración de 
cicloheximida en dosis que producen una intoxicación sub2guda tratando 
de correlacionarlas con la perturbación bioquímica subyacente. Igual
mente describimos la rest;rnración de estas lesiones celulares tras la 
supresión del antibiótico. 

En el curso de una serie de trabajos 
sobre la inhibición de la carcinogénesis 
hepática inducida por la dietilnitrosa
mina, hemos estudiado el efecto, entre 
otros agentes, de la cicloheximida 1• Exis
ten en la bibliografía algunos trabajos, 
puohcados recientemente sobre la toxici
dad aguda de este antibiótico 33 · 12. 34 , 3s, 

pero no hemos encontrado datos rela
tivos a los efectos de la intoxicación sub
aguda o crónica. 

La cicloheximida (CHX) es una glutari
mida producida por el Streptomyces gri
seus que ha sido ampliamente investiga
da en relación con la inhibición de la 
síntesis de proteína en una gran varie
dad de experimentos in vitro e m 

vivo 2• 3 • 6 • 21 • Su acc1on parece deberse a 
una inhibición de la transferasa II y a 
un bloqueo simultáneo de la desagrega. 
ción polisomal, produciendo una suspen
sión casi total de la incorporación de 
timidina en el ADN durante la fase S 
y en la rase u-L, ae ía 
síntesis de proteínas medida por la incor
poración de leucina marcada 35 pero sin 
que se haya descubierto interferencia al
guna con la síntesis del ARN 31

. 

En el presente trabajo se describen las 
alteraciones observadas en el hígado y 
páncreas tras la administración de CHX 
en dosis que inducen una intoxicación 
subaguda y la restauración de ' lesio
nes celulares así provocadas tras ic Sil-
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preswn del antibiótico. De este estudio 
se desprenden datos interesantes relati
vos a la correla.ción entre la perturba
ción bioquímica y la morfología ultraes
tructural de un proceso de injuria celular 
y su reparación. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Se emplearon dieciséis ratas macho de 
raza Wistar de 180 g de peso, mante
nidas en jaulas individuales en las con
dicwnes ordinarias del criadero. Reci
bieron alimentación en forma de pienso 
compuesto de roedores con un contenido 
proteínico bruto del 21 % . 
La CHX fue administrada por vía intra
peritoneal, durante 8 días, a razón de 
0,1125 mg por Kg de peso del animal y 
día. La solución se preparaba, inmedia
tamente antes de su aplicación, en suero 
salino. Esta dosis fue elegida como dosis 
sub:iguda, por demostrar en experiencias 
preliminares, usando diferentes niveles 
de dosis (1/3, 1/6, 1/12 y 1/24 de h 
DLsn) que inducía cambios celulares in
tensos que no se acompañaban de ne
crosis celular (0,1125 mg/Kg de peso del 
animal equivalen a 1/12 de la DL.SD. se
gún la estimación de Gottlieb ). Dos ani
males murieron el día 9 y no han sido 
inciuidos en este estudio. Los restantes 
fueron sacrificados por decapitación, dos 
cada día, entre los días 6 y 13 del co
mienzo de la experiencia, después de un 
período de ayuno de 16 horas. 

Inmediatamente después de la muerte se 
pesaron los hígados y se tomaron frag
mentos de hígado y páncreas para el exa
men electromicroscópico (procedimiento 
de rutina, con fijación en glutaraldehido
cacodilato, postfijación en osmio, inclu
sión en Epon 812, contraste con acetato 
de uranilo e hidróxido de plomo) y para 
microscopia convencional (fijación en 
formol y Carnoy, cortes de parafina a 
5 µ y tinción con hematoxilina-eosina, 
cresil violeta, verde de metilo-pironina y 
PAS-hematoxilina). 

RESULTADOS 

El peso de los animales no mostró va
riaciones a lo largo de todo el experi
mento. El peso del hígado de los anima
les sacrificados entre los días 6 y 9 de 
comenzado el experimento estaba redu
cido en un 30 % con respecto al peso 
calculado según la regla de Grisham 11 , 

recuperando valores normales al final de 
la experiencia. 

Los hallazgos en los animales sacrifica
dos entre los días 6 y 9 eran muy seme
jantes y serán descritos en conjunto bajo 
la denominación de fase de intoxicación. 
A partir del día l O y hasta el término 
del período experimental, los cambios 
observados son indicativos de un resta
blecimiento de la morfología normal y 
se incluyen colectivamente bajo la desig
nación de fase de recuperación. 

Hígado 

Fase de Intoxicación. La arquitectura lo
bulillar general no se ha alterado. Llama 
la atención la reducción del volumen ci
toplásmico de los hepatocitos, de tal ma
nera que el número de núcleos por uni
dad de superficie aparece fuertemente 
elevado. En la porción central del lobu
lillo, los sinusoides son más anchos que 
lo normal. Los núcleos celulares presen
tan una cuestionable disminución del vo
lumen, pero los nucléolos parecen más 
grandes y numerosos. En el citoplasma, 
la basofilia ha perdido la disposición ca
racterística en grumos y aparece difusa
mente distribuida. El glucógeno está pre
sente sólo en mínimas cantidades y limi
tado a las células de la periferia lobuli
llar. En los cortes semifinos de 1 µ co
loreados por el azul de metileno se ob
serva frecuentemente una intensa vacuo
lización de las células hepáticas del centro 
lobulillar, formada por extensos espacios 
vacíos ópticamente en el borde vecino al 
espacio de Disse. El citoplasma aparece 
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Fig. 1, A. Fase de intoxicación. B. fase de recuperación. Cmtes de lµ, (E pon, azul 
de metileno). Se ap1recian las diferencias de tamaño celular y e,l conrtrast1e de a 
composición del citoplasma. En el 1recuadro, detalle most,rando el denso empaque
tamiento de mitocondrias claras y redondeadas t~picas de la fase de intoxicación 
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Fig. 2. Hígado, fase de intoxicación. Extrema reducción del volumen celular (hay áreas 
de 4 hepatocitos), con v< cuo:iz< ción del margen vecino '1 especia de Disse, gran desa
rrollo de las microvellosidades, y característica trznsformzción del citoplasma. 
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repleto de mitocondrias redondas y cla
ras separadas por un fondo denso y basó
filo (fig. IA). 

El microscopio electrónico revela (fig. 2) 
en primer lugar, un denso empaqueta
miento de mitocondrias redondeadas con 
crestas normalmente desarrolladas y ma
triz densa, que están separadas por al
gunos sáculos del retículo endoplásmico 
rugoso, que frecuentemente las envuelve, 
y por una escasa cantidad de citoplasma 
fundamental en el que son predominan
tes los ribosomas, agrupados en cadenas. 
Los lisosomas peribiliares no son espe
cialmente llamativos; aparecen, a veces, 
como cuerpos complejos de contenido 
denso en cuyo interior existen algunas 
vesículas y gránulos. El retículo endo
plásmico liso ha desaparecido casi por 
completo, lo mismo que el glucógeno. Las 
zonas de Golgi son muy escasas en nú
mero, se localizan en el área próxima al 
núcleo y están reducidas a pequeños gru
pos de vesículas y sáculos de pequeñas 
dimensiones. La porción periférica del 
citoplasma, limitante con el espacio de 
Disse, de las células del centro lobulillar, 
contiene numerosas vesículas de tamaño 
que varía entre 0,5 y 4 µ, de perfil 
lige1 amente poligonal, limitadas por una 
membrana. No es raro observar imágenes 
de fusión de vacuolas vecinas. Excepcio
nalmente se ha visto una comunicaión 
directa de estas vesículas con el espacio 
de Disse. El contenido de estas vacuolas 
es muy permeable a los electrones y den
tro de algunas de ellas están presentes 
pequeñas formaciones membranosas. La 
superficie celular muestra un desarrollo 
intenso de las microvellosidades en el es
pacio de Disse y un elevado número de 
vesículas de pinocitosis. Las áreas de con
tacto entre los hepatocitos, los canalícu
los biliares y las células de Kupffer son 
de apariencia normal. 

Fase de Recuperación. Los cambios des
critos desaparecen progresivamente en 
los días que siguen a la supresión de la 

CHX, de tal modo que, a los 3 días, el 
cuadro microscópico del hígado se ha 
restablecido ampliamente (fig. lB). 

El microscopio electrónico revela (fig. 3) 
que las mitocondrias ocupan una fracción 
sensiblemente normal del citoplasma, 
gracias al rápido desarrollo del retículo 
endoplásmico liso, que contiene ya algu
nos pequeños acúmulos de glucógeno. 
El retículo endoplásmico rugoso aparece 
constituido ya por grupos paralelos de 
cisternas densamente cubiertas de riboso
mas, los cuales parecen desarrollarse en 
áreas citoplásmicas circunscritas por mi
tocondrias. Algunas imágenes sugieren la 
posibilidad de que su crecimiento se 
deb,1, en parte, a la penetración de perfi
les del retículo endoplásmico en el inte
rior de los acúmulos de ribosomas libres, 
aho1a mucho menos frecuentes que en la 
fase de intoxicación. Las zonas de Golgi 
se hacen visibles de nuevo pero no alcan
zan su desarrollo normal en todo el 
tiempo de observación. Las vacuolas cito
plásmicas yuxtasinusoidales han desapa
recido en casi su totalidad, persistiendo 
solamente algunas, de pequeño tamaño 
(0,1 a 0,3 µ) que contienen minúsculos 
remolinos de membranas. Los lisosomas 
y microcuerpos no muestran anormali
dades. 

Páncreas 

Fase de intoxicación. La arquitectura ge
neral del órgano está preservada. La in
tensidad de las alteraciones presentes 
muestra ligeras diferencias de unas áreas 
a otras, que no parecen sistematizadas de 
modo característico. Lo más llamativo y 
constante es, en el microscopio de luz, 
la casi total desaparición de los gránulos 
de zinógeno junto a una fragmentación 
de la basofilia basal, la cual aparece re
ducida a filamentos ondulados, separa
dos por espacios claros, que recorren 
prácticamente toda la longitud de la cé
lula. Este cuadro es muy patente en los 
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r1g. 3. Tres días después de la supresión de la CHX, restitución muy avanzada de la 
morfología normal. 
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Fig. 4. Páncreas. A, Fase de intoxic<Ución. B, Fase de recuperación. Es 
bi•en manifiesta la diferencia con respecto <Ul contenido de gránulos seme
torios. (Cortes de Epon, azul de metileno). En el recuadro tinción del pán
creas con verde de meülo - pkonina, mostlr,ando la trransformación lami
nar del ergastoplasma (fijación en Carnoy). 
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cortes teñidos por el verde metilo-piro
nin:.i.. La reducción del volumen de las 
células acinares es patente y se debe pre
ferentemente al acortamiento de la por
ción apical (fig. 4A). 

Electromicroscópicamente, las alteracio
nes observadas consisten en la disminu
ción muy marcada de gránulos de zimó
geno, una hinchazón bastante difundida 
de las mitocondrias y de los sacos del 
RER y fragmentación vacuolar de la zona 
de Golgi. Los gránulos zimogénicos pre
sentes son de reducidas dimensiones, de 
densidad variable y, generalmente acu
mulados en la porción apical de la cé
lula (fig. 5). La hinchazón tanto mito
condrial como de los sacos del ergasto
plasma eran fenómenos que se encuen
tran en una elevada proporción de célu
las y se presentan siempre mutuamente 
asociadas. El edema mitocondrial se lo-

caliza en la matriz con rechazamiento 
periférico de las crestas y de la substan
cia densa de la matriz (fig. 6). 

El grado de dilatación de las cisternas 
de] RER varía ampliamente entre célu
las vecinas y dentro de una misma célula. 
El contenido de estos sacos dilatados es 
transparente a los electrones. El número 
de los ribosomas adheridos a los sacos 
es prácticamente normal. Las zonas de 
Golgi están constituidas por vesículas 
agrupadas, que pueden contener gránu
los secretorios pequeños e inmaduros, es
tando los elementos ]amelares pobremen
te desarrollados o ausentes. 

Fase de recuperación. Durante esta fase 
se asiste a un restablecimiento progresivo 
y rápido de la morfología celular normal. 
En los dos primeros días se observa to
davía una marcada dilatación de las mi-

Fig. 5. Páncreas. Fase de intoxic::t
ción. Escaso número de gránulos 
secretorios (Z) en la proximidad de 
la luz (L) de un a;cino, junto a hin
chazón if,regular de los sacos del 
RER y de algunas mitocondrias. 



Disiembre, 1973 INTOXICACIÓN SUBAGUDA 303 

tocondrias, con formación de remolinos 
membranosos en su interior, originadas 
aparentemente de la membrana interna 
(fig. 7), que han desaparecido por com
pleto dos días después. El retículo endo
plásmico rugoso se restituye muy pre-

cozmente y no presenta dilataciones 
anormales ya al comienzo de esta fase. 
La zona de Golgi muestra un desarrollo 
muy fuerte, con dilatación irregular de 
los sistemas saculares y gran número de 
microvesículas asociadas (fig. 8). Los 

Fig. 6. Páncreas. Fase de intoxicación. Dilatación de los sacos del RER e hinchazón 
mitocondrial en dos células acinares. El citoplasma de las células vecinas no presenta 
tal alteración. 
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gránulos de prozimógeno, y de zimógeno 
son cada día más numerosos, de tal mo
do que en el quinto día igualan lo'> 
observados en el páncreas normal tras 
16 horas de ayuno (fig. 9). 

DISCUSIÓN 

Los hallazgos descritos muestran que la 
CHX, administrada a dosis subagudas, 
induce un patrón peculiar de alteracio-

nes en el hígado y en el páncreas, que 
difiere notablemente de los descritos tan
to en la intoxicación aguda por esta 
droga como por otros agentes a los que 
se atribuye un efecto inhibidor de la sín
tesis de las proteínas. El cuadro morfo
lógico se caracteriza en el hígado por 
una reducción marcada del volumen ce
lula,-, debida principalmente a la desapa
rición del retículo endoplásmico liso y 
del glucógeno, quedando el citoplasma 
constituido por una densa agregación de 

Fig. 7. Páncreas, 2.0 día de la fase de recuperac10n. Persistencia de la hinchazón mito
condrial y formación de remolinos de membranas en algunas mitocondrias. La reanuda
ción de la síntesis de zimógeno es patente. 
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mitocondrias separadas por una pequeña 
cantidad de sacos del retículo endoplás
mico rugoso y ribosomas libres. En las 
células acinares del páncreas se observó 

una desaparición prácticamente total de 
los granos de zimógeno junto a una mo
derada hinchazón de las mitocondrias y 
de los sacos del retículo endoplásmico 

Fig. 8. Páncreas, 3. 0 día de la fase de recuperac10n. Gran desarrollo de las zonas de 
Golgi, abundantes gránulos de prozimógeno (P) y zimógeno (Z) y leves residuos de 
Ja alteración mitocondrial de días precedentes (flechas). D, célula centroacinar, 
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rugoso. Es llamativa la ausencia en am
bos órganos de fenómenos de degrada
ción focal del citoplasma, no habiéndose 
visto citofagosomas en ningún momento 
de la experiencia. 

Estas alteraciones son reversibles en un 
corto espacio de tiempo, observándose 
una restitución de la morfología normal 
a los 3 días de la supresión de la CHX. 
Estos hallazgos apenas coinciden con los 

Fig. 9. Páncreas, 5.0 día de la frse de recuperación, con abundante cantidad de gránulos 
de secreción maduros e inmaduros, gr2n desarrollo de las zonas de Golgi y ausencia de 
alteraciones en mitocondrias o RER. 
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descritos para la intoxicación aguda con 
CHX. En la intoxicación aguda, Harris 
y col. 12, describieron alteraciones nu
cleares y nucleolares, fenómenos de de
gradación focal del citoplasma, hiperpla
sia del retículo endoplásmico liso, acu
mulación de grasa y alteraciones en la 
ciistribución de los ribosomas. Verbin y 
col. M sólo pudieron observar cambios 
estructurales mínimos tras la administra
ción de una dosis única de 1,5 mg de 
CHX por Kg consistentes en desorgani
zación del retículo endoplásmico rugoso 
y en vaciamiento del contenido de las 
zonas de Golgi. on toda probabilidad 
han de atribuirse estas marcadas diferen
cias con nuestros resultados al diferente 
patrón de administración de la CHX y 
a la diferente duración de los experimen
tos, pues ambos grupos de autores apli
caron dosis entre 1 O y 200 veces mayo
res que las usadas por nosotros e hicie
ron el estudio morfológico dentro de las 
24 horas después del tratamiento. 

La ausencia de proliferación del retículo 
endoplásmico liso y la falta de áreas de 
degradación citoplásmica constituyen dos 
interesantes hallazgos, ya que se consi
dera que ambos fenómenos son un acom
pañamiento habitual de la reacción de 
la célula hepática a los estímulos tóxi
cos 32 · 28 • El escaso desarrollo, práctica
mente la desaparición casi completa del 
retículo endoplásmico liso del hepatocito, 
observado tras la administración de CHX 
significa probablemente que la droga in
terfiere de modo selectivo sobre los enzi
mas implicados en la síntesis de estos sis
temds membranosos. No es fácil encontrar 
en la bibliografía referencias sobre la 
atrofia del retículo endoplásmico liso. En 
una revisión reciente (Goldblatt 9), no se 
enumera la disminución o desaparición 
del retículo endoplásmico liso entre las 
alteraciones fisiológicas o patológicas de 
esta estructura, por lo que, en principio, 
podría considerarse este fenómeno como 
un efecto característico de la CHX sobre 
!2 célula hepática. 

En el páncreas, la alteración básica del 
retículo endoplásmico ha sido la dilata
ción de los sacos del ergastoplasma sin 
degcanulación aparente. La significación 
de este cambio no parece unívoca, pues 
tanto puede corresponder a diferentes fa_ 
ses fisiológicas, como a una respuesta 
inespecífica ante gran variedad de agen
tes (etionina 2º· 13 ; penuria proteíca % ; 

actinomicina 27
; yodoformo 20 ; azaseri

na 15 ; 2-acetilaminofluoreno 8 ; kwashior
kor 4 ; etc.). Su mecanismo se ha tratado 
de 2clarar en el sentido de considerarlo 
como un fenómeno osmótico, como una 
alteración de la estructura molecular de 
las citomembranas o un reflejo de la de
ficiencia de la síntesis de proteínas cuya 
continua renovación es necesaria para 
mantener la organización del retículo en
doplásmico. Es probable que este último 
mecanismo, postulado por Hruban y col. 13 

haya operado en el páncreas durante la 
intoxicación por la CHX, aunque de un 
modo mucho menos marcado que en el 
hígado. 

Puede también especularse sobre la po
sibilidad de que la síntesis de fosfolípi
dos haya sido perturbada. Son bien co
nocidas la participación del retículo en
doplásmico en el metabolismo fosfoli
pídico 9 y la rapidez del turnover de los 
fosfolípidos en el páncreas exocrino en 
relación con la síntesis, transporte y se
creción de los gránulos de zimógeno 14

. 

No obstante, tapoco puede excluirse la 
posible naturaleza osmótica de la dilata
ción del retículo endoplásmico de las 
células exocrinas del páncreas; ello pa
rece lo más probable, pues ocurre en un 
grado proporcional a la hinchazón de las 
milocondrias. Es posible que la CHX 
hayd lesionado la función respiratoria 
celular con la correspondiente deficiencia 
en la síntesis de A TP y en la activación 
de los enzimas que Lehninger 21 incluyó 
bajo la denominación de mecano-enzi
mas, implicados básicamente en la regu
lación del equilibrio osmótico de la cé
lula. Jamieson y Palade 18· 19 han demos-
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trado, en efecto, que la CHX provoca 
una inhibición de aproximadamente el 
25 % de la respiración celular en roda
jas de páncreas de cobaya incubadas in 
vitro. La hinchazón mitocondrial obser
vada en el páncreas bajo la acción de 
la CHX podría ser el reflejo morfológico 
de esta perturbación de su rendimiento 
metabólico. Se trataría de una dilatación 
de baja amplitud, probablemente energía. 
dependiente 26 que se mostró como total
m(nte reversible en la fase de recupera
ción. Esta deficiencia de energía puede 
haber contribuido a la hinchazón del re
tícuio endoplásmico rugoso bien directa
mente o a través del proceso de trans
por .. e dependiente de energía, descrito re
cientemente por Jamieson y Palade 18• 19 . 

Estos mismos autores 16• 17 han demos
trado que los enzimas, sintetizados por 
eí retículo endoplásmico rugoso de las 
células exocrinas del páncreas son trans
portados vectorialmente hacia los extre
mos terminales de los sacos y pasan, por 
un proceso de fusión a formar pequeñas 
vesículas que se fusionan con los ele
mentos periféricos del aparato de Golgi. 
No es fácil encontrar una explicación pa
ra el diferente comportamiento de las 
mitocondrias en el hígado, con preserva
ción de la morfología normal, y en el 
páncreas, donde presentaron un grado 
moderado de hinchazón. Gana cada vez 
más terreno la idea de que las mitocon
drias de los distintos órganos y especies 
pueden diferir en sus propiedades 5. En 
todo caso, la insensibilidad de las mito
condrias a la CHX en la célula hepática 
podría indicar que la droga no afecta se
riamente a los procesos de síntesis de la 
proteína mitocondrial hepática o que la 
renovación de las proteínas mitocondria
les es lenta y no se desequilibra después 
de la inhibición de su síntesis de 8 días 
de duración. La primera posibilidad está 
apoyada por la demostración de que la 
CHX no posee efecto sobre la incorpo
ración de aminoácidos de las mitocon
drias del hígado de rata 22 pero no hay 

datos acerca de las mitocondrias de otros 
órganos. Por alguna razón desonocida, 
las mitocondrias pancreáticas son sensi
bles a la CHX, manifestando hinchazón 
de la nariz y formación de algunas peque
ñas figuras de mielina a partir de la 
membrana interna. Este último rasgo au
menta durante los primeros días de la 
fase de recuperación pero ha desapare
cido casi totalmente al final del experi
mento, tratándose probablemente de un 
fenómeno reversible. 

Lebeux y col. 23 han estudiado imágenes 
morfológicamente similares en las mito
condrias hepáticas de la rata y llegaron 
a la conclusión de que probablemente 
se trata de un fenómeno que ocurre ya 
en condiciones normales y que puede in
crementarse en una variedad de situa
ciones experimentales, tales como el ayu
no, infusión de glucosa y administración 
de insulina. No obstante, no puede ex
cluirse la posibilidad de un artefacto de 
fijación atribuible al glutaraldehido 7

• 

La aparición de degradación citoplásmi
ca focal es un acontecimiento tan fre
cuente en la respuesta celular a las intoxi
cac10nes 31 , que es llamativa su ausencia 
en nuestro material. La razón de ello 
podría buscarse en una parálisis de la 
síntf-sis de hidrolasas ácidas asociadas a 
los lisosomas provocada por la CHX, 
pues existen datos que sugieren bastante 
firmemente que estas hidrolasas son sin
tetizadas por el retículo endoplásmico ru
goso 25 e incorporadas a los lisosomas <t 

través de una vehiculación intermediaria 
del aparato de Golgi. Las alteraciones 
ya señaladas de estos organitos citoplás
micos y del sistema de transporte intra
celular podría ser responsable de la 
ausencia de lisosomas secundarios y de 
degradación focal. Svoboda y Higginson 30 

señalan que en ratas sometidas crónica
mente a una deficiencia protéica tampoco 
se observa la aparición de focos de de
gradación citoplásmica. 
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SUMMARY 

Subacute intoxication with cydoheximide 
Morphological Hndings in liver and pancreas 

This paper is in the line research of agents 
;;cting as inhibitors of liver chemical carci
nogenesis induced by diethylnitrosamine. 

Up to now, review of literature only re
cords acute toxicity results of cycloheximide. 
In this study, we present the morphological 
alterations in liver and pancreas under su-

bacute dose of cycloheximide tryung to cor
relate them with published biochemical fin
dings. 

At the same time, we describe the repamng 
process of those subcellular injuries after sup
pression of this antibiotic. 
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