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RESUMEN.

Las especies de oxigene reactivas son compuestos wWas
reactivos que el oxigeno en su estado basal que cada vez
adquieren mis importancia en el &rea del conocimiento biomédico.
Esta importancia radica no séle en los beneficios derivados
de su produccidn como elementes de defensa contra agresores
de]l medioc ambiente, sino debido a su participacidén en procesos
pateldgicos. En este sentido, cabe destacar el dafio hepatico
mediade por el etancl. Algunas de las enfermedades hepiticas
relacionadas con el alcoholisme son irreversibles, progresivas
y de graves consecuencias para el individuo. No obstante, su
prevalencia es alta, dado el elevade consumo de etanol a nivel
mundial.

Las drogas antiinflamtorias no estercideas (AINEs) son
compiestos utilizados ampliamente en el tratamiento inespecifico
de diversas condiciones inflamatorias, Muchos de sus efectos
terapéuticos se han expliecado por su accidn inhibitoria de
la sintesis de 1las prostaglandinas y 1los tromboxanos. Sin
embargo, también pueden tener otros mecanismos de accidn,
como la dnteraccidén con diversos mediadores intracelulares.
La diversidad quimica de estos fArmacos sugiere diferentes
mecanismos de accidn,

Recientemente, se reportd que el pirexicam, un AINE, puede
prevenir los cambios mediados por los radicales libres derivadeos
del metabolismo hepdtico del etanol durante la intoxicacidn
alcohdlica aguda experimental en ratas; otras drogas del mismo
grupo mostraron efectos similares. El mecanismo preciso de
tales efectos no se conoce. Otras drogas han mostrado wuna
capacidad para quelar metales de transicidn o de recolectar
radicales libres. El presente trabajo se realizd con el obdjetivo
de conocer los posibles mecanismos de accidn a nivel molecular
por los gque el piroxicanm reduce la produccidn de radicales libres
hidroxilo e hidroxietilo in vitre.

Se efectuaron experimentos con sSustancias atrapadoras de
radicales libres y se siguid el proceso de autooxidacidn de
la fenilhidracina y la reaccidén de Fenton por Espectroscopia
de Resonancia Paramagnética FElectrdnica, en presencia del
piroxicam.

El piroxicam incrementd la produceidn de radicales libres
durante la autocoxidacidn de la fenilhidracina y la disminyyd
en el sistema de 1la reaccidn de Fenton a una concentracidn alta,
Dadoe que el piroxicam fue capaz de iniciar la autooxidacidn
de la fenilhidracina en ausencia de metales de transicidn se
descartd la posibilidad de una interaccidn del AINE con 1o0s
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mismos. Estos resultados sugieren que el piroxicam actiia como

un recolector(scavenger) de los radicales libres hidroxilo e
hidroxietilo,

También se evalud la influencia del piroxicam y de otros
AINES, representantes de las siete familias de estas drogas,
sobre la produccién de los radicales hidrorxile e hidrexietilo,
en la reaccidn de TFenton, Las otras drogas utilizadas fueron:
dcido acetilsalicilico, naproxeno, diclofenac, fenilbutazona,
dcido mefenlmico vy nimesulide.

De entre estas drogas, séle el piroxicam mostrd la capacidad
de reducir la concentracidn de radicales libres oxigeno y carbono
centrados de manera dependiente de la dosis, asi como de generar
otros radicales libres. Nuevamente, se descartd un efecto de
los metales de transicién usando quelantes de cationes divalentes
durante el ensayo. Les otros AINES no mostraron efectos
significativos & las concentraciones uyrilizadas.

Se concluyd que el piroxicam es un atrapador de radicales
hidroxile y que forma especies de radicales menps reactivas,
Esto puede explicar los efectos encontrados anteriormente a
este trabajo en condiciones in yvivo. Otros AINES no mostraron
estos efectos.

En la actualidad se carece de una estrategia terapéutica
efectiva .para el tratamiento de las enfermedades ThepiAticas
relacienadas con el alcoholismo. £l piroxicam puede ser f{itil
en el tratanmiento de dichas enfermedades.

ii



T. ANTECEDENTES.

A. LAS ESPECIES REACTIVAS DERIVADAS DE OXIGERNOD.

1. Caracteristicas y naturaleza quimica.

Las reacciones de los compuestos orgdnicos con el oxigeno
atmosférico son importantes de procesos quimicos. La respiraciédn
¥ la combustidn son probablemente les méas conocidoes. Existen
también procesos menos espectaculares que estos, que no condu-
cen a la degradacidn total de la materia orginica hasta bidxido
de carbono y agua. Muchos de estos procesos ocurren de manera
espont&nea y por ello se les conoce como autooxidaciones. A4
excepcidn de alguras cxidacienes fotoquimicas y las de ciertos
compuestos organometédlicos, las autooxidaciones de la mayoria
de los compuestos orglnicos es producida por procesces en cadena

en los que intervienen radicales libres (1}.

Los radicales libres son &tomos o© moléculas que poseen
uno o méAs electrones no apareados. Esto es un niimero impar de
electrones, Los electrones de cada orbital tienen un sentido
de rotacidn sobre su eje (giro) opuesto entre si, esto es, anti-
paralelo. El sentido de rotacidn puede ser siguiende las maneci-
llas del reloj (giro = +1/2) o contrari¢ a é&ste (giro = -1/2).
El giro electrdnico induce un campo magnético que Se representa
con un vector. Los campos magnéticosrgenerados por un par de

electrones con gire opuesto se anulan reciprocamente (giro =



0). Un aporte de energia quimica, luminosa & térmica puede romper
el acoplamiento de un psrelectrdnico, dande lugar a la formacidn
de un radical conun momento magnético neto igual al de los elec-

trones no apareados (1),

Los radicales son generalmente reactivos y tienden a com-.
pletar un par electrdnico. Esto lo logran reaccionando con otro
radical o sustrayendo um electrdn de otra molécula, la cual
es convertida en un radical. Esto da lugar a reacciones en cade-~

na entre diversas moléculas, proceso llamado de autopropagaciédn

(1).

E1l oxigeno es uno de los elementos capacz de dar origen
a una variedad de radicales 1libres debide particularmente a
su reactividad (Figura 1). Dentro del ambienﬁe celular, las
especies reactivas derivadas de oxigeno se pueden generar
durante los procesos de Bxido-reduccidén gque se llevan a cabo

en los diversos compartimentos intracelulares (2},

El dioxigeno (02) es un birradical, yvya que posee dos elec-
trones no apareados en sus filtimos orbitales, ambos con el mismo
giro (paralelo). Esta sitvacidn impide gque el dioxigeno capce
dos electrones simulténeamente puesto que un deonadoer de un par
de electrones cede necesariamente un par antiparalelo. Por esta
razén, el dioxigeno en su estado basal s5lo puede intervenir
en reacciones univalentes. Es por ello que muchas de las oxidasas
¥y de las oxigenrasas celulares contienen metales de transicisn
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en su sitio activo (2).

La mayor parte del oxigenoc wstilizade por el organismo
humano es reducide en agua por la aceidén del compleje citocrome~
oxidasa de la cadema rTespiratoria mitocondrial. Durante esta
reduccidn se generan intermediarios parcialmente reducidos.
Estos quedan unidos al sitio activo de la enzima ¥ no difunden
al resto de laz célula. Cuando una molécula de dioxigeno acepta
un electrdn, se convierte en un radical con carga negativa,
el anidén superdxido (027). Cuando el superdxido capta un electrdn
se produce el perdxido de hidrdgeno (H202). E1 H202 no es un
radical libre. Su importancia radica en que, Ppor captacidn de
un electrdn puede dar lugar a la formacidn de un radical hidrozi-
1o (OH'), que es sumamente reactivo. Por absorcién de energia,
el dioxigeno puede convertirse en otra molécula nmuy {eactiva,

2*
el oxigeno en singulete (102 ) (3).

2. Produccidn y efectos en los sistemas bioldgicos.

lUna pequeiia proporcidn del oxigeno que entra a 1a mitocon-—
dria forma el anién superdxide (1-2%). Sin enbargo, la fuente
mis importante de produccién del radical superdbxido es muy proba-
blemente 1la fagocitosis leucocitaria {4, 35, 6) (Figura 2},
En la membrana citopldsmica de estas células se encuentra un
complejo enzimdtice depominado NADPH-oxidasa, que cataliza la

reaccidn siguiente (a):



ESPECIES REACTIVAS DERIVADAS DEL OXIGENO.

DIOXIGENO ER SINGULETE(l0,”).
energia

DXICENO MOLECULAR (02).

e

-
ANTON SUPEROXIDO (02').

e

]
PEROXIDO DE HIDROGENQ (HZOZ)'

e

L 2
RADICAL HIDPROXILO (QH'}Y.

Acui'(Hzo).

FIGURA 1.- Especies reactivas derivadas del oxigeno.



2 0, + NADPH + pt -—-_NADPH-OXIDASA____

20,7 + Pt + 2 w7

2

... (al).

La presencia en el fagocito de la enzima superdzido dismu-—

tasa produce la siguiente reaccidn (b):

20,7 + 2 ¥ ___SUPEROXIDO-DISMUTASA___, 0, + H,0, ...(b).

Los fagocitos contienen también la mieloperoxidasa, que
ntiliza el poder oxidative del perdxido de hidrégeno para trans-
formar los halegenuros en hipohalogenuros, segiin las siguientes

reacciones (c,d):

H,0, + 17 ---MIELOFEROXIDASA . o¢y- H,0 ...(e)s

- 1. %
40, —===== C1” + H,0 + "0, caa{d),

0cl™ + H
El perbxido de hidrégeno formade en la reaccidén (b) en
presencia de metales de transicién (Fe2+. Cu+), da lugar a 1la

Reacecitn de Fenton (e):

- +
H,0, + Felt s ~ OR” + OH + Feo ...{e).
En esta reacidn, conocida desde 1894, se produce el radical
hidroxilo. Por otro lado, el radical superdxido reduce al hierro

™y (6) (7:

férrico (Fe3+) en ferroso (Fe

R PO - Felt 4 0, ...(F).



20,:
fz.GBP .  2NADPH (S-S 2H,0 2Ht

Pentosd ' g

‘+ G6PU GSR GSH-FO ’(L o

U] A /\ . HzDz z
H1014’ //

26PG 2NADP 2065H

'
I'd

y
H20>_/

FIGURA 2.- Mecanismos de produccidn de las especies de oxigeno
reactivas en los leucocitos. 0,, dicexigeno; 0, , anifn
superdxido; H20 , perdxido de hidrégeno; HZO' agud; NADP(H),
forma oxidada d2e1 fosfato del dinucledtido de nicotinamida vy
adenina (forma reucida); GSSG (GSH), disulfuro de glutatidn
(forma reducida); 6PG, glucosa 6-fosfato; G6F, 6-fosfogluconato;
30D, superdxido diswmutasa; GSH-PO, glutatidn peroxidasa; GSR,
glutatidn reductasa; G6PD, glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa/6-fosfogluconato deshidrogenasa; COQ, bidxido
de carbaono. 6



Lz descomposicidn del peréxido de hidrfgeno en el radical
hidroxile junte con con la regeneracifn del Fe2+ por medio del

radical superdxido, constituye el Ciclo de Haber-Weiss (g) (8):

0, + Hy0, ree—espe——go-- -~ 0, + OH + OH ...(g).

La coexistencia del radical superdxido y el perdxido de
hidrdgeno en presencia de metales de transicién es de supa impor-
tancia fisiopatolbgica. Esto es debidc a que el radical hidrozxile
que se forma es un oxidante extremadamente reactivo que interac-

tia con casi todas las moléculas intracelulares (4).

Como el oxigenc en singulete carece de electrones desaparea-
dos, no es un radiecal de oxigeno. Sin embargo, es muy reactivo
y se forma cuando algunos pigmentos bioldgicoes (como la clorofi-
la, el retinal, las flavinas y las porfirinas) son iluminades

g

*
en presencia de dioxigene. EI1 7 &s muy oxidante frente a
muchas mol&culas biolégicas, sobre todo los lipidos de las mem-—
branas. Ademids se tiende a formar en 1los tejidos y O&rganos

sometidos a radiasciones ionizantes (9).

Las membranas celulares contienen 4dcidos grasos peliinsatu-
rados que son muy vulnerables a la peroxidacidn, ya que los
enlaces dobles carbono-carbono debilitan la unidn carbono-hidrg-
geno del &tomo de carbono vecino {(Figura 3). El radical hidroxile
al atacar los Acidos grases insaturados, sustrae un Atomo de

hidrdgeno y crea un nuevo radical orginice. Este es estabilizado



FIGURA 1,

a) Formacién de radicales orgianices :

IR NN IR ]]lzl IH R OHR
C-C= c—c,—c =~ —r -C-C=C-C-C= é—q— +H,0
H ¥l I

Vo

Lipido imnsaturado Radical orgénico

b) Fermacidén de dienos conjugados y peroxilos:

LG B B RO R E R
-g‘—c CmCaCmCnC e o C-Cm G

\\ bl llO )
o,

G
Dieno conjugado Radical peroxilo

c) Mutopropagacidn de lipeperoxiles:
IIIIIIH HH SEIES

A ORI
e R o A Lt d
Sy 1 )’ - i
Q ‘\_—//
H
Hidroperdxido Nuevo radical organico

d} Descomposicidn de hidroperoxilos en alcoxiles:

Radical alcoxilo

- Mecanismos de lipoperoxidocitén membranal.
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por un rearreglo interno produciendo un dienc conjugado, el
diene coniugade, el cual reacciona répidamente con el dioxigens

para dar un radical peroxilo (§ dioxile).

El radical lipoperoxilo puede atacar a un lipide vecino,
sustrayendo un &tomo de hidrdgenc, para producir un hidropertxido
¥ un nuevo rtadical. Los hidroperdxidos 1lipidicos son estables
en estado puro, perc en presencia de metales de transicidn {como
el hierro & cobre} se descomponen, dando unm radical alcoxilo.
Tanto los radicales peroxilos como alcoxilos estimulan la reacidn

en cadena, al sustraer dtomos de hidr&geno de otros lipidos

(9.

Tanto los radicales peroxilos como los alcoxilos estimulan
la reaccién en cadena, al sustraer Atomos de hidrdgeno de otros
lipidos., Es posible que también el ocoxigeno en singulete sea

un iniciador de la reacecidn en presencia de pigmentos orgénicos

(9.

3. Especies reactivas derivadas de oxigeno y enfermedad.

Los cambies que las especies reactivas derivadas de oxige-
no producen en las membraras celulares han sido implicados en
diversos estados fisiopatolégicos, La produccién de especies
reactivas derivadas de oxigeno por los leucocitos estd destinada
a destruir microorganismos fagocitados. 5in embargo, esta defensa

puede causar consecuencias deletéreas para los leucocitos y

S



otras c¢8&lulas.De hecho, la infeccifn estid cominmente asociada
a la inflamacifn y este tipo de dafio estd relacionado, no sélo
con el poder patdgeno de los microorganismos, sino tambi&n con
la actividad de las cé&lulas de defensa. Como hay un ataque a
las wmembranas celulares, se produce liberacidn al medio de
las especies readtivas derivadas de oxigeno, gue pueden despoli-
merizar el dcido hialurdnico y la coligena de los espacios inter-
celalares. Por otre lado, existe evidencia experimental gque
irdica que el superdxido es una parte importante del mecanismo
inflamatorio en las enfermedades inmuwnoldgicas come la artritis
reugatoide. También, las especies reactivas derivadas de oxigeno
tienen un papel en la mutagénesis y carcinogénesis debido a
su capacidad para producir alteracicnes en el material genético
{10). También, se ha encontrado que las especies reactivas deri-
vadas de oxIgenc se encuentran involucradas en el dafic hepitico

inducido por t&xicos, como el tetracloruro de carbono y el etanecl

{117,

Resulta relevante mencionar gque se conoce gue la intoxica-
¢ién aguda por etanol incrementa la lipopercxidacién de fosfoli-
pidos de las membranas de los hepatocitos. Las cé&lulas hepaticas
poseen varios sistemas microsomales que metabolizan el etanol
{sistema de la KADPH-citocromo C reductasa, sistema del citocro~
no P-450, sistema de la NADPH exidasa) (12, 13), asi como enzimas
¢itosblicas involucradas en el metabolismo del acetaldehido,
derivado metabdlico del etanol (aldehido oxidasa, xantin oxida-
sa). Algunas de estas enzimas son capaces de producir especies

reactivas derivadas del oxigeno y por lo tanto de causar la

10



lipoperoxidacién (Figura 4). Se ha demostrado por métodos indi-
rectes, gque la intoxicacidn aguda por etanel se acompafia de
un incremento en la produccidn de superdxido, perdxido de hidrd-

geno y radical hidroxile (14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21).

B. LOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEODS.

Las drogas antiinflamatorias no esteroideas (AINES) son
medicamentos ampliamente utilizados en el tratamiento inespeci-
fico de diversos estados inflamatorios. La mayor parte de sus
efectos terap8uticos han sido explicados por su capacidad para
la produccién de mediadores quimicos de la respuesta inflamatoria
{prostaglandinas, tromboxanos). Sin embarge, desde hace algin
tiempo, se ha venido demostrando la existencia @e otros mecanis-
mos para explicar dichos efehtos, como la interaccidn directa
con metabolitos intracelulares producidos en respuesta a los

mediadores antes mencionados (22, 23, 24).

Existen en la actualidad siete familias de AINES descritas
en las que estos firmacos se clasifican de acuerdeo a su naturale-

za quimica (Figura 5). Estas sont

1} Salicilatos (Ej.- Acido acetilsalicilico).

2) Firazolonas (Ej.- Fenilbutazona).

3) Derivados del dcido propidnico (Ej.~ Naprozén).

4) Fenamatos (Ej.~ Acido Mefenimico).

11
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5) Derivados del &cido acético (Ej.- Diclofenac).
6) Oxicames (Ej.- Piroxicanm).
7) Nimesulidicos (Ej.- Nimesulide).

Todos ellos poseen diferentes propiedades fisicoquinmicas y farma-
cocindticas. La diversidad quimica de estos firmacos es sugiere

diferentes mecanismos de accin (24).

Recientemente, se ha descubierto que el piroxicam (4-hidro-
xi—2—metil~N—2—piridil—ZH—l,2—benzotiacina-3-carboxamida-1,1-
didzido)(Figura 6){(25), en concentraciones dentro del rango
terapéutico(i.e, 100 apM), inhibe el incremento en la fermacidn
de compuestos derivados de 1la lipoperoxidacitn inducida por
la ingesta aguda de etanol en ratas (28), Aunque en la actualidad
se ha visto que otros AINES (4cido acetilsalicilico, naproxen,
nimesulide y dipiroma) inducen efectos similares, el mecanismo

molecular preciso a través del cual lo hacen no se conoce (27),.

Mediante técnicas de radidlisis en soluciones acuosas dilui-
das, se demostrd gue algunos de estos AINES {acido acetilsalici-
lice, D-penicilsmina, indometacina, flubiprofeno, &cido metiaci-
nico) son capaces de formar complejos moleculares estables con
el radical hidroxilo y convertirse en una nueva especie de ragi~
cal 1libre por autopropagacidén (28). Sin embargo, no sSe sahke
si todas las drogas de este grupo muestran este efecto recolector

(scavenger), ni si 8ste es reproducible en los sistemas in vivo,
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En algunos estudios realizades en sistemas generadcres
de radicales libres (autooxidacidn de la fenilbidracina, Reaccibn
de Fenton) in vitro, se encontrd que el captopril, una drogza
utilizada para el tratamiento de la hipertensitn, considerado
inicialmente como un atrapador de radicales libres, en realidad
inhibis la la produccidén de los nismos guelando a los metales
de transicién utilizados como donadores de electrones en diches
sistemas. Este serfia un mecanismo alternativo para las drogas

capaces de inducir algunos efectos similares (29, 30).

C. LA ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA.

Existen diversas té&cnicas para medir la produccidn de
los radicales libres ip ¥ivo e in vitro. Algunes de ellas utili-
zan las propiedades reactivas de los radicales opara generar
derivedos estables susceptibleé de ser medidos féacilmente, me-
diante té;nicas biogquimicas. Dado que en la mayorfa de los casos
las especies Teactivas _derivadas de ocoxigene tienen una vida
vida media sumamente corta, estas técnicas indirectas (como

la espectrofotometria han ganado mucha aceptacidén (31).

La deteccidn e ddentificacidn directa de los radicales
libres de vida media corta ha sidao posible utilizando técnicas
de Espectroscopia de Resonancia Paramagnética Electrdnica (RPE)
La RPE permite determinar los compuestos capaces de emitir radia-
cidén electromagnética de baja energia, esto es, en el inter~
valo de las microondas (X =1-300mn; 1}(10_4 - lxl(l-'5 eV) (Figura
7). La RPE permite determinar cualquier compuesto que tenga
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un spin diferente de 0, esto es, un nimero de electraones impar,
registrando la emisidn electromagnética producida por un electrbn
a mnuy alta resolucidn. La RPE constituyeuye una herramienta
sumamente sensible para la determinacidn de radicales libres.
Dado que cada compuesto poesee un espectro electromagnéticoe
particular, la té&cnica permite ‘también identificar diferentes

especies de radicales (32).

Desde hace m&s de veinte afios, se han utilizado dos técnicas
para la deteccidn e identificacidnr de concentraciones bajas
de radicales libres de vida media corta: Resonancia Magnética
Nuclear y Atrapamiento de Radicales. La primera depende de 1a
polarizacidn del giro nuclear por el electrén desapareade. En
la segunda, interviene una sustancia conocida como atrapador
de radicales que, al reacciona; con el radical de vida media
corta forma un radical mids estable {(Figura 8). Este nuevo radical
formado recibe el nombre de aducto y sus parimetros de descompo-
sicidn hiperfina permiten su identificacisén (Figura 9). Para
esta Qltima té&cnica se puede utilizar el equipo de RPE convencio-

nal (33, 34).

En algunos estudios anteriores utilizande RPE y atrapadores
de radicales (35), se demostrd que el. ibuprofén (acido 2-(4-
isobutil-fenil)propandico), otro AINES perteneciente a la fami-
lia de los dérivados del &cide propidnico, era capaz de recolec-
tar radicales hidroxiles y formar un radical estable., 5i este

radical resulta ser menos reactivo que el producido inicialmente,
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FIGURA 9.- Patrdn de descomposicidn hiperfino de la sefial del
espectro caracteristico de diferentes aductos y atrapadeores
de radicales. 9a) muestra dicho patrén para el aducto de
radicales derivados de la autooxidacidn de la fenilhidracina
can fenil-tert-butilnitrona (PHE'-PBN); 9b) muestra el opatrén
correspondiente al aducto de radicales hidroxilo derivados de
un sistema de reaccidn de Fenton con 5,5-dimetil-pirrolin—~N-gxido
(HQ'-DMPO},
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II, JUSTIFICACION.

Se conoce que el piroxicam, asi como algunos medicamentos
relacionados farmacoldgicamente con &l, son capaces de prevenir
los cambios inducides por radicales libres derivados de oxigeno
en la intoxicacidn aguda por etanol en la rata; este efecto
podria deberse a un mecanismo recolector (scavenger) de radicales
libres. Otras drogas, en cambio, previenen 1la produccidn de
los mismos gquelando metales de transicidn). Cualquiera de estos

mecanismos induciria efectos similares a nivel celular.

Aunque les antiinflamatorios no esteroideos son medicamentos

ampliamente utilizados en la terapéutica actual, muchos de sus

efectos intracelulares afin no son conocidos. Por ello resulra

de inter&és caracterizar sus mecanismos de accidn a nivel molecu-~
lar. Esto conduciria a un manejo miAs racional de estos firmacos
fdrmacos y sus aplicaciones se podrian extender para el trata-
miento de las enfermedades hepiticas relacionadas con el consumeo
del etancl y otros tdxicos cuyo metabolismo se encuentre relacio-

nado con la produccidn de radicales libres.
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ITI. HIPOTESIS.

El opiroxicam es un antiinflamatorio no esteroideo capaz
de prevenir el incremento de la lipoperoxidacidén en hepatocitos
de la rata durante la intoxicacidn aguda por etanol. $in embargo
no se conoce el mecanismo preciso a través del cual ejerce este
efecto todavia., Resulta atractivo considerar que la prevencién
del incremento en la lipopercxidacidn se deba a la interaccidn
del pirexicam con las especies reactivas derivadas de oxigeno

producidas por el etanol.

Alternativamente, el piroxicam podria quelar metales de
transicidn; los efectos de este mecanismo serian similares

a los del anterior.

Otros AINES podrian tener mecanismos similares,
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IV. OBJETIVOS.

El objetivo general de este trabajo consistid en dilucidar
los posibles mecanismos de accién del pirﬁxicam’y de otros AINES

sobre algunos sistemas generadores d¢e radicales libres.

Con el objeto de lograr este objetivo general, se fijaron

los siguientes objetivos especificos:

1. Valorar el efecto del medicamento sobre diferentes especies

de radicales libres.

2. Realizar curvas dosis-respuesta para valorar la influencia
de diversas concentraciones del fArmaco, similares a las

encontradas en condiciones in vivo, sobre estos sistemas.

3. Valorar si los efectos encontrados en el piroxicam son especi-
cos de la drega & un efecto comiin a2 las otras seis familias

de los AINES.

Los sistemas generadores de radicales utilizados fueran
el proceso de autooxidacién de la fenilhidracina y 1z Reaccidn

de Fenton.,
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En el primer sistema, la fenilhidracina, en presencia
de algunos metales de transicidén fué usada para generar radicales
fenilo; en el segundo sistema, se generd el radical hidroxile

a partir de perdxido de hidrbgeno.

Para la determinacién de los radicales libres, se utilizé
la fenil-N-ter-butil-nitrona (PBN) y al 5,5-dimetil-pirrolin~N-

Gzido (DMPQ) como atrapadores de radicales libres y 1la RPE,

También, se realizaron estudios similares con drogas consi-
deradas como representativas de las otras seis familias de estos

farmacos. Estas fueron las siguientes:

1) Acido acetilsalicilico.(Familié‘de los salicilatos),

2) Naproxero {Familia de los derivados del Acido propidnico).
3) Fenilbutazona {Familia de las pirazolonas).

4) Acido mefenimice (Familia de leos fenamatos).

5) Diclofenac {Familia de los derivados del &cido acé&tico).

6) Nimesulide {(Familia de los nimesulidicos).
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V. MATERTALES Y METODOS,
A. EFECTO DEL PIROXICAM,
1. Experimentos com PBN.

a} Autooxidacitn de la Fenilhidracina.

4 una solucidn de fenilhidracina con wuna concentracidn
final de 1 @M a un medio acuose amortiguado con berato de sodio
25 oM a pH 10.2, se le afadid PBN (3 mM) ¥ cloruro de c¢obre
(CuClz) 0.01 mM para iniciar 1la reaccidén, en un volumen final
de 500 pl. Se afiadid a esta mezcla aerobia piroxicam a una con-
centracién de 12, 25, 50 y 100 AM, conservando el mismo volumen

(36, 37).

b} Reaccidn de Fenton.

Se utilizd tambifn un amortiguador de fosfato de potasion
150 =M pH 7.4, el cual inclufa etanol (100 mM), PBN (10mM),
sulfato ferroso (FeSOa) (1 mM) ¥ H202 (1 mM) para iniciar 1la
reaccidn (38, 39, 40). En este caso, la incubacidn se 1lzvd
a cabo en una atmbsfera anaerobia, lograda en una bolsa de guan-—
tes gaseada con nitrGgeno. El volumen final de la muestra fué
de 400 nl. El piroxicam se afiadid a una concentracibn de 12,
25, 50 y 100 pM en el mismo volumen de muestra, Las muestrag
se extrajeron conm 730 ul de tolueno y se tomd una muestra de

350 ul para la determinacidn de los aductos. Se ha reportade

que la extracecidm con toluen%ﬁprolonga la vida media de 1os



aductos formados c¢on radicales etilo, haciendo mis confiables

las mediciones espectrométricas (41, 42)

2. Experimentos con DMPO.

a) Reaccidn de Fenton.

El sistema de reaccidén contenia sulfato ferroso (1 mM)
¥ DMPO (10 mM) disuveltos en un amortiguador de fosfaro de potasio
(150 mM; pH 7.4), en wun volumen final de reaccidn de 400 ul.
Se inicid la formacidén de radicales con la adicidn del H202
{1 mM), Se 1llevd a cabo una segunda serie de reacciones en pre-
sencia de etanol (100 mM). Los productos de la reaccidn se midie-

ron después de 4 minutos de incubacidn a temperatura ambiente,

en una atmbsfera anaerdbica (43, 44),

b) Efecte de lez quelantes de metales divalentes.

Se evalubd el efecto del &cido dietilén~triamino-pentaacético
(DETAPAC), un agente quelante para cationes divalentes, a una
concentracién 100 uM, en la reaccidén de Fenton con DMPO, para.
descartar un posible efecto quelante del piroxicam como posible

explicacidn a la disminucidn en la produccidn de radicales libres

(45).
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B. EFECTO DE OTROS AINES.

Se realizaron experimentos similares utilizande el sistema
de la Reaccifn de Fenton con DMPO, esta vez sin DETAPAC, para
valorar el efecto de otres AINES sobre la produccidn del radical
hidroxile. Las concentraciones utilizadas de los seis fdrmacos
(ASA, HNAX, PHB, KMS, MFA y DCF) fueron 6, 12, 25, 50, 100 y
200 pM en cada caso. Estas concentraciones se encontraban dentro

del rango de uso farmacolégico.

C. CONDICIONES ESPECTROMETRICAS.

En ambos ripos ge experimentos, se midieron los productos

de reaccidn despuds de 4 minutos de incubacién a temperatura.

ambiente. Las determinaciones se llevaron a cabo en un espectrd-—
metro de RPE, Modelo Varian E-Line Century Series E 112, Banda
X con una cavidad rectangular TEIOZ' Se usd una modulacidn de
1 Gauss P.p. a 100 kHz, BRarride de 100 Gauss, constante de
tiempo de 5 seg.,, tiempo de barrido de 4 min., El campo central
fue de 3339 Gauss. Se ust el espectrdmetro y el equipo de RPE
del Departamento de Estado $81lido del Instituto de Fisica de
la UNAM, con el cual se colabors para la realizacidn de este

trabajo (46).
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D. OTRAS CONSIDERACIONES.

Las mediciones efectuadas fueron semicuantitativas dade
que nog se cuenta con un estdndar adecuado. Se determind el
drea bajo la curva del espectro registrade que es directamente
proporcional a la concentracidn de los aductos formados durante
la reaccién, Se hicieron curvas dosis-respuesta, graficando
las concentraciones de pirexicam versus la intensidad de 1la

sefial obtenida en la determinacidn (47).

Los reactivos se adquirierorn en Sigma Chemical Co. {(S5t.

Louis, MO).
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VI. RESULTADOS.

A. EFECTO DEL PIROXICAM.
1. Experimentos com PBN.
a) Autooxidacién de la Fenilhidracina.

En este sistema, el piroxicam no alterd 1la produccidn de
radicales libres cuando se inicié la autooridacidn de 1a fenil-
hidracina con la adicidn de CuClz. Cuando se excluyd el CuClz,la
autooxidacidn de la fenilhidracina se inicid con la adicidn
del piroxicam., Al aumentar la concentracidn de la droga se incre-
mentd concomitantemente la intensidad relativa de la seftal de
RPE. Esta respuesta indica un incremento en la formacidn de
los aductos y, por lo tanto, en la produccidn de radiqales 1i-~

bres (Figura 10) (47, 50).

b) Reacciém de Fenton.

Se estudid el efecto del piroxicam en 1a ReacciBn de Fenton
(Figura 11), En este caso, no se encantrd cambios apreciables
en la formacidén de los aductos cuando se utilizaron las tres
concentraciones més bajas de la drega (i.e. 12, 25 y 50 AN .
Al wutilizar concentraciones mayores de piroxicam (100 y 200
»M), se observd una disminuvcién en la produccifn de radicales

libres de un' 20 y un 80%, respectivamente (50).
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FIGURA 10.- Efecto del piroxicam en la produccidn de aductos
de radicales feniles con fenil-tert-butilnitrona (PHE'-PBN)
durante la autooxidacién de la fenilhidracina. La gr&fica muestra
el efecto de la adicidn de concentraciones 12, 25, 50 y 100
uM del antiinflamatoric al medio de reaccidn, el cual contenia
fenilhidracina (PHE) 1mM, c¢loruruo de cobre (CuCl,) 0.01 M,
fenpil-tert-butilnitrona (PBX) 3mM, amortiguador de  boratec de
sodio 25mM a pH 10.2), Notese la elevacidonm de la intensidad
relativa de la sefial del espectro de Resonancia Paramagnética
Electrénica . {EPR) correspondiente a los aductos PHE -PBN de
manera dosis-dependiente. Las condiciones de registre fueron:
campo central 3330 Gauss; barrido 100 Gauss; frecuencia de
modulacidén 100 KHz; amplitud 1 Gauss p.p.; constante de tiempo
0.25 seg.,; tiempo de barrido 4 min. (n=4; todos los resultados
estin expresados como la media t+ D.S.).
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FICURA 11.- Efecto del piroxicam en la produccién de los aductos
de radicales hidroxietilos con fenil-tert-butilnitrona (etHQ'~
PBHN} en un sistema de reaccién tipo Fenton, La gréfica muestra
el efecto de 1la adicibdn de concentraciomes 23, 50, 100 y 200
uM del piroxicam al medio de reaccidn, el cual contenfia sulfato
ferroso {(FeS0,) 1 mM; perdxido de hidrégene (H,0,) 1 nM;
fenil-tert-butilnitrona (PBN) 10 mM; amortiguador "de fosfato
de potasio 150 mM a pH 7.4 con etanol 100 mM. Nbdtese la caida
de la intesidad relativa de la sefial de EPR con concentraciones
100 y 200 uM del farmaco. Las condiciones de registre fueron
las mismas que en la figura anterior.
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2. Experimentos con DMPO.

a) Reaccidn de Fenton.

Se obtuvieron los espectros de RPE caracteristicos del
aducto del radical hidroxilo con DMPO (DMPO-0H") (aN=lh.810.2
Gauss; aH=14.810.2 Gauss) (23) en condiciones basales. Cuando
se afladid el piroxicam, la altura media de la sefial decayd de
manera dosis dependiente. Se observd una caida maxima de aproxi-
radamente cince veces con una concentracifn final de la droga
de 200 uM. Simultineamente, se registrd un patrén de sefial dife-
rente (aN= 16.0+0.2 Gauss; 8y~=22.8£0.2 Gauss) (48) el cual alcan-
20 su altura mpaxima cuando se utilizd 1la mayor concentracién

de piroxicam (Figura 12) (49).

En los experihentos realizados en presenﬁia de Ietanol,
se registraron seflales tipicas de los aductos de radicales hi-
droxietiles comn DMPO (DMPO—etHO.) (aN= 16.0+0.2 Gauss; aH=23.b
#0.2 Gauss) (48). Aungue hubo un ligero dincremento al utilizar
una concentracidn de 25 uM de piroxicam, se observd um decremen-
to similar en la intensidad de la sefiales com concentraciones
de piroxicam de 30, 100 y 200 AM; la mAxima caida en la altura
media de las sefiales (de un 60%) se alcanzd con una concentracidn

de 200 uM (Figura 13). No se observaron sefales diferentes de

daquellas correspondientes a DMPO-etHO'(49),
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FIGURA 12.- Efecto del pircxicam en la produccidn de los aductos
de radicales hidroxilos con 5,5-dimetil-pirrolin-N-oxido
(HO -DMPO) en la reaccidén de Fenton. El1 medio de reaccidn
incluias sulfato ferrose (FeS0,) 1mM; perdxido de hidrdgeno
(Hzc ) 1mM; 5,5-dimeti-pirrolin-N-6xido (DMPO) 10 nM;
amorgiguador de fosfato de peotasio 150 mM a pH 7.4. Nitese el
efecto dependiente de la dosis del piroxicam sobre el sistema:
la curva superior describe la cafida de la altura media de las
sefigles de los aductos HO'~-DMP(O, mientras que la curva inferior,
muestra el ascenso de sefizales gque no corresponden al aducto
HO‘-DMPO, en elintervale de concentraciones de 25 a 200 uM,
Las condiciones de vregistro son las mismas gque las sefialadas
en grificas anteriores.
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REACCION DE FENTON
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FIGURA 13.- Efecto del piroxicam en la produccidn de los aductos
de radicales hidroxietilos (etHO") con DMPO (etHD®-DMPO) en
la reaccidn de Fenton. EI medio de reaccidn es el mismo que
en las figuras previas, con la adicidn de etanel (et) 100 mM.
Notese que 1la intensidad de la sefial de etHO'~-DMPO disminuye
con la c¢oncentracitn de piroxicam y la ausencia de sefales
diferentes a las de etHO'-DNPD. El intervalo de concentraciones
del farmaco y las condiciones de registro son las misnmas que
antes,
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b) Efecto de los gquelantes de metales divalentes.

Se obtuvon un resultado similar cuando se probd piroxicam
en presencia de DETAPAC (Figura 14). No se obtuvo sefial cuando
se afiadid 100 pM) de piroxicam un medio de reaccidn que contenia

todos los reactivos mencionados excepto sulfato ferroso (49).

B. EFECTO DE OTROS AINES.

El ASA mostrd casi un 40% de reduccién de la sefial a una
concentracidn de 200 uM, sin ningiin cambic significativo con
concentraciones mis bajas (Figura 15). NAX mostrd una reduccidn
maxima de sefial del 20% con una concentracidn de 100 HM pero
fue incapaz de mejorar el efecto con una de 200 uM, con la cual
s6lo alcanzd menos &e un 10Z de reduccidon (Figura 16).‘PﬁB y
NMS no mostraren ningiin efecto (Figuras 17 y 18). MFA y DCF
ocasionaren una reduccién m3xima del 15 y 20%, respectivamente,
perc ambas drogas no mostraron un efecto dependiente de concen-
tracidn (Figuras 19 v 20)., En ninguno de estos experimentos,

se formd radicales, diferentes de los OH® (49),

Se llevaron a cabo experimentos conteniendo etanol en el
medio de reaccidn junto con los AINES y los resultados fueron
similares a los mostrados anteriormente. Se considerd poco {itil
repetir los ;nsayos con DETAPAC en presencia de los demds AINES

(49).
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FIGURA 14,- Efecto del piroxicam en la produccidn de aductos
de radicales hidroxilo con DMPO (HO'-DMPO) en la reaccidn de
Fenton con dietil-tetraminopentaacetate (DETAPAC) 100 mM, un
agente quelante de cationes divalentes. La composicidn del medio
de reaccidn es la misma gque en la figura 11, salve por 1la
presencia del quelante. Notese la dependencis de 1la disminucidn
de la dintensidad de las sefiales de HO"-DMPO y del incremente
de sefiales distintas a las de HO'-DMPO con respecto a 1a
concentracidn del f&rmaco. El1 intervalec de concentraciones del
Piroxicam y las condiciones de registro son las mismas que las
seflaladas en la figura 12,
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FIGURA 15.- Efecto de &cido acetilsalicilico en la produccién
de leos aductos de radicales hidroxile con DMPO (HO"-DMPO) en
la reaccifén de Fenton. Nbétese gque solamente aparece una
digminucidén en la intensidad de las sefiales con la concentracidn
de 200 uM del f&rmaco, asi como la ausencia de sefilales distintas
a las de HO"-DMPQ. La composicidén del medio de reaccion, el
intervalo de <concentraciones empleado y las condiciones de
registro son las mismas que en las figuras anteriores,
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EFECTO DE NAPROXEN
Reaccion de Fenton
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FIGURA 16.- Efecto de naproxen en la produccién de los aductos
de radicales hidroxilo con DMPO (HQ'-DMPO) en 1la reaccidn de
Fenton . Ndtese que no hay una franca disminucién de 1a
intensidad de las sefales de HO'-DMPO a ninguna cencenatracisén
del farmaco ni una aparicidn de sefales diferentes a HO ~-DMPQ,
La composicién del medio de reaccion, el intervale de
concentraciones empleado y las condiciones de registro son las
mismas que en las figuras anteriores.
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EFECTO de la FENILBUTAZONA
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FIGURA 17.- 6 Efecto de fenilbutazona en 1la produccidén de 1los
aductos de radicales hidroxilo con DMPD (HO®-DMPO)} en la reaccidn
de Fenton, N&tese que no hay una franca disminucién de 1la
intensidad de las sefiales de HO'-DMPO a ninguna concentraciédn
del fdrmaco ni aparicién de sefiales diferentes a HO'-DMPG. La
composicidn del medio de reaccidn, el intervalo de
concentraciones empleado y las condiciones de registro son las
mismas que en las figuras anteriores.
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EFECTO del NIMESULIDE
Reaccion de Fenton
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FIGURA 18.- Efectc de nimesulide en la produccidn de los aductos
de radicales hidroxile con DMPO (HO'-DMPQO) en la reaccidn de
Fenton., Ndtese que no hay una franca disminucidn de la intensidad
de las sefiales de HO°-DMPO a ninguna concentracién del farmaco
ni aparicidn de sefiales diferentes a HO -DMPO. La composicisdn
del medio de reaccibn, el intervalo de concentraciones empleado
¥y las condiciones de registre son las mismas que en las figuras
anteriores. i1



EFECTO de DICLOFENAC

Reaccion de Fenton
?120 r

%

—
O
o

N b~ O O
o O O O

Intensidad Relativa (

|
[
s
|
'
I
I
'
'
'
I
1
|
L
'
'
'
f
1
'
'
1
1
13
i
I
—r
i
1
i
1
v
i
'
1
|
'
'
—
i
'
'
1
f
1
1
'
|
'

0 25 50 100 200
Diclofenac (uM)

FIGURA 19.- Efecto de diclofenac en la produccidn de aductos
de radicales hidroxile con DMPO (HO'-DMPO} en la reaccidn de
Fenton. N&tese que no hay una franca disminucidn de la intensidad
de las sefiales de HO°-DMP0O a ninguna concentracidn del farmaco
ni aparicidn de las sefiales diferentes a HO*-DMPO. !.-a composicidn
del medic de reaccion, el intervalo de concentraciones emPleado
y las condiciones de registro son las mismas que en las figuras
anteriores,
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EFECTO del ACIDO MEFENAMICO
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FIGURA 20.- Efecto de &cido mefenfmico en la produccidn de
aductos de radicales hidrexiloc con DMPO {HO -DMPO) en la reaccidn
de Fenton., N&tese que no hay una franca disminucign de 1la
intensidad de las sefiales de HO'-DMPO a ninguna concentracidn
del fadrmaco ni aparicién de sefiales diferentes a HO'-DMPD. La
composicidn del medio de reaccion, el intervalo de
concentraciones empleadoe y las condiciones de registre son las
mismas que en las figuras anteriores.
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VI. DISCUSION,

A, EFECTO DEL PIROXICAM.

1. Experimentos con PBN.

a) Autooxidacidén de la Fenilhidracina.

Durante la autooxidacifn de la fenilhidracina, el piroxicam
incrementd la formacidén de los radicales libres en ausencia
de metales de tansicidén en el medio de reaccidn. Ya gque en la
presencia de estos metales, el piroxicam no altera la produccidn
de los radicales libres, era posible descartar un efecto quelan-
te. Sin embargo, dado que el PBN no es una atrapader de radica-
les a%tamente selective (37), no es posible_ asegurar que las
especies de radicales producidas por el piroxicam en la autooxi~
dacién de la fenilhidracina sean las mismas que aquellas genera-

das durante el procese en ausencia del AINE (50).

b} Reaccién de Fenton.

En los experimentos en presencia de etanol, no se detectd
una disminucidén en la produccidén de los radicales hidroxietilos
en presencia del piroxicam, mis que & muy altas cencentraciones,

Tales cambios pueden no tener efectos bioldgicos significativoes,

Aunque estos datos centradicen alos resultados obtenidos
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er condiciones in vivo, no es posible descartar la posibilidad
que el piroxicam puda inducir Ia produccidn de radicales libres
menos reactivos ¥y, por tanto, menos dafiiros, que aguellos habi-
tualpente producides en las cé&lulas hepédticas. Ambos sistemas
de radicales peneraron radicales centrados en un carbono, por
lo que se considerd importante realizar algunos experimenteos
utilizande un sistema productor de radicales diferentes a los
localizados en un ecarbono (i.e. localizados en el oxigeno, como
los radicales hidroxile). Asimismo, =se considerd utilizar atra-

padores de radicales mias selecrivos {50).

2, Experimentos can DMPO.

a) Reaccidn de Fenton.

En trabajos anteriores se habia sefialado que para poder
considerar a una sustancia como un posible atrapador de radicales
libres, é&sta debe ser capaz de rveducir la altura media de ios
aductos derivados del radical a ser atrapado (35). Como el pirg-
xicam reproduio tal efecto, concluimos que la droga era capaz
de reaccionar con los radicales HO® formados durante la reaccign

de Fenton y de genarar otros radicales libres (49).

Resulta rambién evidente, por los estudios realizados en
Presencia de etanol, que el piroxicam puede atrapar radicaleg
localizados en un carbone, como et—HO", Este hallazgo puede

explicar los efectos del piroxicam observados en nuestro labora~
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torie, cuande se probd la droga durante la autooxidacidn de
la fenilhidracina. En tales experimentos, se utiliz§ 1la fenil-
hidracina como una fuente de phe®, un radical localizado en
localizado en un carbono y PBN como el atrapador, El pirexicam
incrementd la altura media de los aductos de PBN-phe' de manera
dependiente de la dosis, induciendo 1a formacibn de radicales
localizados en un carbono (48) diferentes (i.e. radicales deriva-—
dos del piroxicam}, que tambi&n podian ser atrapados, bajo esas
condicioﬁes. Parece que el piroxicam posee un amplio espectro

en su accidn atrapadora (49).

Los resultados descritos son de particular interés al tratar
de explicar a los efectos encontrados en condiciones in vive.
El piroxicam previene el incremento en la lipoperoxidacidén en
el higado de rata inducidos .durante .la intoxicacidn aguda por
etanol (26, 27) aparentemente por atrapar radicales libres o
por interactuar con algunas metales de transicién. Dade que
el piroxicam, simult@neamente indujo la produccidn de radicales
libres diferentes a los formados originalmente, es posible
que este AINE forme radicales menos reactivos, y por tante,
menos lesivos bajo estas condiciones. Ambas acciones harian
al piroxicam un agente muy {til en prevenir tales cambios en

situaciones tanto experimentales como clinicas (49).

Se sabe, que el HO' se forma durante las etapas tempranas
de la transformacidn hepidtica del etanol y que es un amplificador
primario (por mecanismos de autopropagacién) de los cambios

inducidos por el alcohol(12,15,16,17). Si el piroxicam es capaz
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de atrapar diferentes especies de radicales libres (i.e. locali-
zados en el oxigeno y en el carbono), entonces peodria actuar
desde el principio en el metabolismo del etancel hasta en las
etapas tardias, cuande los radicales localizados en un carbone
se formana partir de los lipidos de la membrana y de otras molé&-

culas orgénicas (49),

b) Efecto de les quelantes de metales divalentes.

3in embargo, otra posibilidad para explicar estos hallazgos
es a través de una interaccibn del piroxicam «con los metales
divalentes en el sistema. Si los metales fuesen atrapados por
el AINE, no se podrian formar radicales HQ" en ausencia de un
agente reductor adecuadoe (30). Tal posibilidad seria descartada
al probar el piroxicam en la presencia de DETAPAC, un agente
quelante que incrementa la formacidn de radicales libres cuando
es usado como parte de la reaccién de Fenton (43), EL DETAPAC
prevendria la formacién de complejos entre el piroxicam vy los
metales de transicién, si es que estos se forman, sin interferir
en la produccidn de radicales. El piroxicam mostrd el mismo
efecto alin en la presencia del DETAPAC, excluyendo una posible
interacecidn con el hierro. Por otra parte, la formacidén de radi-
cales no se redujo en ausencia del sulfato ferroso aifin cuando
el piroxicam se encontraba presente. Esto demuestra que ningiin
otro reactivo (incluyendo al piroxicam) mi&s que los metales
podia servir como un donador de electrones en el medio de regc-

cidn (49),
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En ambos cases (con y sin DETAPAC), se registrd una sefal
diferente de la que corresponde a DMPO-HO'. Ya que las sefiales
de RPE son especificas para un radical, concluimos que se estaba
formando un radical diferenteconforme 1los radicales hidroxilo
eran atrapados. Losdatos sugieren que el piroxicam puede estar
formande radicales localizados en un carbono al atrapar HO",
como se puede deducir del anilisis del patrén de descomposicidn
hiperfina del espectro de RPE obtenido (48). Se requieren otros
estudios para la ideatificaciﬁn del aducto de DMPO derivado

del piroxicam que se forma bajo estas condiciones (49),

B. EFECTO DE OTROS AINES.

Los otros AINES probados (ASA, NAX, PHB, NMS, MFA y DCF)
no mostraron un efecto claro. Resulta de interés particular
el hecho de que ninguno de estos compuestos generd sefiales dife—
rentes de aquellas obtenidas en ausencia del AINE. S81lc se obtu—
vo una reduccidn de la sefial de RPE del 40% con el ASA, comparado
con una reduccidn del B0% alcanzada con piroxicam. Estos dos
resultades nos llevan a concluir que los otros AINES probados
no tienen un efecto atrapador de radicales hidroxilo. Este ha-
llazgo aparentemente contradice algunos de los resultados de
los estudios in vivo, donde algunas de estas drogas redujeron
ia lipoperoxidacién inducida por el etanol (27). Sin embarge,
estos efectos se pueden explicar fidcilmente si se considera
una acecidén atrapadora para los radicales diferentes al HQ-'.
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Como los radicales libres se& autopropagan, transformando a
otras moléculas en radicales (19), es diffcil caracterizar
la naturaleza de estos., E1 piroxicam y los otros AINES pueden

tener una accidén atrapadera en algunos de estos radicales (50).

ESTA TESIS N0 BEBE
SAUR DE LA BUOTESD
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VIII. CONCLUSIONES.

El piroxicam, a diferencia de otros AINES, mostrd capacidad
para atrapar al radical hidroxilo, asi como algunos radicales
localizades en un carbono, como los hidroxietile. Este efecto
puede explicar la atenuvacidn de los efectos debidos a la produc-
cidn de radicales libres como comnsecuencia del metabolismo hepi-
tico del- etanel, por unaintoxicacién alcohdélica aguda en 1la
la rata, Asi mismo, el piroxicam posiblemente induce la formacidn

de rtadicales menos reactivoes y, por lo tanto, menos tdxices.

Las enfermedades relacionadas con el alcoheolismo se asocian
frecuentemente con la produccidén de especies de oxigeno reacti-
vas. Algunas de estas enfermedades son progresivas e irreversi-
bles, como en el case de la cirrosis, La prevencifn de estas
enfermedades es de interés en la medicina moderna, porque se
carece de estrategias terapduticas efectivas contra ellas. Los

AINES podrian convertirse en una opcidn atractiva.
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Absiract

Recent work has shown that several non-steroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs}
prevent free-radical mediated biochemical changes in rat liver after acute intoxication
with ethancl. The precise mechanism by which these agents induce such effects is not
known. Thus, the influence of NSAIDs on hydroxyl and hydroxyethyl free radical
production in a Fenton type reaction system was tested in virre using spin-trapping
techniques. The drugs chosen were considered as represeniatives of each of the NSAIDs
families and included acetylsalicylic acid, naproxen, diclofenac, phenylbutazone,
mefenamic acid, piroxicam (PIR) and nimesulide, Among these drugs, only piroxicam
showed the ability to reduce the EPR (Electron Paramagnetic Resonance) signal intensity
of oxygen- and carbon-centered radical adducts in a dose dependent fashion and also to
induce the formation of different adduct species. Possible interaction with reaction media
metals was ruled out using divalent cation chelators during the assay. Other NSAIDs
showed no meaningful effect in the range of concentrations tested. It is proposed that
piroxicam is a hydroxyl free-radical scavenger that may form less-reactive radical species
in order to explain those effects found under in vivo conditions. Other NSAIDs failed to
reproduce such effects in vitro at least with the radical species tested. Thus, these drugs
may have a different mechanism of action than piroxicam or a different spectrum for
scavenging free-radical species other than hydroxyl radicals,

Please send correspondence and reprint requests to: Miguel Castrején Sosa, M. D., Depto.
De Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM. A. Postal 70159, México, D. F. 04510,
México. Fax: (525)5483603.
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Introduction.

Non-steroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) are widely used compounds in the
treatment of nonspecific inflammatory disorders. Many of their therapeutic effects have
been explained to date in terms of the well documented inhibitory action of these drugs
on the synthesis of such intercellular mediators as prostaglandins and thromboxanes
(Wolf, 1984), However, the existence of other possible mechanisms of action , such as
direct interaction with intracellular mediators, has become evident. Chemical diversity of
these drugs is indeed a fact that supports the possibility of many more modes of action,
not vet described, for these agents (Abramson, Korchak ef of, 1985).

Through in vitro radiolysis techniques in aqueous diluted solutions, it has been shown
that some of these NSAIDs are capable of interacting with hydroxyi radicals, turning
themselves into free-radicals (“scavenger effect’™) and thus lowering the hvdroxy! radical
concentration in the reaction media (Hiller and Wilson, 1983). However, it is not known
if ali of the NSAIDs share the same effect or if it is reproducible in in vivo situations,

Studies carried out in in vitro free-radical production systems, using phenylhydrazine
autooxidation and the Fenton reaction as models, have shown that captopril, an
antihypertensive drug, initially considered a free-radical scavenger, inhibited radical
production by interacting with transition metals (i.e., iron, copper) included in the
reaction media as electron donors {(Jay, Cucilar, ef al, 1931). This could be an alternative
mechanism, theoretically at least, for other drugs to be able to induce similar effects,

Recently, it has been shown that piroxicam (4-hydroxy-2-methyl-N-(2-pyridil)-2 H-
1,2-benzothiacine-3-carboxamide-1,1-dioxide) (PIR), an NSAID, at a therapeutic
concentration (i.e., 100 pM), prevents increased levels of lipid peroxidation derived
compounds in rat liver extracts induced by acute ethanol ingestion (Zentella de Pifta,
Hemandez-Tobias, ef g/, 1992). Since lipid peroxidation is used as an indirect marker of
free-radical formation in vive, it was suggested that PIR may inhibit free radical
production or act as a free-radical scavenger itself. Although it has been demonstrated
that other NSAIDs exert similar changes decreasing the hepatic lipid peroxidation
promoted by ethanol (Zentella de Pifia, Saldafia-Balmori, er al, 1993), the precise

molecular mechanism of such effects is not known.
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Since free-radical overproduction has been implicated in the pathogenesis of ethanol-
related hepatic diseases (Videla, and Valenzuela, 1982), such as cirrhosis, a better
understanding of the action of these drugs could lead to a more rational therapeutic
strategy in the prevention and management of these clinical entities.

Previous Electron Paramagnetic Resonance (EPR) spectroscopy studies using spin-
trapping techniques demonstrated that ibuprofen (2-(4-isobutyl-phenyl) propancic acid),
another NSAIDs, was able to scavenge hydroxyl radicals and formed a different kind of
radical species in the process (Hamburger, and Mc Cay, 1990). Similar in vitre studies
carried out in our laboratory have shown that PIR induces pheny! radical (phe.) (a non-
oxygen centered radical} formation in a dose-dependent fashion but failed to reproduce
this effect when tested with hydroxyethyl radicals {et-HO.) (an oxygen-centered radical)
in the reaction media (Castrejon, Boldu, et af, 1996). These results appear to contradict
those obtained in the in vivo studies previously mentioned. However, since alpha.phenyl-
tert-butylnitrone (PBN), a non-selective spin-trap was used in this initial stage, the
possibility that PIR may induce the formation of different free-radical species than those
obtained under basal conditions {i.e. phe. or et-HO. radicals) could not be ruled out. If
such radical species are truly formed and turned out to be less reactive than those initially
produced, in vitro experiments would totally agree with results obtained under in vivo
conditions, .

In order to determine the possible mechanism of action of NSAIDs that explain their
in vivo effects, we decided to undertake in vitre spin-trapping studies using both a
hydroxyl radical (HO.) producing system and a more selective spin trap, 5,5-dimethyl-
pyrroline-N-oxide {DMPO). The NSAIDs chosen were considered to be representative of
each of the seven chemical families of these drugs and were the following: acetylsalicylic
acid (ASA), naproxen (NAX), phenylbutazone (PHB), nimesulide (NMS), mefenamic
acid (MFA), diclofenac (DCF) and PIR.

Materials And Methods,

The reaction system contained ferrous sulfate (1 pM), DMPO (10 mM), all in a
potassium phosphate buffer (150 mM; pH 7.4), for a final reaction volume of 400 puL,
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Radical formation was started by the addition of hydrogen peroxide (H,0,) (! mM}.
Another series of studies was carried out in the presence of ethanol (100 mM) in the
reaction media. Reaction products were measured afier 4 minutes of incubation at room
temperature, it an anaerobic atmosphere, using a glove box filled with gaseous nitrogen
under saturation conditions.

The concentrations of NSAIDs tested were 6, 12, 25, 50, 100 and 200 uM of each
drug (PIR, ASA, NAX, PHB, NMS, MFA and DCF). All drug concentrations represent
the therapeutic range for their pharmacologic use.

The effect of diethylene-triamine-pentaacetic acid (DETAPAC), a divalent-cation
chelating agent, at a 100 pM concentration, in the first series of studies was also
evaluated.

EPR measurements were recorded using a Varian E-line Century Series E112 band-X
spectrometer, with a rectangular TE102 cavity. Spectra were achieved with 1 Gauss p.p.
modulation at 100 KHz. Other recording conditions were: Central Field 3339 Gauss,
sweep 100 Gauss, time constant 0.5 sec., sweeping time 4 minutes.

All the reactants were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MQ) and were
of the highest purity grade available.

Resulrs.

Characteristic EPR spectra of the hydroxyl radical adduct of DMPO (DMPQ-OH.)
(a,=14.8+0.2 Gauss; a,;= 14.8+0.2 Gauss) (Buettner, 1987) were obtained under baseline
conditions. When PIR was added to the reaction system, the height of DMPQ-HO.
signals was decreased in a dose-dependent mode; a five-fold decrease was observed with
a 200 mM final drug concentration. Simultaneously, a different signal pattern was
recorded (a,=16.0x0.2 Gauss; a,= 22.820.2 Gauss) (Buettner, 1987} and its maximum

height reached when using top PIR concentrations (Figure 1).
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Figure I.- Effect of PIR on DMPQ-HO adduct production in an in vitro Fenton reaction
systemn. Reaction medium included 1 mM ferrous sulfate, 10 mM DMPO, | mM H.0,,
150 mM potassium phosphate buffer, pH 7.4. Note the dose dependent effect of PIR on
the above described system; top curve describes the fall of DMPO-HO signal’s medium
height and bottom curve the rise of non DMPO-HO' signal (dose range: 25-200 pM).
Recording conditipns were: central field 3330 Gauss, sweep 100 Gauss, modulation
frequency 100 KHz, amplitnde 1 Gauss pp., time constant 0.25 sec., sweeping time 4
min.

Similar results were obtained when testing PIR in the presence of DETAPAC in the
reaction medium (Figure 2). No signals were recorded when PIR (ata 100 puM dose) was
added to a reaction medium lacking ferrous sulfate but containing every other reactant.

In those experiments carried out in the presence of cthanol, typical hydroxyethyl
radical-DMPO adduct (DMPO-etHO.) signals were recorded (a,=16.2+0.2 Gauss; a,=
23.4£0.2 Gauss) (Bueuner, 1987). Although an initial mild increase at 25 uM PIR
concentration was shown, a similar decrease of signal intensity resulted at 30, 100 and
200 uM doses of PIR; maximum (60%) of signal reduction was also achieved at a 200
pM dose (Figure 3). No different signals from those corresponding to DMPO-etHO were

obtained in this case.
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Figure 2.- Effect of PIR on DMPO-HO production in a Fenton reaction in vitro system
containing 100 mM DETAPAC. Reaction media composition is the same as in figure 2,
excepting the presence of the chelating agent at the previously mentioned concentration.
Note the aforementioned described dose dependence of the DMPO-HO signals’ decrease
and the non-DMPO-HO increase, The dose range used is the same as in figure 1, as well
as the recording conditions.
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Figure 3.~ Effect of PIR on DMPO-etHO' production in a Fenton type in vifro reaction
system. Reaction medium is the same as in previous figures, with the addition of 100 mM
ethanol. Note that the previously mentioned dose dependent effect is consistent in
decreasing the DMPO-etHO' signal medium height and that the overall effect is very
similar 1o the one found in figures 1 and 2; There were no non-DMPO-etHO signals
detected. Dose range employed and recording conditions were the same as described
previously.
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When the other NSAIDs were tested, similar results were not produced, ASA showed
nearly a 40% of signal reduction at a 200 puM concentration, without any significant
change at lower concentrations ( Figure 4a). NAX showed a maximal 20% signal
reduction at 200 pM concentration but failed to improve the effect with 200 pM
achieving a less than 10 % of reduction (Figure 4b). PHB and NMS showed no effect at
all (Figures 4c and d). MFR and DSF caused a maximal 15% and 20% reduction
respectively, but both drugs failed to show a concentration dependent effect (Figures 4e
and f}. In none of these experiments, were new radical species formed, as a consequence

of the presence of the NSAIDs in the reaction media.
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Figure 4 continued on next page....
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Figure 4.- Effect of NSAIDs on DMPO-HO production in an in vitre Fenton type
reactioni, Reaction medium composition is the same as before. Figure 4a shows the effect
of ASA; figure 4b the effect of NAX; figure 4c the effect of PHB; figure 43 the effect of
NMS ; figure 4e the effect of MFA; and figure 4f the effect of DCF. Dose range
employed and recording conditions were the same as before.

Studies carried out with the ethanol-containing reaction media showed similar results
as those described above (data not shown).

Discussion.
The results of the present in vitro study suggest that PIR acts as a free radical
scavenger. Since the height of the EPR signal is proportional to the number of free
radicals preduced in the medium, putative scavengers should be able to reduce the signal-
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height of spin-adducts derived from the radical species to be scavenged (Blasig, Ebert, ef
al, 1988). In view of the fact that PIR exerted such an effect in our investigation, we
concluded that the drug is capable of reacting with HO. radicals formed during the Fenton
reaction and of generating new free radical species.

An alternative explanation for our findings could be an interaction of the NSAIDs
with the divalent metals in the incubation medium. If the metals were chelated, HO.
radicals would not be formed in the absence of an adequate reducing agent. Such a
possibility is ruled out when testing PIR in the presence of DETAPAC, a chelating agent
that enhances free-radical formation when used as part of Fenton tvpe reactions, as
reporied by previous studies (Jay, Cuellar, et al, 1992} .Under these conditions,
DETAPAC would prevent PIR-metal complex formation without interfering with radical
production. However, PIR produced its effect even i the presence of DETAPAC, thus
excluding a possible interaction with iron. On the other hand, radical formation was not
induced in the absence of iron suifate in the reaction media even when PIR was present.
This indicates that metals and no other reactant {(including PIR} could serve as an electron
donor in the reaction medium,

Mereover, in both instances (with and without DETAPAC), a different signal from
that corresponding to DMPO-HO. was tecorded. Since EPR signals, are more or less
radical-specific, we concluded that a different kind of radical was being formed as
hydroxyl radicals were being scavenged. Consistent with previously mentioned studies
carried out with ibuprofen (Jay, Cuellar er al., 1991) , our data suggest that PIR may be
forming an organic carbon-centered species of free-radical when scavenging HO. , as
indicated by the analysis of the hyperfine splitting pattern of the EPR spectra obtained
{Buetner, G. R., 1987). Further studies are needed for the identification of the specific
PIR derived DMPO adduct formed under these conditions.

It is also evident from the studies carried out in the presence of ethanol that PIR can
scavenge caibon-centered radicals as el-HO. radicals. This finding may explain the
previously mentioned effects of PIR observed in our laboratory {Castrejon, Boldi, e/ af,
1996) when the drug was tested during the autoxidation of phenylhydrazine. In such
experiments, phenylhydrazine was used as a source of phe., a carbon-centered radical,
and PBN as the spin-trap. Pir increased the PBN-phe. adduct signal’s medium height, ina
dose-dependent fashion, by inducing the formatior of different carbon-centered free-
radical species (ie., PIR.radicals )} that could also be spin-trapped, under those
conditions. It would seem that PIR has a relatively broad-spectrum scavenging action,

The results described in this report are of particular interest when trying o explain
those obtained under in vive conditions. PIR prevents biochemical changes in the rat [iver
induced during acute ethanol intoxication apparemily by scavenging free radicals,
Interaction with metals for such an effect would seem a probable mechanism in light of
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our results. Moreover, since PIR simuhaneously Jed to the production of different radical
species than those originally formed, it is possible that PIR may induce the production of
less reactive, thus less harmful, radicals under these conditions. Both actions would make
PIR a very useful agent in preventing such changes in experimental as well as in ¢linical
situations.

Furthermore, it is well known that HO. is formed during the early stages of alcohol
induced hepatic changes and that it is a primary enhancer (by autopropagation
mechanisms) of alcohol induced free-radical mediated changes (Videla, and Valenzuela,
1982). If PIR is capable of scavenging different free radical species (i.e., oxvgen-centered
and carbon-centered), then it may probably be acting from the initiation of the chain of
events that result from ethanol metabolism as well as in the later stages, when carbon.
centered radicals are formed from membrane lipids and other o+nanic molecules. Such a
diverse role would be highly desirable in a drug intended 1o be used in the prevention of
free radical formation.

Although PIR was shown to be effective in our studies, the other NSAIDs tested
(ASA, NAX, PHB. NMS; MFA and DCF} failed to show a clear-cut effect, Of particular
interest is the fact that none of these compounds demonstrated an ability to generate
different signals than those obtained under basal conditions. This finding along with the
fact that no reduction greater than 40% (in the case of ASA) could be achieved using any
of these drugs, compared with the 80% decrease reached with PIR, leads us to conclude
that other NSAIDs may not have 2 hvdroxy)-radical scavenging effect. This finding is not
consistent with previous in vh studies. Nevertheless, such effects could be explained if a
scavenger action for radical species other than HO, chould be achieved by these drugs.
Many different species of radicals may be generated in the model used under the in vivo
conditions. Since free-radicals show the ability to autopropagate, turning other molecules
in the surrounding media into radicals themselves, it may be a difficult task to
characterize the nature of all the different radicaf species formed.

In summary, alcohol-related diseases are frequently associated with the ability 1o
overptoduce  highly reactive free radicals. Some of the consequent diseases are
progressive and irreversible, as in the case of cirrhosis. Strategies to prevent these
degenerative processes are desirable. In this regard therapeutic agents such as PIR may
prove useful,
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Abstract

Piroxicam, a non-steroidal antiinflammatory drug, can prevent free radical
mediated changes during experimental acute alcoholic intoxication in rats. The precise
mechanism of such effects is not known. OtHer drugs have shown an ability to interfere
with metals in the reaction media or to scavenge free radicals in in virro studies. The
present report becomes a first-stage approximation in order to gain insight about the role
of piroxicam in free radical production systems in virro. For this aim, spin-trapping
studies were carried out during the auto-oxidation process of phenylhydrazine and Fenton
reaction separately, in the presence of piroxicam. The spin adducts were measured by
EPR. Piroxicam increased free radical preduction during the autooxidation of
phenylhydrazine and decreased it in the Fenton reaction system at high concentrations.
The possible interaction of piroxicam with metals in the reacion media is discarded as
well as a phenyl and hydroxyethyl radicals scavenger effect. Other possible mechanisms
explaining such effects are discussed.

Introduction
Non-steroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) are one of the more widespread
used compounds in contemporary medicine. Their therapeutic applications spectrum runs
form nonspecific inflammatory states to thrombosis prevention in high-risk individuals.

Members of this pharmacologic family are of a very diverse nature, both in their chemical
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structure and pharmacokinetics. Nevertheless, they share most of their biclogica) effects,
(Ellenhom and Barceloux, 1988).

Such therapeutic effects are explained mostly in terms of their ability to prevent
the production of some biochemical cellular mediators {(such as prostaglandins and
thromboxanes), and other biological effects of these agents have become evident as well.
Direct interaction of some NSAIDs with celiular metabolites has been demonstrated
{Abramson, Korchak, e al, 1985). In spite of the great chemical diversity of the
members of this pharmacological group, the mechanisms of action of these drugs is
diverse and subject to research.

It has been shown (Mihalic, Hofman et al., 1986) that piroxicam (an NSAID, 4-
hydroxy-2-methyl-N-(2-pyridyl}-2 H-1,2-benzoihiazine-3-carboxamide-1 ,1-dioxide} at
therapeutic concentrations {i.e. 100 uM), prevented acute alcohol-induced enhancement
hepatic cellular lipid peroxidation in the rat. Hepatic celi lipid peroxidation has been
associated with free radical production during hepatic alcohol metabolistn and also
reputedly implicated in some forms of alcohol-mediated liver damage (Zentella de Pidia,
Hemédndez-Tobias, er al., 1992).

Although some other NSAIDs assayed to date have shown similar actions, the
precise molecular mechanism (or mechanisms) of action for this effect remajns obscure
(Zentella de Pifia, Saldafia-Balmori, ef al, 1993). An important breakthrough in
therapeutic strategies for such diseases as alcoholic hepatitis or cirrhosis may result form
the detailed knowledge and manipulation of these drugs actions,

Through radiolysis in vitro studies, it has been shown that some of these NSAIDs
{piroxicam was not tested) were capable of scavenging hydroxyl radicals (Hiller and
Wilson, 1983). Nevertheless, it is not known if all the drugs in this group show this effect
or if it is reproducible in an in vivo setting.

{n electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR) studies with in virro free
radical-producing systers, it was found that captopril (a non-NSAID used in the
treatment of hypertension) initially considered a free radical scavenger, inhibited free

radical production by interacting with the transition metals used as electron donors in
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such systems (Jay, Cuéllar er al., 1991).This may be an alternative mechanism of action,
hypothetically at least, for different drugs with similar effects.

In order to find if piroxicam prevented free radical formation by interaction with
metals in the reaction media or if it acts as a radical-scavenger itself, we decided to test
this NSAID in two different systems producing free radicals in vitro (phenylhydrazine
autooxidation and Fenton reaction) and to measure its effects with EPR spin-trapping
techniques.

Materials and Methods.

Phenylhydrazine was obtained from Sigma Chemical Co., MO, in the highest
purity grade available; alpha-phenyl-N-t-butyl nitrone (PBN), the spin trap used was also
from Sigma Chemical Co. Other reagents used were standard laboratory purity grade.

Phenylhydrazine was incubated in aerobic media, according to conditions
detailed elsewhere (Jay, Cuéliar, ef al., 1992). Sodium borate (25 mM, pH 10.2) was used
as buffer in the reaction mixwtes, which also contained PEN (3 mM). The reaction was
started when cupric chleride (CuCl,) 0.01 mM was added. The final sampie volume was
500 pl. Piroxicam at 12, 25, 50 and 100 uM concentrations was added to different
samples without final volume change. EPR measurements were undertaken in a Varian E-
Line Century Series Ei12, X-band 3 spectrometer, with a rectangular Te 102 cavity.
Spectra were recorded with | Gauss p.p. moduiation al 100 KHz.

For the Fenton reaction studies, hydrogen peroxide (H,0,} of the highest purity
grade was obtained from Sigma Chemical Co., as well as ferrous sulphate (FeSO,). PBN,
of the same source as noted above, was used as spin-trap again. All other reagents were
of standard laboratory purity grade.

Fenton reaction studies were carried out in phosphate buffer media, as previously
reported {Reinke, Rau ef al., 1990), containing 150 mM of the potassium salt al pH 7.4
and 100 mM ethanol. In this case, reactions were undertaken in anaerobic conditions,
using a nitrogen-saturated atmosphere created inside a glove box. The media also
contained PBN (10 mM) and FeSO, (1mM). The reaction was started with the addition of
H,0; to a fipal volume of 500 QL. The concentrations of piroxicam tesied in this

expenimental setting were 25, 50, 100 and 200 pM. Non-aqueous extractions were
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performed by adding 750 pL. of toluene to enhance the half-lives of the spin-adducts, The
measured sample volume placed inside the spectrometer cavity was 350 uL, EPR signals
were recorded under the same spectrometer conditions as before, after 4 minutes of

incubation.

Results
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Figure 1.- Effect of piroxicam on pheny! radical production during the autooxidation of
phenylhydrazine in vitro. Top figure shows typical phenyl-PBN adduct EPR spectral
signal pattern recorded at baseline conditions (i.e. PBN 3 mM; phenylhydrazine 1 mM;
CuCl, 0.01 mM; sodium borate buffer 25 mM, pH 10.2). Bottom figure shows the effect
of the addition of 12, 25, 50 and 100 pM concentrations of piroxicam to the reaction
mixture, Note the rise of the relative intensity of the EPR signal in a dose-dependent
fashion to the NSAID concentration. Recording conditions were: Central Field 3330
Gauss, Sweep 100 Gauss, Modulation Frequency 100 Kiz, Amplitude | Gauss p.p.,,
Time Constant 0.25 sed., Sweeping Time 4 min.

In the first system, piroxicam did not alter free radical production when the

autooxidation of phenylhydrazine was started with the addition of CuCl,. In a second set
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of experiments, CuCl, was excluded from the incubation medium. Under these conditions
phenylhydrazine autooxidation was started by piroxicam. When the concentration of the
drug in the medium was increased, there was a concomitant increase in the EPR signal, a
response that may be conceived as an increase in spin-adduct formation and thus of free
radical,

The effect of piroxicam on the Fenton reaction system (Figure 2) was smdied. No
appreciable change in the formation of spin-adducts was detecied vsing the lower three
concentrations of the drug. When higher concentrations (100 and 200 M} of piroxicam

were added a decrease in free radical production was observed.
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Figure 2.- Effect of piroxicam on hydroxyethyl production in a Fenton reaction in vitro
system. The figure shows the effect of the addition of 25, 50, 100 and 200 uM
concentrations of piroxicam 1o the reaction mixture (i.e. PBN 10 mM; FeSO, 1 mM;
H,0, 1 mM; potassium phosphate 150 mM, pH 7.4 and ethanol 100 mM). Note the fall in
EPR signal refative intensity with the 100 and 200 uM concentrations of the drug.
Recording conditicns are same as before in figure 1.

Discussion,

During phenylhydrazine autooxidation, piroxicam apparently incregses free
radical formation in the absence of metals in the reaction medium. Since in the presence
of metals the drug does not alter free radical production, a possible metal-trapping
mechanism as well as a radical scavenger effect {for phenyl-radical species, at least) may

be ruled out. It is worth mentioning that since PBN is not a highly selective spin-trap, it is
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not possible 1o assure that the radical species produced by the effect of piroxicam on
phenylhydrazine were the same as those generated during autooxidation process in the
absence of the NSAID or those in the metal-induced reaction.

During Fenton reaction studies, there were no piroxicam-induced changes on the
hydroxyethyl-radical production, except at very high concentrations. Such changes may
not have meaningfual biological effects,

Although these data are apparently in contradiction with the results obtained in in
vive conditions, the possibility that piroxicam may induce the production of less reactive
and thus harmful radical species than those usually produced within liver cells cannot be
discarded. Both radical systems tested in this work generate carbon-centered (i.e. phenyl
and hydroxyethyi) radicals (Buettner, 1987). Further studies must be carried out using
both free radical production systems that generate other than carbon-centered (oxygen-

centered, as hydroxy! or superoxide) radicals and more selective spin-traps.
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