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Changes in Dry Mass of Rat Liver Nuclei in Chronic Thioacetamide Poisoning

Liver injury induced by thioacetamide (TAA) was first
demonstrated by FirzeuGH and NeLsoN!in 1948. Among
the main events detected since then in liver cells after
TAA poisoning, an increase of the size of the nuclei has
been reported to occur (RaTHER2). In this connection,
an increased amount of ribonucleoproteinic material has
been demonstrated in these nuclei (LAIRD3); nevertheless,
the role played by the nuclear water content is not well
known (BADER et al.%).

The present preliminary report deals with the modifica-
tions induced by TAA on the volume and dry mass of
liver nuclei and on the ratio of their water soluble/insoluble
material. ’

Material and methods. Female Sprague-Dawley rats,
5 months old, weighing 250-300 g were used. Experimen-
tal animals were fed on a semisinthetic diet (Zoofarm,
Italy) with TAA (0.0329%) added. The animals were killed
5 months later.

90
B}
| A
af
(| R &

0 M

B0t
B
A0
0 | _'_IJ-IL\_I ! L 1

0 kil 60 90 120 120 180pg

60

—

ar

U 2

T T

00 e
Fig. 1. Distribution of volumes (C) and of total (A) and insoluble

(B) dry mass of nuclei isolated from normal animals (400 détermina-
tions).
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Fig. 2. Distribution of volumes (C) and of total (A) and insoluble (B)
dry mass of nuclei isolated from TAA-treated animals (400 determi-
nations).

Free nuclei were obteined from livers homogenized in
anhydrous glycerol (a) and in BARNEs, Stocken and
Esnour? fluid (b), using a PHILPOT and STANIER® appa-
ratus for homogeneizing procedures. The nuclei isolated
according to (a) maintained unaltered their proteic set;
on the other hand, the nuclei isolated according to
(b) underwent a notable loss of the water-soluble protein
(Hare and Kay?; LairD®; ToNGIANI®). The difference
between the values obtained by means of the 2 methods
gives an indication of the nuclear content of soluble
proteins.

The diameters of nuclei isolated in glycerol were
measured with a micrometer eyepiece previously cali-
brated. The nuclear dry mass was determined by an
integrating microinterferometric apparatus devised by
TonG1aNIY, which gives directly the total optical path
difference of the biological object integrated within a
microscopic field of a known area.

Results and discussion. In control rats the liver nuclei
isolated in anhydrous glycerol showed a distribution in
3 classes of dry weight. The average values for each class
were 41.3, 81.6, 165.0 pg (pg = 1.1012 g).

A similar distribution was observed for the nuclei
isolated in BARNES et al.’ medium, for which the average
values were 23.3, 45.1, 86.7 pg respectively.

Therefore, between corresponding groups of nuclei,
there is a weight difference of about 409,, which is due
to a loss of solid components in the nuclei suspended in
the aqueous medium.

Besides, the nuclear volumes were distributed in 3
groups, with values of 187, 400, 800 p* respectively
(Figure 1).

In TAA-treated rats, the dry masses of nuclei isolated
in glycerol were regularly distributed into 4 classes (54.2,
109.4, 210.2, 405.5pg). No class distribution was de-
tected for nuclei obtained from homogenates in BARNES
et al.? medium. The volumes of liver nuclei varied ran-
domly, so no distribution in classes was observed
(Figure 2).

Moreover, as regards both total dry mass and volume,
the control nuclei showed a regular distribution in classes,
with a geometrical progression among them. Also in TAA-
treated rats the regular distribution into classes of total
dry weight was roughly maintained; nevertheless, the
dry mass of all nuclei was markedly increased, because
the average weight of each was higher than that observed
for the control animals.

On the other hand, as regards the nuclear volume, it
is very difficult to show any disposition in classes, be-
cause the nucleiranged randomly between 100 and 1750 u?.
This irregular disposition of the volume observed in these
pathological nuclei could be chiefly related to an irregular
increase of the intranuclear water.
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Furthermore, it can be concluded that in the controls
the ratio of water-soluble and insoluble components of
the nuclei remained unchanged for each class. On the
other hand, this ratio becomes irregular in the treated
animals, where the dry weight of nuclei isolated in
aqueous medium show no disposition into classes. This
indicates that these modifications depend on each other,
because the classes of nuclei isolated in anhydrous glycerol
are well defined. ‘

In conclusion it can be pointed out that the integrating
interferometric apparatus used was able to demonstrate
that the increase of nuclear water is an actual event in
some enlarged nuclei of the TAA-treated liver, as re-
markable as the one observed for the solid components.
Furthermore these modifications are more. severe than
those observed in acute intoxication, where the bio-
chemical data showed quantitative modification for the
soluble components only (BARTON et al.)il;12
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Riassunto. Dopo intossicazione con TAA, I'aumento di
volume dei nuclei di fegato isolati & sostenuto sia da un
accresciuto contenuto di acqua che di sostanze solide.
Anche il rapporto fra sostanze solubili e insolubili & mo-
dificato.
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Neue Aspekte zur Frage der Nephrotoxizitit von Phenacetin

Der Metabolismus von Phenacetin ist seit Einfithrung
dieser Verbindung als Antipyretikum vor bald 100 Jahren
wiederholt und recht eingehend bearbeitet worden!-3. Es
ist daher bemerkenswert, dass BUcH et al.® 5 yor kurzem
noch einen letzten, bisher unbekannten Hauptmetaboli-
ten, den Sulfatester von 2-Hydroxyphenetidin, identifi-
ziert und der quantitativen Bestimmung zugiénglich ge-
macht haben. Diese polare und gut harnfihige Verbin-
dung stellt das Endprodukt des Abbauweges von Phen-
acetin itber Phenetidin dar. Der Phenacetinmetabolismus
diirfte damit in den Grundziigen nun liickenlos bekannt
sein und 13sst sich in Anlehnung an BUcH et al.’ gemiss
Figur 1 zusammenfassen. Das wiedergegebene Reaktions-
schema gilt sowohl fiir den Menschen wie fiir die Ratte.

Im Verlauf von eigenen Untersuchungen zur Frage
der Nephrotoxizitit von Phenacetin bei der Ratte hat
sich herausgestellt, dass eine auffallende Dosisabhingig-
keit der Metabolisierung von Phenacetin besteht. Dieses
Phinomen, das nachstehend beschrieben werden soll, ist
von Interesse zundchst als Ausnahme von den Regeln der
allgemeinen Pharmakokinetik und ferner, im konkreten
Fall des Phenacetins, in toxikologischer Hinsicht.

Methodik. Tierversuche: Zur Verwendung gelangten
weibliche, 150-200 g schwere Fiillinsdorfer Albinoratten.
Die Tiere erhielten 16 Stunden vor Versuchsbeginn und
wihrend des ganzen Stofiwechselversuchs kein Futter,
batten jedoch stets Zugang zu Trinkwasser. Bei Ver-
suchsbeginn wurde jeder Ratte die berechnete Dosis
Phenacetin in Form von 2,0-3,0 ml einer homogenen
Suspension von pulverisiertem Phenacetin in 109, Gummi-
arabikum per Schlundsonde eingegeben. Anschliessend
Harnkollekte — je 2 gleich behandelte Ratten pro Stoff-
wechselkifig — wihrend 24 Stunden. Chemische Analysen:
Phenacetin, N-Azetaminophenol und p-Phenetidin wur-
den nach den von B. Bropiz und J. AXELROD? beschrie-
benen Verfahren, das 2-Hydroxyphenetidinsulfat nach
der von H. Bticu et al.5 entwickelten Methode bestimmt.

Evgebnisse und Interpretation. Die Ergebnisse eines
reprisentativen von 5 analogen Versuchen sind in der
Tabelle I zusammengestellt. Bestimmt wurden die wich-
tigsten Phenacetinmetabolite® im 24-Stunden-Harn von
Ratten nach einmaliger oraler Gabe von Phenacetin.
Man erkennt, dass mit von 33 mg/kg bis 900 mg/kg zu-
nehmender Dosis ein massiver Anstieg der mit dem Harne

ausgeschiedenen Dosisprozente von p-Phenetidin und
Hydroxyphenetidinsulfat einhergeht. Demgegeniiber blei-
ben die Dosisprozente des unverdndert ausgeschiedenen
Phenacetins und des gesamten N-Azetylaminophenols
konstant bzw. nehmen leicht ab. Es erfihrt, um die
Situation mit andern Worten zu umschreiben, bei einer
9fachen Erhdhung der Dosis von 33 mg/kg auf 300 mg/kg
die mit dem Harn eliminierte Phenacetinmenge erwar-
tungsgemdss ebenfalls eine ungefihr 9fache Zunahme,
die ausgeschiedene Phenetidinmenge jedoch steigt beim
gleichen Dosissprung um einen Faktor von 90. Es kommt
demnach mit steigender Dosis zi eimer betrichtlichen
Verschiebung der Metabolisierung von Phenacetin in
Richtung des Abbauweges iiber Phenetidin. Da nun
Phenetidin bzw. dessen in vivo entstehende N-oxydierte
Derjvate ausgesprochene Blutgifte sind — wobei vor allem
die Hamiglobinbildung? 7 und die Verkiirzung der Le-
bensdauer der Erythrozyten® eingehender untersucht
worden sind — und da die himatotoxischen Nebenwirkun-
gen von Phenacetin im wesentlichen auf intermediér ent-
stehendes Phenetidin zuriickzufiihren sind 7, liegt es auf
der Hand, dass die beschriebene Verschiebung der Meta-
bolisierung in Richtung Phenetidin fiir die Interpretation
der verschiedenen Aspekte der Phenacetintoxizitdt von
Interesse ist, und dies um so mehr, als eine gleichsinnige
Verschiebung auch beim Menschen nachgewiesen werden
kann?®.
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