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Histological and Histochemical Studies on the Effect of Furosemide on the Rat Liver

Najwigksza ilosciowo grupe substancji egzogennych inaktywowanych w watrobie stanowia leki
(1, 7, 10). Jednym z nich, ulegajacym katabolicznej degradacji w hepatocytach, jest Furosemid
(kwas 4-chloro-N(2-furylometylo)-5-sulfamyloantranilowy), jeden z najbardziej skutecznych i, jak
sadzono, najmniej toksycznych srodkow moczopednych (2, 4, 5, 8, 9, 11). Wedlug pismiennictwa
watroba moze zmetabolizowaé ok. 1 g Furosemidu w ciagu 2 godz., w wyniku tego pierscien
furanowy czasteczki tego zwiazku podlega aktywacji polegajacej na powstaniu nadtlenku (12),
trudno wige wykluczy¢ potencjalng hepatotoksycznosc tego leku. Dotyczy to zwlaszcza tych chorych
z ostra lub przewlek!a niewydolnoscia nerek, u ktorych dawki siggaja do 2000 mg podanych w ciggu
30 min. Nalezy jednak podkresli¢, ze nawet wowczas watroba zapewnia metabolizowanie do 98%
tego saluretyku (8, 12).

Furosemid jest szeroko stosowany w praktyce klinicznej, cho¢ od lat
siedemdziesiatych zaczgto zwraca¢ uwage na toksyczny wplyw tego leku na
metabolizm watroby. Ze wzgledu na to postanowiono przebada¢ metodami:
histologiczna i histochemicznymi wplyw tego zwiazku na morfologig i czynno$é
enzymatyczna hepatocytow zwierzat doswiadczalnych po zwigkszonej w porow-
naniu z przecig¢tna, stosowana u ludzi, dawce preparatu.

MATERIAL I METODY

Do$wiadczenie przeprowadzono na szczurach biatych, samicach rasy Wistar, o m.c. ok. 330 g,
ktore podzielono na 3 grupy: dwie doswiadczalne i jedna kontrolna.

Zwierzeta grupy I doswiadczalnej otrzymywaly przez 7 kolejnych dni po 40 mg preparatu
Furosemid dozotadkowo przed porannym karmieniem. Po tym okresie poddawano je obserwacji
przez dalszych 7 dni. Zwierzeta grupy Il doswiadczalnej otrzymywaly takie same dawki leku przez
7 dni, natomiast szczurom kontrolnym podawano po 2 cm? rozpuszczalnika (wody destylowanej)
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w takich samych terminach jak zwierzgtom grup doswiadczalnych. Kazde zwierz¢ doswiadczalne
otrzymato lacznie 280 mg leku, tzn. 0,835 g/kg. Po uplywie doby od otrzymania ostatniej dawki
zwierzgta dekapitowano, a nastgpnie pobierano do badan wycinki watroby. Material utrwalano
w plynie Bakera badz w plynie Carnoya. Skrawki barwiono metoda z hematoksylina i eozyna oraz
stosowano testy histochemiczne do wykazania aktywnosci: fosfatazy kwasnej (metoda Gomoriego),
adenozynotrojfosfatazy (metoda Wachsteina i Meisel), glukozo-6-fosfatazy (metoda Wachsteina
i Meisel) oraz glikogenu (metoda PAS wedlug McManusa).

WYNIKI

Barwienie hematoksyling i eozyna (H + E)

W watrobie zwierzat grupy I do$wiadczalnej obserwowano, oprécz normal-
nie zachowanych zrazik 6w, wiele obszarow patologicznie zmienionych — mart-
wiczych, lokalizujacych sig¢ gtownie przy zylach srodkowych. Naczynia wloso-
wate zatokowe poszerzyly si¢. Liczne hepatocyty zmniejszyly lub powickszyly
swoje rozmiary. Rowniez komorki Browicza-Kupffera ulegly znacznemu powig-
kszeniu (ryc. 11 2).

W miazszu watroby szczuréw grupy II do$wiadczalnej wigkszo$¢ zrazikow
przypominata obraz kontrolny, jednak i tutaj zaczely pojawiaé si¢ zmiany
strukturalne (ryc. 3).

Fosfataza kwas$na (Fk)

W pordéwnaniu z watroba zwierzat kontrolnych, gdzie umiarkowanie
intensywny, ziarnisty odczyn by! zlokalizowany w poblizu kanalikéw 261
ciowych, aktywnos¢ u zwierzat grupy I doswiadczalnej zwigkszyla si¢, obejmujac
cala cytoplazme (szczegoélnie przy zylach srodkowych) oraz komoérki Browicza-
-Kupffera (ryc. 41 5). W hepatocytach szczurow grupy Il doswiadczalnej odczyn
na Fk byl mniejszy niz w skrawkach kontrolnych, jedynie niektore komorki
Browicza-Kupffera wykazywaly silne zabarwienie (ryc. 6).

Adenozynotrdjfosfataza (ATP-aza)

W watrobie zwierzat kontrolnych aktywno$¢ tego enzymu zwiazana byla
z kanalikami zoélciowymi i §cianami naczyn krwionosnych (ryc. 7). W grupie
I doswiadczalnej intensywnos$¢ zabarwienia zwigkszyla si¢, obejmujac rowniez
wakuole Kupffera (ryc. 8). W skrawkach z watroby zwierzat grupy II doswiad-
czalnej obraz zrazikow watrobowych przedstawial si¢ dwojako: wigkszos¢
przypominata obraz grupy kontrolnej, niektore zas obraz grupy I doswiadczalne;j

(ryc. 9).
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Glukozo-6-fosfataza (G-6-P-aza)

W hepatocytach zwierzat grupy kontrolnej i obu grup doswiadczalnych
obraz aktywnosci enzymu byl podobny. Barwne ziarnistosci wypelnialy cyto-
plazme, szczegolnie przy kanalikach zolciowych. Obwodowe strefy zrazikow
wykazywaly odczyn silniejszy.

Glikogen

Zardéwno w watrobie zwierzat kontrolnych, jak i grupy Il doswiadczalnej
obserwowano podobna lokalizacje ziarnisto$ci PAS-dodatnich. Komorki
zmniejsza i wigksza ilo$cia glikogenu tworzyly typowa mozaike. W hepatocytach
szczuréw grupy I doswiadczalnej odczyn byl znacznie silniejszy, przewaznie
jednak dyfuzyjny. Miejsca zmienione patologicznie wykazywaly staba aktyw-
nosc (ryc. 10, 11 i 12).

OMOWIENIE WYNIKOW

W latach siedemdziesiatych zaczely pojawiac si¢ doniesienia 0 ubocznych
skutkach stosowania Furosemidu, z ktorych najczesciej wymieniana byla
hepatotoksycznos¢ (7, 8, 12). Wedlug Mitchella i wsp. (8) ten szeroko
stosowany lek, przetwarzany jest przez enzymy mikrosomalne w watrobie
w reaktywny metabolit, powodujacy martwice komorek watrobowych. Podawa-
ny kobietom ciezarnym moze spowodowac wady rozwojowe plodu, a w polgcze-
niu z innymi lekami (np. z Cephaloridine) — prowadzi¢ do uszkodzenia nerek.
Watroba ma duze zdolnosci regeneracyjne. Wedlug Krusia (6) u cztowieka po
10-20 dniach uszkodzony narzad osiaga prawidlowe wymiary. Takze 11 zwierzat
dzieje si¢ podobnie (8).

W naszych badaniach obraz mikroskopowy watroby szczurow po 7 dniach
podawania Furosemidu przypominal na ogd! narzad kontrolny, cho¢ u nie-
ktorych zwierzat zaczely pojawiac si¢ niewielkie obszary strukturalnie zmienio-
ne. Wydawalo sie, ze po tygodniowej przerwie w podawaniu leku (grupa I) miazsz
watroby wroci do stanu wyjsciowego; okazalo si¢ jednak, ze u wszystkich
badanych zwierzat tej grupy zmiany martwicze powigkszyly sie. Sadzimy zatem,
zgodnie z sugestia Mitchella i wsp. (8), ze uszkodzenie watroby spowodowane
bylo raczej przez metabolity Furosemidu, powstale w hepatocytach, niz przez
sam lek.

Zastosowane testy histochemiczne roéwniez wykazywaly zroznicowanie.
U szczurdow grupy II doswiadczalnej Fk wykazywala w watrobie stabsza
aktywnos¢ niz w obrazach kontrolnych, natomiast znacznie zwigkszona reakcja,
zarOwno w hepatocytach, jak i komorkach Browicza-Kupffera, wystgpowata
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u zwierzat grupy I do$wiadczalnej. Podany lek spowodowal zatem poczatkowo
dzialanie hamujace czynno$¢ lizosomoéw, a dopiero po zakonczeniu jego
podawania, gdy wystapitla martwica wielu komoérek, zwickszyla sie aktywnos¢
enzymatyczna lizosomow, zwiazana z usuwaniem zuzytych sktadniko6w komor-
kowych i metabolitow badanego zwiazku (12).

ATP-aza takze wykazywala zwigkszony odczyn u szczuroéw grupy I doswiad-
czalnej, zwlaszcza w wakuolach Kupffera. Wiaze si¢ to z wydalaniem Furosemi-
du z zolcia (9). Zmiana aktywnosci tego enzymu zalezy miedzy innymi od
substancji dziatajacej na komorke (3).

Brak wyraznych zmian w aktywnosci G-6-P-azy w grupach doswiadczalnych
sugeruje, ze podawany lek nie wplywa na zmiang procesoOw metabolicznych
w watrobie, zwigzanych z regulacja poziomu cukru we krwi.

Zmiany aktywnosci glikogenu dotyczyly przede wszystkim obszaréw mart-
wiczych w doswiadczalnej watrobie. W hepatocytach sasiadujacych z tymi
obszarami obserwowano zwigkszona reakcje dyfuzyjna, co $wiadczy¢ moze
o przyspieszonej syntezie glikogenu.

Biorac pod uwage powyzsze dane sadzimy, ze podawanie duzych dawek
Furosemidu moze spowodowa¢ zmiany w metabolizmie komoérek watrobowych
oraz zmiany martwicze w watrobie, utrzymujace si¢ przez pewien okres, nawet
po zaprzestaniu podawania leku.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Watroba szczura grupy kontrolnej. H + E. Pow. ok. 200 x.

Ryc. 2. Watroba szczura grupy I doswiadczalnej. H + E. Pow. ok. 200 x.

Ryc. 3. Watroba szczura grupy II doswiadczalnej. H + E. Pow. ok. 200 x.

Ryc. 4. Aktywnoéc¢ fosfatazy kwasnej w watrobie szczura kontrolnego. Metoda Gomoriego.
Pow. ok. 200 x.

Ryc. 5. Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w watrobie szczura grupy I doswiadczalnej. Metoda
Gomoriego. Pow. ok. 200 x.

Ryc. 6. Aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej w watrobie szczura grupy II doswiadczalnej. Metoda
Gomoriego. Pow. ok. 200 x.

Ryc. 7. Aktywno$¢ ATP-azy w watrobie szczura kontrolnego. Metoda Wachsteina i Meisel.
Pow. ok. 200 x .

Ryc. 8. Aktywno$¢ ATP-azy w watrobie szczura grupy I doswiadczalnej. Metoda Wachsteina
i Meisel. Pow. ok. 200 x.

Ryc. 9. Aktywno$¢ ATP-azy w watrobie szczura grupy II dos§wiadczalnej. Metoda Wachsteina
i Meisel. Pow. ok. 200 x.

Ryc. 10. Watroba szczura kontrolnego. Reakcja na glikogen wedtug McManusa. Pow. ok. 200 x .

Ryc. 11. Watroba szczura grupy I do$wiadczalnej. Reakcja na glikogen wedlug McManusa.
Pow. ok. 200 x.

Ryc. 12. Watroba szczura grupy II doswiadczalnej. Reakcja na glikogen wedtug McManusa.
Pow. ok. 200 x.

PE3IOME

Hoka3zaHo, 4TO moCje NoAaYd GelIbIM KpbicaM YBEIMYEeHHOU M03bI HypoceMHIa MOSBUINCH
HEKPOTHYECKHE H3MEHEHHsS B IE4€HH, OCOOEHHO y XHBOTHBIX, KOTOpBIE MOCHE 7-OHEBHOR
10/aYM JIEKAPCTBA BO BPEMS MOCAEXYIOIINX 7 AHEH JexapcTBa He mostydand. OTMEYEHO TakXKe,
YTO YBEJMYMBAJIACh aKTUBHOCTh KUCIO# docdaraswl, aneHO3HH-TpU-pochaTassl M TIIMKOTEHA.
M3MeHeHHH B aKTUBHOCTH TIIOK030-6-ocdaTassl aBTOpL! He Habronany.

SUMMARY

It was demonstrated that after white rats have been given a higher dose of Furosemide, necrotic
changes were found in the liver, particularly in animals which did not receive the drug for 7 days
following a 7-day Furosemide treatment. An increase in the activities of acid phosphatase,
adenosine-triphosphatase and glycogen was also reported. Changes in the activity of glucose-6-
-phosphatase were not observed.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Liver rat of control group. H + E. Magn. ca 200 x.

Fig. 2. Liver rat of experimental group I. H + E. Magn. ca 200 x.

Fig. 3. Liver rat of experimental group II. H + E. Magn. ca 200 x.

Fig. 4. Acid phosphatase activity in liver rat of control group. Gomori’s method. Magn. ca 200 x .

Fig. 5. Acid phosphatase activity in liver rat of experimental group 1. Gomori’s method.
Magn. ca 200 x.
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Fig. 6. Acid phosphatase activity in liver rat of experimental group II. Gomori’s method.
Magn. ca 200 x. ’

Fig. 7. ATP-ase activity in liver rat of control group. Wachstein’s and Meisel’s method.
Magn. ca 200 x.

Fig. 8. ATP-ase activity in liver rat of experimental group I. Wachstein’s and Meisel’s method.
Magn. ca 200 x.

Fig. 9. ATP-ase activity in liver rat of experimental group II. Wachstein’s and Meisel’s method.
Magn. ca 200 x.

Fig. 10. Liver rat of control group. Reaction to glycogen by McManus. Magn. ca 200 x .

Fig. 11. Liver rat of experimental group I. Reaction to glycogen by McManus. Magn. ca 200 x .

Fig. 12. Liver rat of experimental group II. Reaction to glycogen by McManus. Magn. ca 200 x .



