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RESUMEN _
En la literatura internacional se registra que la intoxicacion alcohélica (5 g/kg

peso 0 mas) promueve estrés oxidativo hepatico, higado graso y aumento en la
secrecion de epinefrina; también se sabe que en ese higado se propicia la
peroxidacién de los acidos grasos y que el glutatién se consume al limitar los dafios
promovidos por el estrés oxidativo. Nosotros encontramos que los anti-inflamatorios
no esteroideos (NSAID)—aspirina, naproxén, nimesulide y piroxicam-—contrarrestan
en él hlgado los siguientes efectos producidos por la Intoxicacién aguda con etanol:

““ aumento en los triacilglicéridos y en la poza de especies reactivas al acido

'fk iobéfbiturico y disminucién del glutatién total. Con excepcion del nimesulide, los

1Tbtrvqs, NSAID abaten ademés los niveles de etanol en sangre. La intencién en esta

_‘t'e_‘s'is fue profundizar a nivel molecular en el origen del antagonismo entre las

‘acciones del etanol y las de los NSAID.

: S La hipétesis de trabajo que se sostiene en la tesis es que, en el modelo del

: énimal integro intoxicado con etanol, las alteraciones hepaticas producidas por este
toxico resultan de la sumatoria de las respuestas que el propio etanol desencadena
en diferentes estirpes celulares, incluyendo al hepatocito. En consecuencia una
accién benéfica de los anti-inflamatorios observable en el higado, puede ser
resultado del efecto de estos compuestos en otro tejido del animal, en el cual, el
etanol ocasiona una alteracion prevenible por los anti-inflamatorios.

Para este trabajo en particular se considerd a la descarga adrenérgica causada
por la intoxicacién con etanol como el desencadenante de la movilizacién de acidos
grasos del tejido adiposo y a su vez como la causa mas probable de higado graso,
de manera que si los NSAID llegan a impedir la accion de la epinefrina en el tejido
adiposo, esto es, bloguean la liberacion de acidos grasos de dicho tejido, podrian
limitar de manera importante las lesiones observables en el higado después de una
intoxicacion aguda con etanol. Se emplearon adipocitos aislados como modelo
experimental, y los objetivos especificos fueron: a) evaluar el papel de los anti-
inflamatorios seleccionados sobre la lipolisis estimulada con epinefrina, b) en caso de
que los NSAID actiien sobre la lipdlisis estimulada, investigar el mecanismo de
accion de esos anti-inflamatorios y ¢) definir el efecto del etanol y el acetaldehido (a
las concentraciones detectadas en la sangre de los sujetos intoxicados con etanol)




”'sébl;'e' Ia 'Iipéllsis estimulada con AMPc, en ausencia y en presendia de Iosr anti-
Vihflama’torios usados.

En adipocitos aislados los NSAID inhiben la lipélisis estimulada por epinefrina.
Esos mismos 4 NSAID, en ausencia o en presencia de 50 mM etanol tal como
sucede en el anima! intoxicado, no modifican la unidn (“binding”) del agonista pB-
adrenérgico, dihidroalprenolol, a su receptor. Los NSAID a concentraciones 3 000
veces mas bajas de las usadas para estimular con el AMPclclico (10" M) inhiben la
activacion de la lipdlisis promovida por el nucelotido ciclico. A su vez, el etanol y el
acetaldehido, empleados a las concentraciones sanguineas que se registran en los
bebedores, esto es de 50 mM y 50 uM respectivamente, el primero inhibe y el
segundo estimula la lipdlisis estimulada por el AMPc. Sin embargo, ni el etanol ni el
acetaldehido madifican la accidn inhibitoria de los NSAID sobre la lipdlisis estimulada
con AMPc. A semejanza de lo que sucede con la insulina sobre la lipdlisis, los NSAID
aumentan la formacion de H20z en el adipocito. Ademas, el AMPc tiende a bajar los
niveles de H,O; alcanzados por los NSAID. En conclusion, es muy probable que los
NSAID estudiados, en un proceso en el que participa el H20;, inhiban la lipdlisis
hormono-estimulada.

Estos hallazgos ayudan a explicar el mecanismo de accion protectora de los
NSAID, revirtiendo las alteraciones hepaticas producidas por la intoxicacion aguda
con etanol: inhibicion de la lipdlisis estimulada por AMPc --» disminucién de acidos
grasos recibidos por el higado y ausencia de higado graso -- » menor peroxidacién al
haber menor poza de acidos grasos --» menor estado de tensién oxidativa » menor
consumo de glutatién. La contribucidn relativa de esta menor movilizacion de acidos
grasos hacia el higado mediada por los NSAID durante la intoxicacion etilica aguda
con respecto al dafio oxidativo en el higado esta atin en espera de ser aclarada.




SUMMARY

Ethanol intoxication with 5 g/kg of body weigh promotes hepatic oxidative stress,
fatty liver and a rise in adrenergic secretion. It is also know that in the liver of
intoxicated animals there is an increase in fatty acids peroxidation; further total
glutathione content falls imposing and additional compromise in confronting more
oxidative stress. We found that non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID)—
aspirin, naproxen, nimesulide and piroxicam—prevent in the liver the following
ethanol-mediated effects: increase in triacylglycerides, in thiobarbituric acid reactive
substances pool and the decrease in total glutathione. With the exception of
nimesulide, the other NSAID lowered also the concentration of blood ethanol. This
thesis is an attempt to understand the molecular bases of the antagonism between
ethanol and NSAID actions.

The working hypothesis was that in the ethanol intoxicated whole animal model;
hepatic disturbances represent the sum of different responses elicited by ethanol in
all type of cells, including the hepatocytes. Consequently, the benefit caused by
NSAID and observed in the complete organ might result from the NSAID action on
distinct cell types within and outside of the liver.

in this work it is accepted that the adrenergic response caused by acute ethanol
intoxication, impinge adipose tissue and start fatty acids liberation to cause fatty liver.
if NSAID prevent fatty acid liberation by inhibiting epinephrine action then they might
impede some liver disturbances due to acute ethanol intoxication. Since epinephrine
mediated lipolysis in adipocytes requires cAMP, the experimental model included
isolated adipocytes from the epidydimal fat pad with the following specific objectives:
a) evaluate the role of selected NSAID on epinephrine-stimulated lipolysis, b) in case
that NSAID regulates epinephrine-stimulated lipolysis, then, disecate their molecular
mechanism of action, c) study the effect of ethanol and acetaldehyde (at the
concentration detected in blood of intoxicated subjects) on cAMP stimulated lipolysis
in presence and in absence of NSAID.

In isolated adipocytes selected NSAID inhibit epinephrine-stimulated lipolysis.
The same NSAID do not modify binding of -adrenergic agonist, dehydroalprenolol, to
their receptor, even if 50 mM ethano! is present. These NSAID, inhibit activated-
lipolysis promoted by cAMP, the effect occurred at NSAID concentrations 3 000-fold
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Tower than cAMP (10 M), 50 mM ethanol inhibits and 50 uM acetaldehyde stimulates
cAMP-activated lipolysis. These concentration of ethano! and/or acetaldehyde do not
interfere with the inhibitory action of NSAID on cAMP-activated lipolysis. Selected
NSAID stimulate the formation of H.O. in isolated adipocytes and cAMP lower the
H20:> levels increased by NSAID. In conclusion, the inhibitory action of NSAID on
epinephrine-(or cAMP)-stimulated lipolysis is probably mediated by H,O,.

These findings contribute to explain the protective action of NSAID reverting
hepatic disturbances produced by acute ethanol intoxication: inhibition of cAMP-
activated lipolysis —» decrease in fatty acids accepted by the liver and absence of
fatty liver —» decrease in lipid peroxidation due to a lower pool of fatty acids —» lower
oxidative tension-—-» decrease consumption of glutathione. The relative contribution of
this reduced lipid mobilization mediated by NSAID during acute ethanol intoxication
with respect to oxidative damage in the liver remains to be clarified.



ANTECEDENTES

La historia del hombre estd ligada al consumo de alcohol, pero nunca como
ahora el alcoholismo es causante de una enorme problematica que afecta todas las
esferas sociales y econdmicas (Williams et al., 1988) y peor aun, cada vez afecta la
salud de mujeres y de hombres mas joévenes (Schuckit e Irvin, 1988). Sin embargo, el
consumo de alcohol en cantidades moderadas tiene efectos psicotropicos muy
importantes que pueden redundar en beneficio para la salud (Zentella de Pifia et al.,
1989 y 1991). Mientras que los animales lo beben generalmente porque no tienen
otra alternativa, la mayoria de los humanas encuentra placentero su consumo por
estimular el apetito, ser tranquilizante, causar euforia y sedacién; ademas, el
consumo de etanol tiende a evadir en el consumidor las restricciones sociales e
induce un aumento transitorio del sentimiento de autoestima; mas aun, el bebedor
sobreestima sus talentos y habilidades. Estos seductores y breves efectos del
alcohol van en aumento conforme mayor es el consumo, hasta que llevan a un
decremento de las interacciones sociales y personales de quien se habitiia a su uso
exagerado.

Desde hace siglos se identifica al higado como uno de los tejidos
preferentemente dafiados en el humano por la ingestion, tanto aguda como cronica,
de etanol. La relacién entre el etanol y los anti-inflamatorios no esteroideos (NSAID,
su abreviatura mas empleada en la literatura biomédica a partir del nombre en inglés:
nosteroidal anti-inflammatory drugs) surgid por una comunicaciéon personal del Dr.
Armando Diaz Belmont en la Clinica de Atencién a Problemas Relacionados con el
Alcoholismo del Hospital General de México. Este médico observé que los pacientes
reumaticos con una importante hepatopatia alcohdlica, al ser tratados con NSAID
evolucionaban mejor que los que no consumian anti-inflamatorios. De ahi que
pareciera interesante investigar por qué las alteraciones hepaticas durante la
intoxicacién alcoholica son paleadas por los dichos NSAID.

Esta tesis se presenta como un resumen de mi actividad de investigacion
durante varios afos. Asi, no aspira a ser una versién ampliada de una publicacién
concreta (Zentella de Pifa et al, 2002), sino que se ofrece como un conjunto de
trabajos de investigacion que paulatinamente se fueron integrando y organizando a
través de una idea unificadora, que permite un analisis razonado sobre la interaccién
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entre las acciones moleculares desencadenadas por el etanol, el tdxico mas
empleado por el hombre (Williams et al., 1988) y los NSAID, el grupo de farmacos
mas prescrito por los médicos (Langman, 1988). Incluso se incorporan a la tesis
resultados mas recientes que se espera sean objeto de préoximas comunicaciones.

Dada la dificultad de analizar a nivel molecular los resultados observados por
Diaz Belmont, se establecié un modelo animal de intoxicacién aguda con etanol en el
que se reprodujeron algunas de las acciones toxicas bien identificadas al administrar
etanol. Resultd muy halagliefio constatar que varias de esas alteraciones eran
menores al administrar los NSAID seleccionados. La parte mas compleja, y la que
abarca la mayor proporcién de esta tesis, fue la de avanzar en una explicaciéon
molecular sobre los efectos benéficos de los NSAID. La dificultad se debio en parte,
a que hubo que buscar la respuesta en tejidos diferentes al hepatico.




INTRODUCCION .

Las primeras publicaciones internacionales referentes al efecto de varios
NSAID, limitando algunas acciones toxicas resultantes de la intoxicacion aguda por
etanol, se realizaron en mi laboratorio (Zentella de Piia et al., 1992; 1993). En breve,
ahi se describe que varios compuestos pertenecientes al grupo de los NSAID tienen
la capacidad de prevenir parcialmente dos de las acciones hepatotdxicas por exceso
en el consumo agudo de etanol; una, la acumulacion de triacilglicéridos (TAG)
hepaticos (Fig. 1) y otra, la elevacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Fig.
2). La determinacion de las ROS se efectué mediante la cuantificacion de
malondialdehido (MDA) y otros aldehidos, por lo que con mas propiedad se le
conoce como la reaccidon con el acido tiobarbitirico (TBARS), la cual es el indicador
mas usado en la literatura internacional para cuantificar ios radicales libres del
oxigeno (Halliwell, 1995). Al respecto se sabe que el metabolismo hepatico del
etanol, administrado en grandes cantidades, provoca un estrés oxidativo importante
(Bondy y Pearson, 1993).

También se reportaron a la comunidad internacional otros dos hallazgos: 1)
algunos de los NSAID estudiados disminuyen los niveles de etanal sanguineo, en
comparacién con los controles que solamente reciben la misma dosis Unica y
elevada de etanol (Fig. 3) (Zentella de Pifa et al., 1992; Zentella de Pifa et al.,
1993), y 2) algunos NSAID, en particular el piroxicam, impiden ademas la
disminucion en los niveles de glutatién hepatico a consecuencia de una intoxicaciéon
aguda por etanol (Tabla 1) (Zentella de Pifa et al., 1994).

Si bien algunos datos del laboratorio indican que cuando menos el piroxicam
acelera la oxidacion hepatica del etanol (Riveros-Rosas et al,, 1999), a la fecha no
existe una explicacién integral de la capacidad de varios NSAID para disminuir la
concentracion sanguinea de etanol. En relacion con los mencionados tres efectos de
los NSAID, previniendo las acciones toxicas del etanol en el higado, resulta
conveniente una aclaracién preliminar. La acumulacion de TAG hepaticos es una de
las acciones téxicas del etanol descritas desde hace mas de 50 afios, por lo que en
esta tesis se describen las hipotesis que mejor ayudan a explicar la alteracion, para
después tratar de investigar el por qué los NSAID limitan ese cumulo de TAG
hepaticos a pesar de la presencia del etanol. La elevacién de TBARS y la
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dléminucién del glutation, ambos efectos detectados en el higado a consecuencia de
la intoxicacién etilica, son indicadores celulares del también descrito cuadro de estrés
oxidativo ocasionado por el etano!l y son indicadores cuya presencia es disminuida
por la administraciéon de los 4 NSAID aqui usados. Por lo mismo, en la tesis se
revisan las hipotesis mas recientes sobre el origen del estrés oxidativo promovido por
la intoxicacién con etanol, para enseguida tratar de ubicar el efecto de los NSAID
limitando dicho estrés oxidativo.

Vale la pena hacer notar que tanto en el caso de la elevacion de los TAG
hepaticos, como en el de activacion del estrés oxidativo en el mismo higado, las
hipotesis mas probables para explicar las acciones toxicas del etanol involucran una
activa participacién de tejidos extra-hepaticos, por lo que la eleccién de modelos
experimentales para entender algunos de los efectos de los NSAID incluyé el empleo
de tejidos extra-hepaticos en el intento de resolver un problema que se manifiesta en
el higado.

Acciones téxicas del etanol

En este apartado s6lo se revisan algunas acciones producidas por el etanol en
el higado de los mamiferos, en particular las acciones del toxico que muestran
relacion o relevancia sobre la acumulacién de material graso en el higado. Este ha
sido tema de estudio desde hace muchos afios, sin embargo, la secuencia de
eventos desde su instalacion hasta el dafio hepatico irreversible atin no se conoce en
su totalidad a nivel molecular. En vista de la vastedad del campo, se limitd al analisis
a aquellas acciones deletéreas ocasionados por una intoxicacion aguda con etanol
en el higado y que han mostrado ser controladas por mediacidon de los siguientes
NSAID: aspirina, naproxen, nimesulide y piroxicam. Por lo tanto, es conveniente
precisar el modelo experimental seleccionado, con lo que se acota la informacion y
puede ahondarse en el analisis. Se escogiod la intoxicacioén aguda con etanol (Sg/kg
de peso corporal) por via orogastrica, que si bien representa una dosis alta de etanol,
asegura la reproducibilidad cuantitativa de los efectos (Reitz, 1979).
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Fig. 1. Efecto del etanol y los NSAID sobre el curso temporal del contenido de
triacilglicéridos hepéticos. Etanol (e) administrado por sonda orogastrica 5 g,
equivalentes a 37.5 kcallkg de p.c. como solucién al 30% mas 0.9% de NaCl
cantidad equivalente a la usada para disolver los NSAID. Etanol mas aspirina 56
mg/Kg p.c. una sola dosis (v), refuerzo con una segunda dosis idéntica (m). Etanol
mas naproxen 7 mg/Kg p.c. (¢). Etanol mas nimesulide 30 mg/Kg p.c. (a). Etanol
mas piroxicam 10 mg/Kg p.c. (#). Cada punto representa el promedic de 4-6
determinaciones + ee *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Fig. 2. Efecto del etanol y los NSAID sobre el curso temporal del contenido de
malondialdehido (MAD) en el higado. Etanol (e) administrado por sonda orogastrica
5 g, equivalentes a 37.5 kcallkg de p.c. como solucion al 30% mas 0.9% de NaCl
cantidad equivalente a la usada para disolver los NSAID. Etanol mas aspirina 56
mg/Kg p.c. una sola dosis (¥), con una segunda dosis de aspirina a las 8 h (mw).
Etanol mas naproxen 7 mg/Kg p.c. (#). Etanol mas nimesulide 30 mg/Kg p.c. (a).
Etanol mas piroxicam 10 mg/Kg p.c. (e). Cada punto representa el promedio de 4-
6 determinaciones + ee *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Fig. 3. Efecto de los NSAID sobre el curso temporal! de la concentracion de etanol en
sangre. Etanol (@) administrado por sonda orogastrica 5 g, equivalentes a 37.5
kcal/kg de p.c. como solucién al 30% mas 0.89% de NaCl cantidad equivalente a la
usada para disolver los NSAID. Etanol mas aspirina 56 mg/Kg p.c. (¥) una sola
dosis, con una segunda dosis de aspirina a las 8 h (m). Etanol mas naproxen 7 mg/Kg
p.c. (¢). Etanol mas nimesulide 30 mg/Kg p.c. (a). Etanol mas piroxicam 10 mg/Kg
p.c. (®). Cada punto representa el promedio de 4-6 determinaciones + ee *p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001.
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Tabla |
EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIROXICAM SOBRE LA POZA DE
GLUTATION HEPATICO EN RATAS

/iimolas/g de phi'de higado_";

AWLE Nl

Glucosa + salina 4,62 £ 0.35

(5
Glucosa + piroxicam 3.63 £ 0.20

4
Etanol +salina 3.056 £ 0.37*

5)
Etano! + piroxicam . - 417 £0.11*
. . 4)

Las ratas",recibieron dosis isocaléricas de glucosa o etanol por ‘via 'ofogastrlca (5 g/kg peso

corpqral): Piroxicam (10 mg/kg peso corporal). Los datos 'corresponden al promedio + error
- estandar cbn el namero de ratas en paréntesis. * p < 0.01 al comparar glucosa + salina vs etanol +
- salina, ** p < 0.03 al comparar etano! + salina vs etanol + piroxicam.

En las siguientes paginas del texto se revisan un conjunto de acciones del
etanol' que inciden sobre el higado, cuando en esta tesis, desde el punto de vista
experimental, se estudian las acciones de los NSAID a nivel del adipocito. Vale la
pena una aclaracion al respecto. A lo largo de este trabajo, y con base en la literatura
internacional, se ofrecen los datos experimentales en favor de que una intoxicacion
aguda con etanol active la lipdlisis en el tejido adiposo periférico y ello eleva los TAG
hepaticos. Ademas, se revisan brevemente los ajustes metabdlicos en el higado que
favorecen el depésito de TAG hepaticos. También se incluye en la introduccion los
siguientes efectos deletéreos causados por el exceso de etanol en el higado:
aumento de ROS, algunas funciones modificadas por el estrés oxidativo y el
descenso de glutation hepatico. Al tratar estos tres temas se intenta explicar que si el
higado del animal intoxicado con etanol no recibe acidos grasos de los tejidos
periféricos, no desarrolla un cimulo de TAG, pero tampoco se elevan los RL, ni se
afectan funciones que dependen del aumento de esos RL, ni se “invierte” el glutatién
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para asi abatnr la elevada poza de los mlsmos RL En onclusién si los NSAID
'|mp|den la Ilberamén de los AGNE de los adipocnto’ '} evutarén en‘el hlgado de!l animal
intoxncado, consecuentemente la elevacién de Ios TAG y de los RL, asi como la

dlsmlnucuén del glutatlén

Carmbios en la relacién NAD/NADH

Desde hace unas 4 décadas se establecié que en los distintos compartimientos
celulares, como el citosol y la mitocondria por ejemplo, las deshidrogenasas se
encuentran en una situacion cercana al equilibrio de la reaccion, de manera que la
concentracién del sustrato y el producto definen la relacién de las respectivas
coenzimas (Krebs, 1973). El caso general puede ilustrarse asi:

Sustrato reducido + NAD* z—= Sustrato oxidado + NADH + H*

En la intoxicacidn alcohdlica, el exceso de etanol en la celdilla hepatica, donde
se oxida el 90% del mismo, desplazara el equilibrio de la deshidrogenasa alcohdlica
hacia la derecha, con un mayor consumo de NAD* y una mayor formacién de NADH.

CH3-CH>-OH + NAD*%=# CH3-CH = O + NADH + H*

La relacién NAD*/NADH presente en el hepatocito normal tiene un valor
cercano a 1000, la intoxicacion alcohdlica puede descender dicha relacién unas 10
veces, lo que propiciara una elevacién de los sustratos reducidos y una disminucién
de los sustratos oxidados de todas las deshidrogenasas del citosol que comparten el
uso de las coenzimas NAD* y NADH (Krebs, 1968).

Lanzaderas

En el citosol de las células presentes en los tejidos de los mamiferos no existe
un sistema para la “oxidacion” del NADH, tal como si existe en las mitocondrias de
las mismas célul(as, en donde la oxidacion del NADH opera como el principal
alimentador de la cadena respiratoria y consecuentemente de la fosforilacion
oxidativa y la sintesis de ATP. Sin embargo, la membrana mitocondrial interna es
impermeable al NADH y al NAD", por lo que las pozas de ambos piridin nucleétidos
estan fisica y funcionalmente separadas (Dawson, 1979). La situacion ideal apuntaria
a que el NADH citosdlico pasara al interior de la mitocondria para el uso ya
mencionado. En el caso de una ingestion elevada de alcohol, el higado del individuo

13



intoxibadd, a medida que oxida el etanol, convierte cada vez mas NAD* citosélico en
un exceso de NADH, al grado que se llega a impedir la oxidacion de sustratos por la
falta de NAD®* disponible para recibir hidruros provenientes de los sustratos
reducidos, como el etanol o el lactato. Se considera que la velocidad de conversion
del NADH al NAD* citosélico, en el hepatocito, es el principal factor limitante en la
oxidacion de mas etanol (Rossiter y Slater, 1973).

En las células hepaticas se sabe que las llamadas “lanzaderas” participan en la
solucién del problema. En el higado de los mamiferos se han descrito dos
lanzaderas, la del malato/aspartato y la del glicerolfosfato. Lo que sucede con la
participacién de las lanzaderas es que se transfieren los equivalentes reductores de
las coenzimas utilizando un sustrato reducido localizado en el citosol, proveniente de
una deshidrogenasa dependiente de NAD* y formado en exceso por el numerador de
la pareja NADH/ NAD®, el cual es transferido del citosol a la mitocondria. Las figuras
4 y 5 ilustran el funcionamiento de las dos lanzaderas mas importantes.

En resumen: las coenzimas se mantienen en su compartimiento pero existe un
flujo de sustratos reducidos del citosol a la mitocondria y otro reciproco y acoplado de
sustratos oxidados desde la mitocondria hacia el citosol.

Acetaldehldo

El acetaldehido es el primer producto de oxidacién del etanol en las células de
los mamiferos. Se origina por cualquiera de tres caminos enzimaticos descritos:
deshidrogenasa alcohdlica, sistema microsomal de oxidacion del etanol (MEOS) o la
catalasa (Fig. 6). Ademas el acetaldehido se produce por otro mecanismo no
enzimatico, que es estimulado por la presencia de quelantes de fierro y agua
oxigenada. Existe una bateria de enzimas (citosdlicas, mitocondriales vy
microsomales) con capacidad suficiente para oxidar al acetaldehido y convertirio en
acetato, de tal manera que, después de una intoxicacién aguda con etanol, las
concentraciones sanguineas de acetaldehido son micromolares mientras que las de
etanol son milimolares (Caballero-Cruz, 1998).
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Higado graso
La costumbre ha consagrado el nombre de higado graso a la situaciéon en que

este organo aumenta su contenido de TAG arriba de las cifras normales. Como se
menciono en parrafos previos se sabe que la administracion de una dosis alta de
etanol 5 glkg de peso corporal (p. ¢.) produce higado graso. Para explicar la
acumulacion de TAG hepaticos por etanol pueden invocarse varias causas
particulares, perb es posible que se trate de un problema multicausal y multifactorial,
donde los efectos del etanol van a depender de otros aspectos fisiol6gicos entre los
que intervienen los genes, la edad, el sexo, la raza, el ayuno, la alimentacion, el
habito de consumo de etanol, la posible induccién de sistemas enzimaticos capaces
de activar el metabolismo del etanol (Ingelman-Sundberg y Jornvall, 1984) y otros
mas. En la practica estas variables pueden ser controladas en el laboratorio y para
ello se emplean modelos de estudio que se detallan mas adelante. A continuacién se
analizan brevemente las principales situaciones metabdlicas modificables por la
intoxicacién con etanol que pueden ser causa del higado graso.

Aumento en la sintesis de 4cidos grasos hepéticos

La disminucion hepatica en la relacion NAD® /NADH, ocasionada por la
intoxicacion alcohdlica, canaliza equivalentes reductores del citosol a la mitocondria,
disminuye la oxidacién de equivalentes reductores de la propia mitocondria y llega a
inhibir el ciclo de los acidos tricarboxilicos e incluso a lesionar las mitocondrias
(Kiessling,1964). Ademas, el mencionado aumento en la poza de acetato se traduce
en una elevacion en la poza de acetil coenzima A. Esto es, se reemplaza la fuente
normal de energia en el higado, los acidos grasos, por el acetato.

En este esquema de reajuste, se eleva la poza citosdlica del citrato y se
estimula Ia actividad de la acetil coenzima A carboxilasa, la enzima clave reguladora
de la biosintesis de los acidos grasos. En conclusién, el etanol estimula la sintesis
hepatica de acidos grasos, tanto in vivo como in vitro (Nikkila y Ojala, 1976, Graham,
et al., 1975).
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'Erxri'sten'algunos aspectos no dilucidados: en los animales alimentados, el etanol
eleva la lipogénesis, pero en los animales ayunados no se observa ese aumento en
la sintesis de los acidos grasos (Olivecrona et al., 1972); la administraciéon de
sorbitol, glucosa Y xilitol producen una rapida disminucion en la relacion NAD*/NADH
a expensas de un aumento en el NADH citosdlico en el higado, pero no se eleva la
sintesis de acidos grasos (Reboucas e Isselbacher, 1961); otros autores, (Slater et
al.,1964), argumentan que la disminucién en la relacion NAD*/NADH sucede muy
pronto después de la ingestion de etanol, y también asciende rapidamente, de
manera que la relacion es casi normal cuando la acumulacién de grasa apenas
comienza.

Disminucién de la p-oxidacion
En principio, la inhibicion en la B-oxidacion de los acidos grasos se asocia con

los siguientes mecanismos: 1) disminucion en el aporte de oxigeno, o bien 2)

sustitucion en la disponibilidad de acetato por &cidos grasos.

1. Durante la oxidacién hepatica del etanol, un exceso de los equivalentes
reductores del NADH en el citosol pasa la membrana mitocondrial via
lanzaderas y forma NADH, cuyos electrones fluyen a través de la cadena
respiratoria y se combinan con oxigeno para formar agua; con esto se logra la
reoxidacion del NADH mitocondrial y se forma ATP. En los casos en que es
excesivo el acarreo de electrones del citosol a la mitocondria, eventualmente
podria existir un débito de oxigeno.

2. En el higado de los mamiferos, el sustrato que proporciona mas calorias para
realizar todas sus funciones lo constituyen los acidos grasos. Sin embargo, la
oxidacién de las enormes cantidades de etano! en un individuo intoxicado, tal
como sucede en la realidad, proveera de grandes cantidades de sustrato en
forma de acetil coenzima A, que reforzara la sintesis de acidos grasos, lo cual
impide la oxidacion simultanea de los mismos.

Efectivamente el etanol in vitro disminuye la oxidacion de los lipidos; no
obstante, otras moléculas disminuyen la oxidacion hepatica de lipidos, como la
glucosa, el sorbitol, el xilitol y la nicotinamida y no producen higado graso (Reboucas
e Isselbacher, 1961).

17



H 2H,
\ Fe”/'

OXIDACION NO ENZIMATICA NADPH + EAODP; o
0, +H,0 22
Hz0, 4{ /2"‘20 \ /
‘ CATALASA MAOS
NADPH + NADP* +
0, + H0 H,0; + H° O, +H,0 H:0,
MEOS ALDEHIDO
OXIDASA
NAD"* NADH NAD" NADH
' /‘V v VJV \: : A 4
Etanol -  Acetaldehido Acetato
ADH ALDH
Acidos Grasos Lipidos, proteinas, nucledtidos
Esteres de Aductos de acetaldehido
Sintetasa 4cidos grasos Reacciones no .
Ester de enzimaticas

Acidos Grasos

Fig. 6. Principales rutas metabdlicas del etanol y del acetaldehido.
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"Aumenitro dé la éstérfﬁcacién de los &cidos grasos
La administracién de etanol a las ratas modifica el sistema esterificante en
microsomas hepaticos. Existen datos en la literatura que reportan un aumento hasta
de 4 veces en la incorporacion de palmitato a TAG (Scheig e Isselbacher, 1965).
Este aumento de esterificacion de acidos grasos se ha asociado con un aumento en
higado del a-glicerofosfato, sustrato necesario para la formacion de triglicéridos. El
aumento de a-glicerofosfato se favorece ampliamente por el desbalance redox de los
suétrétos réducldos presentes en el citosol del hepatocito, debido a un exceso en la
 produccién del NADH.

" Anormalidades en la formacién de lipoproteinas tipo VLDL

Si bien durante la ingesta cronica de etanol disminuye la sintesis de proteinas
hepaticas, no se ha demostrado que una dosis aguda y elevada de etanol altere las
sintesis de las apoproteinas de las lipoproteinas hepaticas, tal como ha sido
demostrado para el acido orético al usarse como productor de higado graso. De
manera que no existe sustento experimental suficiente para considerar en el modelo
empleado a la sintesis de proteinas como el promotor primario del cimulo de grasas
neutras en el higado (Mendenhall C.H.L., 1987).

Estimulacién de la lipdlisis periférica y de la movilizacion de &cidos grasos
provenientes de tejido adiposo periférico

Antes de analizar esta posible causa de higado graso, hay que comentar que
existen grandes diferencias entre los efectos del alcohol in vitro e in vivo. En general,
se acepta que en el modelo in vitro el aumento de TAG en el higado parece estar a
nivel de la mitocondria: la oxidacion de los acidos grasos esta deprimida y la sintesis
de &cidos grasos saturados esta aumentada. Por otra parte, desde hace arios, los
efectos hepaticos de etanol in vivo se han explicado adicionalmente a los efectos
anotados in vitro en el parrafo previo, a un aumento en la movilizaciéon de &cidos
grasos del tejido adiposo al higado. Este efecto indirecto del etanol, de acuerdo con
Horning et al., (1960), estaria mediado por el eje adreno-pituitario y se basa en varios
hallazgos reportados por diferentes estudios. A continuacion se mencionan los
fundamentales: la cantidad de grasa acumulada es proporcional a la dosis de alcohol
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admihlstréda‘(Reitz.1979); después de una dosis tinica de alcohol (6 a7 gkgp.c)
los lipidos del higado tienen una composicién similar a la del tejido adiposo (Lieber y
Spriiz, 1966). En este mecanismo de produccion de higado graso estan involucrados
varias hormonas: catecolaminas, corticoides, ACTH, hormonas del crecimiento; por
esta razén la adrenalectomia, la hipofisectomia y los agentes bloqueadores
adrenérgicos previenen la acumulacion de lipidos en el higado después de la
Intoxicacidén aguda con etanol (Reitz,1979). También se ha reportado que la ingestién
aguda y elevada de etanol, produce un aumento de norepinefrina plasmatica urinaria
(Anton, 1965). De lo anterior puede concluirse que en el animal integro, cuando se
ingieren dosis elevadas de etanol, el higado graso es primordialmente debido a la
estimulaciéon de la lipdlisis periférica y que el efecto estd mediado por agentes
adrenérgicos, de acuerdo con la propuesta original de Anton (1965) (Fig. 7). En esta
tesis se postula que los hallazgos reportados por nuestro laboratorio, referentes a la
accidon atenuante de los NSAID sobre el establecimiento de higado graso, y
probablemente del aumento secundario de algunas especies reactivas del oxigeno,
pueden explicarse como resultado del bloqueo en algin punto de la cascada de la
respuesta adrenérgica, desencadenada por la ingestion aguda' de etanol. Para su
comprobacién, se ha seleccionado el adipocito aislado proveniente del paquete graso
del epididimo de rata, como modelo experimental en el cual se mide la posible accién
de los NSAID sobre la lipdlisis estimulada por la epinefrina o por un analogo del
AMPc.

Algunas funciones afectadas por el estrés oxidativo desencadenado por la

intoxicaciéon aguda con etanol

Lipoperoxidacién

La lipoperoxidacion es una reaccion de autoxidacion que puede ser iniciada por
los radicales hidroxilos, los radicales hidroperoxilo, y quizad por el oxigeno singulete,
pero no por compuestos menos reactivos: radical superéxido y perdxido de
hidrégeno. El radical libre iniciador remueve un protén del carbon de un metileno en
la cadena de carbono del acido graso. Este hecho deja un electron desapareado en
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este atomo de carbono, creando un radical de acido graso (Fig. 8). Este ultimo
realiza un rearreglo molecular interno para formar un dieno conjugado, (Fig. 8), que a
su vez reacciona con el oxigeno molecular y produce un radical peroxil lipido (Fig. 8),
capaz de sustraer un protén de otro acido graso para formar el hidroperoxil lipido
(Fig. 8) y continuar la reaccidn en cadena hasta que eventualmente reaccionan 2
radicales libres y se evita que prosiga la reaccion en cadena y que se sigan oxidando
mas acidos grasos insaturados (Fig. 8).

La lipoperoxidacién de los acidos grasos insaturados de los fosfolipidos de las
membranas daiia seriamente a las membranas plasmaticas y la de los organelos
celulares, produciendo pérdida de la fluidez, alteracidn de las funciones secretoras y
de los gradientes idnicos transmembranales (Donohue et al., 1983), e incluso la
muerte celular.

Los productos finales de la reaccién de peroxidacion sobre los acidos grasos
insaturados son aldehidos, hidrocarburos (etano, pentano) y varios residuos
quimicos de tipo aldehido como el malondialdehido (Barber y Berhein, 1967). Estos
productos pueden difundir del sitio de produccién; originar edema celular y cambios
en la permeabilidad vascular, inflamacion y quimiotaxis. Ademas, algunos pueden
cambiar la actividad de la fosfolipasa e inducir la salida del acido araquidonico y la
formacién de prostaglandinas estables y varios endoperdxidos (Mendenhall, 1987).
La secuencia tedrica de los sucesos que conducen a la formacion de moléculas
residuales hasta el malondialdehido, capaces de aumentar el dafio celular por este
mecanismo, se presentan graficamente en la Fig. 8.

Para concluir este p'unto puede comentarse que la participacion de la
autoinmunidad, hipoxia y lipoperoxidacion en e! desarrollo del dafio celular hepatico
por el alcohol estan bien demostradas, tanto por observaciones en biopsias y
autopsias de pacientes alcohdlicos, como en modelos con animales de
experimentacion. Qué tanto contribuye cada una de ellas en el establecimiento
integral de la patogénesis hepatica es dificil de evaluar. Sin embargo, en una
secuencia temporal podria decirse que tanto la hipoxia como la lipoperoxidacion son
fenémenos que se instalan en forma inmediata, a diferencia de la autoinmunidad que
lo hace a plazos mediano y largo.
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"Entre ambos fenémenos: hipoxia y lipoperoxidacién, también es muy dificil
tratar de investigar qué tanto son consecuencia o efecto una de la otra. Lo que si
puede establecerse es que ambos procesos tienen en comun la presencia de un
exceso de radicales libres de! oxigeno. Las alteraciones producidas por el alcohol
como inductor de radicales libres, en las diferentes macromoléculas de organelos
celulares, se resume en la Fig. 9.

Correlacion entre los TAG y la lipoperoxidacion en el higado

Una parte importante de la informacion existente se refiere a la posible
correlacion entre la disponibilidad de TAG hepaticos y el grado de lipoperoxidacion.
Expresado como pregunta: por el solo hecho de elevar el contenido de TAG
hepaticos; ¢se eleva directamente un proceso como el de la lipoperoxidacion?, sf
definitivamente, se trata de una reaccion en cadena, en donde los productos de la
reaccion son radicales libres los cuales amplifican y mantienen la reaccion. En el
experimento reportado en la Fig. 10 se usaron ratas macho de 200 g de peso
corporal a las cuales se les modificd el contenido hepatico de TAG por medio de la
administracion subcutanea de diferentes cantidades de aceite de maiz y 12 h
después se cuantificaron en el higado los niveles tanto de TAG como de TBARS. Se
observa en la figura una correlacién directa entre los dos indicadores usados con un
valor de r = 0.97 y un valor de p < 0.05; o sea, en condiciones experimentales bien
definidas la lipoperoxidacion hepatica depende directamente de la poza de TAG
presente en el higado, la cual a su vez depende principalmente de la avalancha de
acidos grasos liberados en la periferia.

Origen de los radicales libres en la intoxicacién alcohdlica aguda

Se ha demostrado en numerosas ocasiones que en los animales intoxicados
agudamente con elevadas cantidades de etanol (5 a 7g / kg de peso) se observa un
aumento en la lipoperoxidacién hepatica. En el inciso previo se hizo notar que la
lipoperoxidacion se inicia como consecuencia de la aparicion celular de radicales
hidroxilo o hidroperoxilo, quiza por el oxigeno singulete.

Estudios difundidos desde hace varios afios indican que normalmente se
producen radicales libres en mitocondrias, peroxisomas, microsomas, citosol y que
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Fig. 10. En esta figura se ilustra cémo el grado de lipoperoxidacion hepatica depende
la cantidad de TAG disponible en el propio higado (Terrazos-Luch et al., 1997).
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durante la intoxicacién aguda con etanol dicha produccién se ve exacerbada. Sin
embargo, un analisis de la literatura reciente da informacion complemehtéfia en dos
areas: La NADPH oxidasa es la enzima responsable de la formacién dé:' radicales
libres en la intoxicacion alcohdlica cronica (Kono et al, 2000 a), y algunos
modificadores moleculares de patologla hepética por consumo crénico de etanol se
abaten importantemente en animales mantenidos con dietas ricas en acidos grasos
saturados (Kono et al., 2000 b y Nanji et al., 2001).

Es indispensable puntualizar algunos aspectos al respecto. Los datos y estudios
de esta tesis incluyen exclusivamente efectos y acciones téxicas del etanol en un
modelo agudo (hasta 24 h). Para ese modelo agudo no se dispone de ningun trabajo
que explique de manera satisfactoria el origen de las ROS y las consecuencias del
aumento en la poza de ROS, detectada en el higado de los sujetos intoxicados con
etanol. Al momento sélo se dispone de trabajos recientes, y son los que se revisan a
continuacion, sobre el origen de los radicales libres en la intoxicacion alcohdlica
experimental cronica (duracién de 6 a 8 semanas).

En relacién con la enzima NADPH oxidasa, se usaron ratones identificados
como “p47°"°* knockout mice”, esto es, ratones genéticamente deficientes en la
NADPH oxidasa (Jackson et al., 1995), los cuales fueron obligados a recibir dietas
liquidas isocaléricas con etanol (35.49% del total de calorias) y sin etanol. Los
ratones fueron operados y se les colocéd una canula en el estomago por la que fueron
alimentados con una dieta que contenia de 1.29 a 1.31 kcal/ml, y se pas6 a una
velocidad continua de 0.44 ml/g de peso corporal, merced a una bomba de infusién.
El modelo experimental fue descrito por French et al., (1986) y la dieta contiene 37%
del total de calorias como grasa, y en aquella que carece de etanol, las calorias
fueron sustituidas por dextrosa. La infusion de dietas, con etanol y sus respectivos
controles, se mantuvieron por 4 semanas con libre acceso al agua de bebida y en un
ambiente libre de patégenos.

Los animales normales, con su dotacion genética de NADPH oxidasa, que
recibieron dieta con etanol, muestran un aumento en los niveles séricos de la
aspartato aminotransferasa, esteatosis hepatica severa con inflamacion y necrosis,
formacién de aductos con radicales libres presentes en la bilis, y en las células de
Kupffer indican una activacion del factor de transcripcion NF-KB y liberacion del
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factor citotoxico TNF-a. Comparativamente, en los ratones deficientes en la NADPH
oxidasa que recibieron la misma dieta con etanol , no se observaron aumentos en los
niveles séricos de la aspartato aminotransferasa, ni formacion de aductos con
radicales libres en la bilis, ni activacion del factor de transcripcion NF-KB, ni
liberacidn del factor citotoxico TNF-a. LLos datos anteriores apoyan la hipotesis de
que los radicales libres generados por la actividad de la NADPH oxidasa de las
células de Kupffer tienen una participacion predominante en la patogénesis de la
hepatitis inducida por etanol, activando el factor de transcripcién NF-KR, que a su vez
libera el factor citotdxico TNF-a. (Kono et al., 2000 a).

Desde hace mas de 10 afos existe evidencia experimental de que las lesiones
producidas por la intoxicacidn alcohdlica en el higado de animales estan
influenciadas por el contenido y tipo de lipidos de la dieta (Nanji, 1989). Las
publicaciones mas recientes indican que la substitucion de acidos grasos insaturados
de la dieta, por acidos grasos saturados, disminuye la presencia de indicadores
moleculares e histopatologicos producidos por la administracion cronica de etanol
(Kono et al., 2000 b y Nanji et al., 2001). El modelo experimental usado fue similar al
descrito en el parrafo anterior, el animal experimental fue la rata, en lugar del ratén.
En una de las publicaciones (Kono ef al., 2000 b), se describe que el experimento se
realizé en sdlo 2 semanas y los lipidos de la dieta (37% de las calorias totales)
fueron: en un grupo, aceite de malz como ejemplo de grasa insaturada, y en el otro,
triglicéridos de cadena media como ejemplo de grasa saturada. El etanol proporciono
de 35 a 40% de las calorias y fue substituido por dextrosa para los animales
contfoles. Al final de las 2 semanas de suministrar la dieta de manera forzada (via ’
canula gastrica e infusién continua con bomba), las ratas alimentadas con aceite de
maiz y etanol mostraron los siguientes cambios patologicos: elevacion de la
aspartato amino transferasa sérica, elevaciéon de 10 veces en los niveles de
endotoxina plasmatica, aumento de 2 veces en la permeabilidad del tubo digestivo
con lesiones e inflamacion de la mucosa del tubo digestivo, infiltracion grasa e
inflamacion en el higado y un aumento en el nimero de las células de Kupffer, mayor
permeabilidad al Ca®' extracelular, mayor produccién del factor TNF-a, mayor
produccién de radicales libres y mayor sintesis del receptor para las endotoxinas, el
CD14. Todos estos indicadores de patogenicidad disminuyeron a la mitad en las
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rafas que recibieron triglicéridos de cadena media, saturados, en lugar del aceite de
malz con acidos grasos insaturados.

En el otro trabajo (Nanji et al., 2001), el experimento duré 8 semanas vy las
ratas recibieron la dieta de manera forzada por canula gastrica, el contenido de
lipidos en la dieta fue 35% y el de etano! desde 10 hasta 16 g/kg de peso/dia. Las
primeras 6 semanas las ratas recibieron aceite de pescado, con casi 30% de acidos
grasos con 2 o mas instauraciones, y en las tltimas 2 semanas 1 grupo continud con
aceite de pescado, otro recibié aceite de palma con 8% de acido linoleico (2
insaturaciones), y otro grupo mas, triglicéridos de cadena media con 1.5% de acido
linoleico. Los 3 grupos recibieron etanol a lo largo de las 8 semanas y se compararon
entre si y con un grupo més que recibid aceite de pescado por las 8 semanas y al
cual el etanol se sustituyd por una cantidad isocalédrica de dextrosa.

Las lesiones hepaticas fueron muy similares si las ratas recibian el aceite de
pescado y el etanol por 6 u B semanas y se observo: inflamacién severa, fibrosis, y
niveles altos de endotoxina, de peroxidacion de lipidos, activacion de NF-xB y altas
cifras de RNA mensajero para la enzima Cox-2 y el factor TNF-a. Después de las 2
semanas de cambio de dieta a aceite de palma o de triglicéridos de cadena media,
aun manteniendo la infusién de etanol, se encontré una marcada mejoria histologica,
disminucién en los niveles de endotoxina y peroxidacion de lipidos, ausencia en la
activacion del factor NF-kf y disminuciéon en la expresién de Cox-2 y TNF-a. Se
concluyen que una dieta enriquecida en Aacidos grasos saturados revierte
efectivamente la necrosis hepatica, la inflamacioén y la fibrosis ocasionadas por el
etanol, a pesar de continuar consumiéndolo (Nanji et al., 2001).

En resumen, el consumo continuo y abundante de etanol requiere de la
participacion de la enzima NADPH oxidasa, de la formacién de oxidantes, de la
activacion de NF-xB y TNF-a y de un suministro de niveles altos de acidos grasos
insaturados para producir lo que estos grupos han llamado, las “lesiones hepdaticas
tempranas promovidas por el etanol”.

Metabolismo del glutation: defensa contra el estrés oxidativo
El glutation (GSH) es un tripéptido que existe en concentraciones milimolares y
con una amplia distribucion en las células de eucariontes. El GSH no se distribuye en
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forma homogénea Aen Ias ‘células, del 80 al 85% se localiza en el citosol; lugar
excluslvo de su slntesls y el 10 al 15% se ubica en las mitocondrias, en donde esa

menor cantldad" puede llegar a alcanzar una concentracion similar a la que se
bsol (Fernandez-Checa et al.,, 1991). La poza de GSH mitocondrial
Qzé citosdlica de GSH y existe un eficiente sistema acarreador que

proi)léﬁ ‘d
‘tra'nslddé”e'l‘ GSH del citosol a la matriz mitocondrial (Martensson et al., 1990).

: Las’ nﬁtocondnas representan la principal fuente celular de radicales libres ya
‘ ‘quelas mltbéondnas emplean el 90% del oxigeno consumido por las células (Chance
‘et a/ ~1979'y Shigenaga et al., 1990). Los radicales libres, en particular en forma de
anién superéxndo. se forman en segmentos especificos de la cadena del transporte
de ‘electrones (Chance et al., 1979); los aniones superéxido asi generados se
convierten en H2O2 con el concurso de la superoxido dismutasa. Por otra parte, para
entender los experimentos descritos mas adelante, vale la pena mencionar el uso de
la antimicina A como bloqueador en la cadena respiratoria en el paso de un electron
de la ubisemiquinona al ubiquinol, y con elio se logra aumentar la generaciéon de
aniones superdxido (Turrens y Boveris, 1980 y Turrens et al., 1985). A mayor
produccion de aniones superoxido, mayor formacién de HzO2, pero las mitocondrias
no poseen catalasa para la conversion de! 2H,02 en 2H;0 + O,, de manera que la
desaparicion de H.O, mitocondrial ocurre en presencia de GSH y por accion de la
glutatién peroxidasa. En conclusion: el GSH en la matriz mitocondrial es la unica
defensa disponible en contra de los efectos toxicos del H;O, generada
enddogenamente en la cadena de transporte de electrones. Algunos experimentos
apoyan la aseveracién anterior: si la poza mitocondrial de GSH disminuye abajo de
un nivel critico (3 nanomoles/mg de proteina), el tratamiento con antimicina A
provoca un aumento exponencial en el H,0; medible (Garcia-Ruiz et al., 1995). En
resumen, tanto mitocondrias como células hepéticas integras, en las cuales llega a
bajar un 20% su poza mitocondrial de GSH, son mucho mas sensibles a los efectos
ocasionados por una excesiva produccién de radicales libres a consecuencia de la
presencia de antimicina A; tales efectos incluyen: peroxidacién de lipidos, pérdida de
la actividad del complejo IV mitocondrial y activacién de la transcripcién nuclear del
factor NF-kp (Garcia-Ruiz et al., 1995).
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' La intoxicacion crénica con etanol es un ejemplo, entre otros, del efecto de un
exceso en la formacion de radicales libres celulares y cémo son distribuidos por una
compleja red de antioxidantes, unos de naturaleza enzimatica y otros no enzimatica,
los cuales ademas deberan contribuir para mantener un balance critico (Fig. 11). La
pérdida del balance puede ocurrir por una generacién excesiva de radicales libres y/o
por una limitada disponibilidad de antioxidantes. La Fig. 11, adaptada de Fernandez-
Checa et al., (1997), muestra en el caso A la situacién normal de balance en donde
una génesis limitada de superdxido es convertido en HzO3, la cual es destruida por la
actividad de la catalasa y la glutatién peroxidasa en presencia de una poza normal de
GSH. En el caso B la actividad de la superdxido dismutasa es mayor con respecto a
la glutation peroxidasa, y en el caso C la actividad de la glutation peroxidasa es
menor en relacion con la actividad de la superdxido dismutasa (nétese que en ambos
casos no se incluye la actividad de la catalasa, tal como sucede en las mitocondrias),
en ambos casos aumenta la concentracion de Hz0z, lo cual puede ser causado por
una disminucién en la disponibilidad de GSH reducido. La acumulaciéon del H;O2 en
presencia de Fe®" podra elevar la generacion de radicales hidroxilo (Fig. 11).

Continuando con el ejemplo seleccionado se sabe que en ratas cronicamente
intoxicadas con etanol, se desarrolla un defecto selectivo en el funcionamiento del
translocador mitocondrial de GSH (Fernandez-Checa et al,, 1993), con lo que se
tienen valores bajos de GSH en esas mitocondrias. De todo lo anterior se ha
concluido que después de la ingestion de etanol, y en general al aumentar el estrés
oxidativo mitocondrial, la situacién del GSH mitocondrial es un factor critico para
determinar la pérdida de la funcién mitocondrial, la viabilidad celular y la activacion
de factores de transcripcion y por ende de la regulacion de ciertos genes (Fernandez-
Checa et al., 1997).

Bajo condiciones normales, la sintesis celular de ROS es contrarrestada por su
desaparicion mediante una red de antioxidantes, entre los que se encuentran
algunos sistemas enzimaticos. El balance permite mantener una poza pequena de
ROS celulares. El exceso en la produccién de ROS, tal como sucede entre otras
condiciones en la intoxicacion alcohdlica aguda, aitera el equilibrio normal y puede
llegar a disminuir los niveles de algin componente de los sistemas antioxidantes. El
mas abundante de ellos, y que disminuye con la ingestién aguda de dosis toxicas de
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Fig. 11. Balance entre los sistemas antioxidantes en el control de las pozas del
radical superoxido, H,O, y radical hidroxilo. (OH"). SOD, superéxido dismutasa y

GSHPXx, glutation peroxidasas. Para mas detalles ver el texto.
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etanol, es el glutatién. Si bien, tal como se esbozé en parrafos previos, la fisiologia
~celplér del glutatién es particularmente compleja, en este trabajo se limita la .
*.informacion al comportamiento parcial de la poza celular del glutation total en el

i 4h'epétc‘>cito. Como.ya se dijo la administracién aguda de dosis de etanol de 5 g/kg de

-~ peso corporal/dia, o mayores, ocasionan una disminucién cercana al 50% en la poza
“ de glutatién hepatico.
: De interés para esta tesis es el hecho de que la aplicacion del NSAID,

piroxicam, revierte la disminucién de glutatibn hepatico dependiente de la

" - intoxicacién con etanol (Zentella de Pifia et al., 1994).

Consideraciones privilegiadas en esta tesis

Enseguida se incluye una seleccidén de los datos experimentales anotados en
las paginas previas. La seleccién se efectud con la idea de darle sustento al modelo
experimental escogido para lograr los objetivos de esta tesis y con base en el
siguiente criterio: conjuntar la contribucion de los diferentes tejidos durante el
establecimiento de las lesiones hepaticas consecutivas a la intoxicacion aguda con
cantidades elevadas de etanol (5 g/kg pc o mayores).

En funcién directa a la dosis de etanol empleada para registrar una intoxicacion,
concentraciones crecientes del mismo afectan de manera simultanea distintas
estirpes celulares. En las células intestinales modifican la permeabilidad celular y
facilitan el paso de toxinas para incidir sobre las células de Kupffer donde se activa la
NADPH oxidasa, se generan radicales libres y se liberan factores citotoxicos, todo lo
cual afecta a los hepatocitos (Kono et al., 2000a). El etanol activa las células
adrenérgicas y se liberan catecolaminas (Anton, 1965), que al ocupar los receptores
adrenérgicos de los adipocitos activan la lipoélisis y promueven la liberacién de acidos
grasos, que son captados por el higado donde se eleva la poza de TAG con una
composicion similar a la del tejido adiposo (Lieber y Spritz, 1966) y dispone de mas
acidos grasos por lo que se acrecienta la lipoperoxidacion, en vista del aporte extra
de radicales libres provenientes de las células de Kupffer.

Otros experimentos en los que se alimentan durante varias semanas con un
tipo de lipidos (Kono et al, 2000a y, Nanji 1989) permiten observar que el tipo de
grasa de la dieta puede suplir a los acidos grasos en el tejido adiposo, ademas de
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queel 'tI;J»Q.V:djé grasa empleada en la dieta favorece o llega a eliminar algunas
'Vlevs'iror'l:e_ék'cédsadas por la intoxicacién alcohdlica (Kono et al.,, 2000b y Nanji et al.,
.2001).

B Consecuentemente a la mayor lipoperoxidacion resulta légico postular un mayor

V . “consumo de glutatién para limitar el estrés oxidative. No deja de ser interesante que

s6lo con un reto considerable de alcohol se logra observar la respuesta adrenérgica y
la disminucién de glutation hepatico (Anton, 1965 y Videla et al., 1980).

En este complejo esquema, si los NSAID llegan a impedir la liberacion de
acidos grasos del tejido adiposo, podrian limitar de manera importante las lesiones
observables en el higado después de una intoxicacion aguda con etanol.

NSAID: los antiinflamatorios no esteroideos

Los antiinflamatorios no esteroideos son una serie de compuestos que no
presentan una similitud quimica, pero si comparten acciones terapéuticas y efectos
moleculares. Tienes tres acciones principales, son: antipiréticos, antiinflamatorios y
analgésicos, también disminuyen las constricciones bronquiales y musculares y
manifiestan una tendencia a producir irritaciones gastrointestinales (Vane, 1971).

En los Estados Unidos los NSAID son los agentes terapéuticos mas prescritos,
ya que representan el 4.5% del total de prescripciones y los de uso mas comun son:
aspirina, naproxen, ibuprofen, piroxicam, sulindac e indometacina (Bilodeau et al.,
1995).

Mecanismos de accién

Los NSAID actian inhibiendo la sintesis de prostaglandinas (Vane, 1971), sin
embargo, este hecho no explica todos sus efectos. Las hormonas eicosanoides
provienen de acidos grasos poliinsaturados y se llaman asi por tener 20 atomos de
carbono y cuatro insaturaciones en la molécula. Se consideran hormonas locales ya
que son de v.ida media corta y alteran actividades de las células donde se encuentran
y células adyacentes, dentro de este grupo se encuentran las prostaglandinas, las
prostaciclinas, los leucotrienos y los tromboxanos. En general es aceptado que los
NSAID inhiben la actividad de las ciclooxigenasas, la COX-1 constitutiva y la COX-2
inducible (Frélich, 1997) y, en consecuencia, la sintesis de prostaglandinas,
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prostaciclinas y tfomboxanos.'Otr‘os} tienen accion dual e inhiben también la actividad
de la lipooxigenasa y con ello 'impideh la formacién de leucotrienos (Brogden et al.,
1984) (Fig. 12). '

El araquidonato es el principal precursor de las hormonas eicosanoides. La
prostaglandina sintasa cataliza el primer paso'en una ruta que conduce a la
formacion de prosfaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos. La lipooxigenasa
cataliza el paso inicial en la ruta que lleva a los leucotrienos.

Los efectos de los NSAID resultan también de sus propiedades fisicoquimicas
que probablemente impiden la interacciéon de proteina-proteina en muchos tipos en
membranas bioldgicas, ya que la mayoria son moléculas planas, sin carga, que
pueden estar en ambientes lipidicos como bicapas de membranas plasmaticas
(Abramson y Weissman, 1989).

Los compuestos quimicos precursores del acido acetil salicilico, ademas de
interferir en la sintesis de prostaglandinas, han resultado ser atrapadores de

"radicales libres del oxigeno. Un ejemplo de esto es el acido benzoico, relacionado

_estructuralmente con el salicilato, que es descarboxilado e hidroxilado por el radical
" hidroxito (OH") producido por el granulocito estimulado (Sagone y Husney, 1987).
Esto sugiere que los NSAID podrian actuar de manera similar reaccionado
rapidamente con los radicales, lo cual haria mas entendible sus conocidas
propiedades antiinflamatorias.

En este aspecto, resultan interesantes los experimentos realizados por un

_ integrante de nuestro grupo de trabajo: Castrejon y colaboradores han encontrado y
reportado que el piroxicam disminuye de manera dosis dependiente, la sefal de
intensidad de Resonancia Paramagnética de Electrones (EPR de sus siglas en
inglés) de radicales aductos concentrados en oxigeno y en carbono (Castrejon et al.,
1996). El piroxicam es entonces un atrapador (scavenger) de radicales libres tipo
hidroxilo y que puede formar radicales libres menos reactivos que ayudarian a
explicar los efectos del piroxicam in vivo. Por otra parte se encontrd que el piroxicam
aumenta la produccion de radicales libres durante la auto-oxidacidon de la
fenilhidrazina y que decrece esa produccion de radicales libres en el sistema de la
reaccion de Fenton (Castrejon et al., 1997).
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Fig.12 Biosintesis de los productos derivados del acido araquidonico. Se muestran las rutas principales del metabolismo del
acido araquidénico. La via catalizada por lipoxigenasas da lugar a una gran variedad de leucotrienos y la via de las
ciclooxigenasas cataliza la formacién de endoperoxidos (PGG y PGH) y productos subsecuentes. La ciclooxigenasa-1
(COX-1) se expresa constitutivamente. La ciclooxigenasa-2 (COX-2) es inducible por citoquinas, factores de crecimiento y
-endotoxinas, efectos que son bloqueados por glucocorticoides. Algunos compuestos: aspirina e indometacina inhiben la
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y el pirmagrel son inhibidores selectivos de la tromboxano sintetasa. (+) Activacion; (-) inhibicion (tomado de Zentella de
Pifia et al., 2000).
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“Aspirina’

’roduccién enzmétuca de prostaglandlnas Después, numerosas

apéutlcos y solo recientemente se han reconocido, o bien que afin no se
n. A pesar de la introduccion de muchas moléculas nuevas, la aspirina es aun
gente analgésnco, antipirético y anti-inflamatorio mas prescrito y el estandar con el
d’ue';f’se;’ {;dmparan y evaldan otros farmacos anti-inflamatorios y analgésicos. En
_Estédos Unidos se consumen cantidades enormes; algunas estimaciones oscilan
éhtre 10 y 20 mil toneladas anuales.

COOH

- O -CO-CHs

Acido acetil salicllico

- La aspirina ingerida se absorbe principalmente como tal, pero cierta cantidad
entra como acido salicilico en la circulacién sistémica a causa de la hidrolisis por
esterasas en la mucosa gastrointestinal y el higado. La aspirina puede detectarse en
el plasma solamente por corto tiempo debido a la hidrélisis plasmatica, hepatica y
eritrocitaria; por ejemplo, 30 minutos después de una dosis de 0.65 g solamente el
27% del salicilato plasmatico se encuentra en la forma acetilada. Como resultado la
dosis de la aspirina siempre es baja y no pasa de 27 mg/ml con las dosis
terapéuticas ordinarias. A las concentraciones reportadas para su uso clinico, 80-
90% del salicilato esta unido a proteinas plasmaticas, en particular a la albimina. La
aspirina al unirse a la albimina humana plasmatica la acetila en el grupo E amino de
la lisina y puede cambiar los sitios de unién para varios compuestos; la hemoglobina,
el DNA, las hormonas, las plaquetas y otras proteinas también pueden sufrir

acetilacion.
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Biotransformacion y excrecion

La biotransformac’:,ién de -los salicilatos se realiza en muchos tejidos, en
particular en el reticulo endoplasmatico y las mitocondrias hepaticas. Los tres
productos metabolicos prindipales son el acido salicilirico (el conjugado de glicina),
el éter o glucurénido fendlico y el éster o acilglucurénido. Ademas, una pequeiia
fraccién se oxida a acido gentisico (acido 2,5-dihidroxibenzoico) y a acidos 2,3-
dihidroxibenzoico y 2,3,5-trihidroxibenzoico; también se forma acido gentistrico, el
conjugado de glicina del acido gentisico.

Los salicilatos se excretan por la orina como acido salicilico libre (10%), acido
salicilirico (75%), glucurdnidos salicilico fendlico (10%) y acilico (5%) y &acido
gentisico (< 1%). No obstante, la excrecion de salicilato libre es en extremo variable y
depende tanto de la dosis como del pH urinario. En la orina alcalina, mas del 30% del
compuesto ingerido puede eliminarse como salicilato libre, mientras que en la orina
acida puede ser sélo del 2%.

La vida media plasmatica de la aspirina es de alrededor de 15 minutos, la del
salicilato en bajas dosis de 2 a 3 horas y en las dosis antiinflamatorias usuales de
cerca de 12 horas. La vida media del salicilato puede ser de 15 a 30 horas con dosis
terapéuticas altas o cuando hay intoxicacion. Esta eliminacion dosis-dependiente es
el resultado de la capacidad limitada de! higado para formar acido salicilurico y
glucuronido fendlico; con dosis mayores, una gran proporcion del farmaco se excreta
por la orina sin cambios.

Efectos toxicos

Como resultado de su uso amplio y facil disponibilidad, los salicilatos son una
causa frecuente de intoxicacion. A menudo se produce en nifios y a veces es fatal.
Esta molécula no debe considerarse como un remedio casero e inofensivo.

La hipersensibilidad también es una causa de respuestas indeseadas al
salicilato. Mas aun, la insuficiencia renal o hepatica o la hipoprotrombinemia u otros
trastornos de la sangre potencian la posibilidad de la toxicidad del salicilato. Los
nifos con fiebre y deshidratacidn son particularmente propensos a la intoxicacién con
dosis relativamente pequefas de este compuesto. Ademas, el uso de aspirina esta
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contraindicado en nifios y adolescentes con enfermedad febril debido al riesgo del
sindrome de Reye. DEso 135 mg/kg; DLso 1.1 g/kg para rata

Naproxen

El acido 6 metoxi-1-metil-2-naftaleno-acético o naproxen es un antiinflamatorio
sistémico muy potente, que como la aspirina, inhibe ia sintesis de prostaglandinas
(Windholz, 1983). Su féormula quimica es la siguiente:

CHs

CHCOOH

CHs

La actividad analgésica de! naproxen se ha encontrado siete veces mas potente
que la de la aspirina en ensayos de laboratorio (Runkel et al.,, 1972). El naproxen se
absorbe totalmente cuando es administrado por via oral y la velocidad de absorcién
depende de la presencia de comida en el estémago.

Las concentraciones pico en plasma ocurren entre 2 y 4 horas después de su
administracién y su vida media es de 14 horas. La dosis habitual varia de 250 a 500
mg dos veces por dia, y se ajusta segun la respuesta clinica, el padecimiento y la
edad del paciente (Insel, 1990).

Con la administracién de 500 mg de naproxen se alcanza una concentracidn
plasmatica maxima de 2 x 10 M y minima 6.5 x 10°° M (Todd y Clisold, 1990).

Los metabolitos del naproxeno se excretan casi por completo en ta orina. Cerca
del 30% de la molécula sufre 6-desmetilacion y la mayor parte de este metabolito, asi
como el mismo naproxeno se excretan como glucurénido u otros conjugados.

El naproxeno se une casi por completo (99%) a las proteinas plasmaticas
después de dosis terapéuticas normales. Atraviesa la placenta y aparece en la leche
de las mujeres que amamantan en alrededor del 1% de la concentracion plasmatica
materna.
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" Efectos téxicos

Las complicaciones gastrointestinales varian desde una dispepsia relativamente
leve, malestar gastrico y pirosis a nduseas, vémitos y hemorragia gastrica. Sobre el
SNC produce desde somnolencia, cefalea, mareos y sudoracién hasta fatiga,
depresién y ototoxicidad. Reacciones menos comunes incluyen prurito y una
variedad de problemas dermatolédgicos. Se han informado unos pocos casos de
ictericia, deterioro de la funcidn renal, edema angioneurdtico, trombocitopenia y
agranulocitosis. DEsp 2-10 mg/kg; DLso 395 (281-557) mg/kg.

Nimesulide

Es otro agente anti-inflamatorio con propiedades analgésicas y antipiréticas de
la clase de sulfonanilidos, con potencia anti-inflamatoria semejante al piroxicam y
mas potente que la aspirina en su actividad antipirética. Es un inhibidor débil de la
sintesis de prostaglandinas y un atrapador de radicales libres del oxigeno, el ion
superéxido. Ademas inactiva mediante una accién atrapadora la disponibilidad del
acido hipocloroso generado en la via de la mieloperoxidasa. El nimesulide tiene otras
acciones sobre la actividad de la bradicinina, liberacion de TNF, degradacion de
cartilagos, sintesis del factor activador plaquetario. Es menos ulcerogénico que la
aspirina, naproxen y piroxicam. Tiene un efecto pobre en la sintesis de
prostaglandinas renales.

Después de la ingestion de 50 a 200 mg de nimesulide, el pico de
concentracién plasmatica se alcanza entere 1.20 a 3.20 h. El metabolismo del
nimesulide se hace de manera extensiva hacia varios metabolitos, con excepcién de
1 a 3% de la dosis que se excreta por via urinaria sin ningln cambio, el resto es
biotransformado en 4 hidroxinimesulide ya sea libre o conjugado y se excreta por
heces o por via urinaria. La vida media de eliminacién del compuesto es de 2.89 a
4.78 h para el 4-hidroxinimesulide y de 2.89 a 4.78 h para el nimesulide.

La dosis para adultos es de 100 a 200 mg dos veces al dia y la tolerancia en
adultos es semejante a la de otros NSAID.
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Estructura quimica. del nimesulide. Se trata de un acido débil pKa = 6.5 y difiere
de otros NSAID en que tiene en su estructura quimica una molécula de suifonamilida
como grupo acidico. DEsp 0.34 mg/kg; DLso 88.4 mg/kg.

Piroxicam

El piroxicam es uno de los derivados oxicam, una clase de acidos endlicos que
poseen actividad antiinflamatoria, analgésica y antipirética. Se han desarrollado otros
oxicams que estan en estudio (p. ej., tenoxicam). El piroxicam es la unica molécula
de esta clase que pude obtenerse en la actualidad en los EE.UU. En las dosis
recomendadas, el piroxicam parece ser el equivalente de la aspirina, la indometacina
o el naproxeno para el tratamiento prolongado de la artritis reumatoidea o la
osteoartritis. Puede tolerarse mejor que la aspirina o la indometacina. La ventaja
principal de piroxicam es su vida media prolongada, que permite la administracion de
una sola dosis diaria. Las propiedades farmacolégicas y los usos terapéuticos del
piroxicam han sido revisados en un simposio (Symposium, 1982), por Wiseman
(Rainsford, 1985b) y por Lombardino y Wiseman (en Lewis y Furst, 1987). La
siguiente es su férmula estructural:

o]
AN

A Yo}

N —CHj

~Paconn- ()
OH

Piroxicam

2
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Propiedades farmacolégicas

El piroxicam es un agente antiinflamatorio efectivo; tiene una potencia casi igual
o a la indometacina como inhibidor de la biosintesis de prostaglandinas in vitro.
s También puede inhibir la activacion de neutrdfilos, aun cuando estén presentes
productos de la ciclooxigenasa; por ello se han propuesto modos adicionales de
accion antiinfimatoria (Abramson y cols., 1985; LLombardino y Wiseman, en Lewis y
Furst, 1987). El piroxicam ejerce efectos antipiréticos y analgésicos en los animales
- de experimentacion y en el hombre. Como con otras moléculas tipo aspirina, el
piroxicam puede producir erosiones gastricas y prolongar el tiempo de sangria.

Farmacocinética y metabolismo

El piroxicam se absorbe por completo después de la administracion oral; se
alcanzan concentraciones plasmaticas maximas en 2 a 4 horas. Ni los alimentos ni
los antidcidos alteran la velocidad o el grado de absorcion. Se produce una
circulacion enterohepatica del piroxicam y las estimaciones de la vida media
plasmatica han sido variables; el valor medio parece ser de alrededor de 50 horas.

Después de la absorcion, se une en forma extensa (99%) a las proteinas
plasmaticas. El estado de equilibrio (p. ej., después de 7 a 12 dias) las
concentraciones de piroxicam en el plasma y en el liquido sinovial son casi iguales.
Menos del 5% de la droga se excreta sin modificar por la orina. La hidroxilacién del
anillo piridilo es la transformacidn metabdlica mas importante en el hombre y este
metabolismo inactivo y su conjugado glucurénido constituyen cerca del 60% del
farmaco excretado por la orina y las heces.

Efectos téxicos

La incidencia de informes de efectos adversos en los pacientes que toman
piroxicam es de alrededor del 20%, cerca del 5% de los enfermos suspenden su
ingestién debido a las acciones colaterales. Las reacciones gastrointestinales son las
mas comunes; la incidencia de ulcera péptica es menor del 1%. Al igual que otras
moléculas tipo aspirina, el piroxicam altera la funcién plaquetaria y debe suponerse
que precipitara broncoconstricciéon en los pacientes hipersensibles a la aspirina.
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~Usos terapéuticos . :

El piroxicam estd aprobado en: los EE.UU. para el tratamiento de artritis
reumatoidea y la osteoartritis. También se ha usado para tratar la espondilitis
anquilosante, - trastornos musculoesqueléticos agudos, dismenorrea, dolor
posquirurgico y gota aguda. DLsp 220 mg/kg (rata); DLsg 360 mg/kg (raton).
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HIPOTESIS:

Los anti-inflamatorios no esteroideos (NSAID) antagonizan las acciones
fisioldgicas desencadenadas por e! exceso de agentes adrenérgicos liberados a
consecuencia de una intoxicacién aguda con etanol.

OBJETIVO GENERAL.:

Avanzar a nivel molecular sobre el origen del antagonismo entre las acciones
del etanol y las de los NSAID. En especial, se analizara si los NSAID modifican la
liberacion de los acidos grasos del tejido adiposo, y asi influyen en la cantidad de
acidos grasos captados por el higado (y en su posterior peroxidacion) después de
una intoxicacion aguda con etanol.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Evaluar el papel de los anti-inflamatorios seleccionados sobre la lipodlisis
estimulada por la epinefrina.

Investigar el mecanismo de accién de los anti-inflamatorios seleccionados para
inhibir la lipdlisis estimulada por epinefrina; en particular precisar el tipo de agonista
adrenérgico involucrado, definir la influencia de los NSAID para modificar la unién
(binding) del agonista con su receptor especifico, y en caso de no haber accién de
los NSAID sobre el receptor, explorar si la estimulacion de la lipélisis ocasionada por
la adicién de segundos mensajeros (e]. EIl AMPc) es modificada por la presencia de
los NSAID.

Conocer la posible influencia de moléculas moduladoras de la lipdlisis, tales
como el peréxido de hidrdgeno interviniendo en la accidn de los NSAID.

Definir el efecto del etanol y el acetaldehido, a las concentraciones detectadas
en la sangre de los sujetos con una intoxicacion aguda de etanol, sobre la lipdlisis
estimulada por AMPc y en ausencia o presencia de los anti-inflamatorios usados.
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MATERIAL Y METODOS:
. Material

Es importante hacer algunas consideraciones sobre el patrén de consumo de
alcohol. E! alcoholismo lleva la connotacién de habito, y efectivamente, es la
costumbre de consumir compulsivamente etanol en forma consuetudinaria y
exagerada la que ocasiona el dafio celular. Existe otra situacion, como es el caso de
gente, generalmente joven, no habituada a controlar la cantidad de alcohol bebido y
las primeras veces que lo hace es a través de un consumo exagerado que la
conduce a una intoxicacién, en ocasiones mortal. Con ciertas restricciones menores,
ambas situaciones: el modelo de intoxicacién aguda y el alcoholismo crénico, son
reproducibles en animales de laboratorio.

Los reactivos #* alprenolol, ATP, NAD® glicerol, EDTA, etanol, acido
tiobarbitlrico, epinefrina, aspirina, naproxen, nimesulide y piroxicam, dibutiril AMPc,
glicerol 3 fosfato deshidrogenasa, glicerocinasa, Triton X 100, acido N-2-
hidroxietilpiperazima-N-2-etanosulfonico. (Hepes), 4 clorofenol, 4-aminoantipirina,
peroxidasa, albumina y TCA se obtuvieron de Sigma, i[propil 2,3,°H) dihidroalprenolol
(120Ci/mml) fue proporcionado por New England Nuclear Co. (USA). EDTA,
albumina, etanol, glucosa, sulfato de magnesio y sulfato ferroso amoniacal se
obtuvieron de Baker (Edo. de México, México). El tiocinato de potasio provino de
Mallinckrodt.

Métodos
Preparacién de las membranas plasmétibas de higado

Las membranas plasmaticas se prepararon de acuerdo con el método
propuesto por Neville (1968) a partir de tres higados de cobayo (450-500 g de peso
corporal), ya que cuentan con una poblacién grande de receptores a la epinefrina lo
que permite una clara observacion de los efectos sobre dichos receptores. El
proceso consta de varios pasos, todos ellos se realizan en frio 0-4° C, el medio que
se emplea en este procedimiento para suspender y homogenizar el tejido es una
solucién 0.001M de NaHCO3;. En resumen:
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Una ‘véz‘f’ob:tgnidésflds’h!géﬁdS"’ée les enjuaga para remover el exceso de
séngré. A cohtlhuécién se desmenuzan con tijeras muy finas, eliminando el
tejido conectivo, '

10 g de fragmentos pequefios de higado se colocan en un homogenizador
Dounce grande, se le agregan 25 ml de medio y se homogeniza a 4° C con
golpes de pistilo lo mas fuerte posible contra el fondo de! vaso. La
homogenizacién se repite una vez y se agregan 500 ml del medio a 4° C,
agitando durante 3 min, después se filtra a través de dos capas de gasa, y
después a través de 4 capas.

En 4 frascos de centrifuga se distribuye el homogenado-fitrado de manera
uniforme y se centrifuga a 1500 rpm x 10 min. El sobrenadante y los frascos se
colocan de cabeza con papel absorbente en el cuello para remover el exceso
de sobrenadante. Después, el precipitado se coloca en el homogenizador de
Dounce.

Se repiten los pasos 2 a 3 una vez pero ahora se tiene en el homogenizador el
precipitado resuspendido.

Se homogeniza el precipitado con 4 golpes suaves de pistilo, se colecta por
centrifugacién para continuar el procedimiento.

Con la ayuda de un refractdbmetro, se ajusta una solucién madre de sacarosa
hasta alcanzar una concentracién de 69% + 0.1%. Colocar 34 ml de esa
solucién en frlo en el homogenado que se prepard en el paso 5. Agregar agua
hasta 60 ml, se mezcla vigorosamente hasta que no haya evidencia de patrones
de Schlerin. En el refractometro se ajusta con agua, o con solucién de sacarosa
al 69%, hasta que la nueva mezcla quede a una concentracién de sacarosa de
44.0 £ 0.1%.

Se colocan 20 ml del homogenizado en cada uno de tres tubos.

Se llenan con 10 ml de solucién de sacarosa al 42.3 + 0.1% (ajustado en el
refractometro).

Se balancean los tubos + 0.05 g agregando solucidn de sacarosa al 42.3%.

Los tubos se colocan en el rotor 28SW preenfriado a 4° C y se centrifugan a
25,000 r.p.m. (90,000x g) por 2 horas. Se detiene la centrifuga con cuidado para
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manejar los tubos y preservar la interfase. Los tapones deben estar bien
engrasados para mantener los tubos a 1 atmoésfera de presion.

(11) Se remueve con ayuda de una espatula la capa que flota, se agregan 8 ml de
medio y se centrifugan a 25,000 r.p.m. durante 10 min para empacar bien el
sedimento. Se elimina el sobrenadante y se obtienen las membranas.

Las membranas se congelan en nitrégeno liquido y se almacenan a -70° C
hasta el momento de ser empleadas, en un lapso de 2 semanas. Para su
empleo se mide la concentracion de proteinas antes del experimento.

Experimentos de saturacion de los receptores

Se realizan experimentos de saturacion para obtener la Kq, ¥ una vez calculada,
se hacen los experimentos de competencia entre el ligando elegido, el
dihidroalprenolo! (DHA), con los NSAID utilizados para cada experimento.

Los experimentos de saturacion de los receptores de las membranas
plasmaticas de higado se hicieron por triplicado. En ellos se resuspendieron 100 pg
de proteina/ml de buffer tris/fHCI 50 mM, pH 7.4 conteniendo 10 mM MgCl ; y se
incuban por 10 min, a 37° C, adicionado de [3H]-dihidroalprenolol, con el esquema
propuesto por Villalobos (Reyes-Salcido y Villalobos-Molina, 1989). El pegado total
de [*H]-dihidroalprenolol se registré usando 8 diferentes concentraciones crecientes
del ligando tritiado sin dilucion, desde 0.1 hasta 30 nM. La unién no especifica fue
obtenida en presencia de 10 pM de alprenolol frio, la union especifica se calculo
restando la fraccion que fue desplazada por el alprenolol. Al terminar la incubacion,
los 250 ul de muestra se filtraron a través de filtros Whatman GF/C (20 nm de
diametro), los filtros fueron lavados con § ml de buffer de incubacion a 4° C, secados
y colocados en viales de centelleo, eluldos y contados en 5§ ml de mezcla de la
solucién de centelleo en un contador de centelleo (Beckman, mod. L5 6000SC).

Una Kq de 13.5 nM se calculé para el [*H]-dihidroalprenolol.

Experimentos de competencia, entre el ligando y los NSAID, por el receptor

En los experimentos de competencia los NSAID fueron disueltos en agua,
llevados a un pH de 8.5 con NaOH y agregados a las membranas inmediatamente
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‘antes de-afadir el ligando radiactivo e iniciar la incubacién, la cual se termind de
manera similar a como se describe para los experimentos de saturacion.

Preparacién de adipocitos

Por las razones que se aducen al hacer referencia a los resultados, se han
empleado dos técnicas para preparar los adipocitos. La primera que se describe es la
clasica técnica de Rodbell (1964). Inmediatamente después se describe la técnica de
Honnor y colaboradores (1985). La principal diferencia entre ambas técnicas es el
uso del nucleédsido édenosina, el cual inhibe a la adenilato ciclasa de los adipocitos
del epididimo, obteniéndose asi adipocitos con valores basales de AMPc, bajos y
muy similares.

Técnica de Rodbell

En esta técnica (Rodbell, 1964) a 100 m! de la soluciéon Krebs-Ringer se le
adicionan 133.18 mg de CaCl,, se mezcla y se airea con carbdgeno, a 37° C, durante
15 min. Se ajusta el pH a 7.4 con una solucién de NaHCO; al 6.5%. Los cojinetes
grasos del epididimo, de 2 ratas macho, cepa Wistar, de 200 a 220 g de peso,
previamente lavados con solucién fisiolégica, se fragmentan con tijeras finas, se
suspenden en 10 ml de buffer Krebs-Ringer a la cual se le ha agregado 3% de
albumina sérica bovina fraccion V purificada, a esta mezcla se le adiciona 1mg/ml de
colagenasa tipo |l de Clostridium histolyticum (de Sigma), se coloca en 2 tubos de
plastico y se incuba en bafio maria 60 minutos, con agitacion vigorosa. Al finalizar
ese tiempo se filtran en una malla de nylon se centrifuga y el sobrenadante se lava
con una solucidon Krebs-Ringer-albimina al 1% tres veces. Se obtienen
aproximadamente 2.5g de adipocitos y se emplean conforme el protocolo de cada

experimento.

Técnica de Honnor

Al comparar esta técnica (Honnor et al.,, 1985) una primera diferencia con
Rodbell es que emplea epididimos de 2 ratas macho, cepa Wistar, de 200 a 220 g de
peso, ayunadas 16 h. Las incubaciones se llevaron a cabo en buffer Krebs-Ringer-
albumina 1%, pH 7.4, suplementado con 30mM de Hepes mas colagenasa tipo Il al
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1%, durante 30 minutos, con agitacidn vigorosa, después de lavar 3 veces con buffer
Krebs-Ringer-albimina mas Hepes, la Ultima vez se resuspenden en solucién Krebs-
Ringer-albumina al 4% mas Hepes 30mM. La albimina empleada es la fraccién V de
Sigma y debe ser desgrasada previamente con carbdn activado. 100 pl de adipocitos
se emplean para cada ensayo, se aforan a 800 pl con el medio de incubacion (Krebs-
Ringer-albumina 4% + Hepes 30 mM). Es importante mencionar que en todas las
soluciones empleadas para resuspender y para incubar, se incluyd adenosina, 200
nM, como se dijo, para suprimir la produccion endégena de AMPc durante el
. procedimiento de aislamiento.

Disefio experimental para evaluacion de la lipdlisis
Curva dosis respuesta a epinefrina

A partir de una solucién acuosa de epinefrina 1 x 102 M, ajustada a pH 5 con
HCI, se preparan diluciones que contienen las concentraciones finales necesarias
para la curva que se hizo desde 1 x 10 hasta 1 x 10® M, se ajusta el volumen de
900 ul con buffer Krebs-Ringer-bicarbonato-albamina al 4%, y se adicionan 100 p! de
la suspension de adipocitos. Se corre un experimento paralelo en el que cada tubo
de la curva lleva una concentracién fija de 3 x 10 M de uno de los NSAID; aspirina,
naproxen, nimesulide, o piroxicam disueltos en agua y a pH de 8.5 ajustado con
NaOH.

Curva dosis-respuesta al dibutiril AMPc (Dib-AMPc)

Cuando la estimulacion de la lipélisis se hace con Dib-AMPc se prepara una
solucién acuosa de 0.1 M del nucledsido, a partir de la cual, se afiaden a los 100 pl
de adipocitos para alcanzar concentraciones ﬁnales de Dib-AMPc que van de 1 x 102
hasta 1 x 10 M, con las que se incuban durante 30 minutos.

En forma semejante a la curva dosis respuesta a epinefrina, se corre otro
experimento paralelo con los adipocitos del mismo lote pero que contiene uno de los
NSAID a concentraciones finales de 3 x 10° M, incubandose 30 minutos, después de
los cuales se detiene la lipdlisis al transferir los tubos del bafio a 37° C a un bafio de
hielo durante 5 minutos. Los tubos se centrifugan durante 10 minutos a 10,000 x gy
a la temperatura de 4° C. Una alicuota de 100 p! de la solucién que esta por abajo

49



del sobrenadante se transfiere cuidadosamente a un tubo nuevo para medir el
glicero! liberado. '

Determinacién de glicerol

Et glicerol se midié por el método colorimetro recomendado por Warnick (1986).
En este método el glicerol es fosforilado a glicerol 1-fosfato en presencia de ATP y la
glicero| cinasa, después es oxidado con la glicerol 3-fosfato oxidasa para producir
cantidades equimoleculares de agua oxigenada y dihidroxiacetona fosfato. El agua
oxigenada reacciona con el fenol y la aminoantipurina en presencia de peroxidasa y
se produce un pigmento, quinoneimina, cuya intensidad es proporcional al contenido
de agua oxigenada.

Determinacion de proteinas
Para conocer la concentracion de proteinas se empled el método colorimétrico
de Bradford (1976).

Cuantificacion del agua oxigenada .

La determinacion de agua oxigenada se hizo conforme al método empieado por
Thurman y cols. (1972). La medicién se hace en el internadante, después de
centrifugar los adipocitos a 13 500 r.p.m. durante 10 min a 4° C. Es importante medir
el volumen del internadante con exactitud. Se le agrega TCA al 40% en una relacion
de 0.1 mi/ml. La muestra se centrifuga a 27 000, X g durante 15 min a 4°C, se separa
el sobrenadante y se le agrega sulfato ferroso amoniacal 10 mM (0.2 ml x ml). Se
agita y se agrega tiocinato de potasio al 2.5 M en una relacién de 0.1 ml x ml. Agitar y
esperar 30 min en la oscuridad. Leer a 480 nm.

Estadistica empleada

Para conocer la significancia estadistica entre los valores de las curvas de
dosis-respuesta a la epinefrina y al Dib-AMPc contra las que lievan adicionado uno
de los NSAID, se empled el analisis de varianza (ANOVA) seguido por la prueba de
comparacion multiple de Dunn recomendada para muestras pares (Sigma Stat-for
Windows, version 1.0 Jandel Co., San Rafael, CA. USA). En todos los analisis, una
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p< 0.05 fue considerada como el nivel de significancia. La concentracion y afinidad
de los B receptores fueron determinadas en tres y ocho experimentos individuales
para los experimentos de saturaciéon y andlisis de Seatchar usando el programa
EBDA-LIGAND (Brisoft, Elsevier, Cambridge, UK). La prueba t de student se empled
para comparar la Bmax y la afinidad entre los grupos.
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RESULTADOS

Los principales resultados experimentales se presentan en tres partes. En la
primera se incluyen datos sobre la accién de los NSAID inhibiendo la lipdlisis
estimulada por la epinefrina. Después se revisa la incapacidad de esos NSAID para
modificar la unidn (binding) de un agonista p-adrenérgico con su receptor en el
adipocito, y enseguida se presenta la accién inhibitoria de los NSAID sobre la
estimulacion de la lipolisis mediada por el AMPc. La segunda parte de los resultados
se refiere a la accion del etanol, el acetaldehido y ambos sobre Ila lipolisis estimulada
por el Dib-AMPc; en esta parte también se analiza la posible accién de los
compuestos anotados en relacion con la accién inhibitoria de los NSAID en la
lipolisis. La ualtima parte de los resultados comprende los efectos del H20; al
disminuir la accién lipogénica del Dib-AMPc y ofrece una explicacibn mediada por el
H,0,, sobre los efectos antagonicos de los NSAID y el Dib-AMPc, los primeros
elevando la poza de H;O; y asl inhibiendo la lipdlisis, y el segundo estimulando la
lipolisis y disminuyendo la poza de H,0,.

'Efei:b de los NSAID sobre la lipélisis

i En la Fig. 13 puede verse la curva dosis-respuesta a la lipolisis estimulada con

la eplnefrina, obtenida en adipocitos preparados conforme a la técnica de Rodbell,
modificada por Honnor. La mayor estimulacién de la lipélisis, medida por la maxima
liberacion de glicerol (5.5 pmoles/g de peso humedo), se registré6 a una
concentracién de epinefrina de 10 M. Sin embargo, desde una concentracién de
10® M, la estimulacion de la lipdlisis es significativamente mayor al ser comparada
con la actividad lipolitica del tubo control, que no contiene el anti-inflamatorio. La
adicion de cualquiera de los NSAID ensayados, empleados a una concentracion de 3
x 10 M, produce una inhibicidn estadisticamente significativa de la accién de la
hormona a partir de la concentracion de 10 M de epinefrina. La maxima inhibicién
en la liberacién de glicerol se observa con el piroxicam, el cual, a las concentraciones
de epinefrina de 10°® hasta 10 M disminuye en un 60% la liberacién del glicerol en
comparacién con los tubos que no contienen el NSAID. Las diferencias entre los
cuatro NSAID ensayados no fueron estadisticamente significativas.

52




umoles de glicerolig p.h.

0 -8 7 -6 -5 -4
{Epinefrina} M

Fig. 13. Efecto de diferentes NSAID sobre la liberacién de glicerol estimulado con
concentraciones crecientes de epinefrina en adipocitos aislados de ratas. Los
adipocitos fueron incubados con diferentes concentraciones de epinefrina, control en
ausencia de NSAID (e), en presencia de 3x10°® M de aspirina (w), naproxen (4),
nimesulide (a) o piroxicam (¥). Todas las muestras se incubaron durante 30 minutos
a 37° C. Cada valor representa el promedio + ee para seis experimentos individuales
en adipocitos incubados con epinefrina mas uno de los NSAID. * p < 0.05, al
comparar células tratadas con epinefrina mas uno de los NSAID.
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‘Se sabe que los principales receptores para la epinefrina, localizados en, la
membrana del adipocito de rata, son del subtipo B (Lafontan y Berlan, 1993); por lo
tanto, se pensé estudiar la accién del etanol y los NSAID seleccionados para modular
la unién del dihidroalprenolol, un agonista B adrenérgico, con estos receptores. Bajo
las condiciones experimentales aqui descritas no hay efecto del etanol ni de los
NSAID sobre la union del dihidroalprenolol al receptor, como puede deducirse por la
similitud de los valores de la Kq ¥ 1a Bmax. (Tabla 11). Los NSAID fueron ensayados en
experimentos de competencia empleando 14 concentraciones diferentes de cada uno
de ellos, que van desde 10 hasta 102 M, en ausencia y presencia de etanol. En
ninguin caso tuvieron efecto sobre la unién del ligando al receptor.

Tabla li
NUMERO DE RECEPTORES Bmax Y K¢ PARA EL [°H]DIHIDROALPRENOLOL EN
MEMBRANAS AISLADAS DE HIGADO

-
gfn : {fmoles/mg protein V

Sin etanol 2167 + 539 189+ 1.6

(n = 8) (n=28)

Con etanol 1840 + 435 23628

(n=3) (n=23)

Los valores son el promedio t error estandar con el numero de ratas en paréntesis. Las diferencias
no tuvieron significado estadistico.

Después de medir el efecto inhibidor de cuatro NSAID sobre la lipdlisis
estimulada por la epinefrina, y de constatar que tanto esos NSAID como el etanol no _
modifican la unién ligando-receptor B, se consideré conveniente conocer la posible
inhibicion de los NSAID sobre la lipélisis promovida por el AMPc. Con ese objeto se
empled un analogo no hidrolizable del AMPc, el Dib-AMPc¢, (citado por Gaudiot et al.,
2000). Al realizar la curva dosis-respuesta de la lipdlisis estimulada con el Dib-AMPc
(Fig. 14) se observa que la maxima produccion de glicerol se registré a una
concentracion de 102 M de Dib-AMPc que corresponde a 7.10 umoles de glicerol/g
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Fig. 14. Efecto de diferentes NSAID sobre la liberacién de glicerol estimulado con
concentraciones crecientes de dibutirii AMPc en adipocitos aislados de ratas. Los
adipocitos fueron incubados con diferentes concentraciones de dibutiril AMPc, control
en ausencia de antiinflamatorio (®), en presencia de 3x10® M de aspirina (v),
naproxen (m), nimesulide (¢) y piroxicam (a). Todas las muestras fueron incubadas
30 minutos a 37° C. Cada valor representa el promedio + e€e para seis ensayos
individuales en adipocitos incubados con dibutiril AMPc y tres ensayos individuales
en adipocitos incubados con dibutiril AMPc méas uno de los NSAID. * p < 0.05, al
comparar células tratadas con dibutiril AMPc vs dibutirii AMPc mas uno de los
NSAID.
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de peso humedo. Los adipocitos que se emplearon para probar si los NSAID
modifican la lipdlisis estimulada con Dib-AMPc, fueron incubados a la concentracidn
constante del NSAID ensayado en los experimentos previos con epinefrina, de 3 x
10° M. Puede observarse que los cuatro NSAID empleados, aspirina, naproxen,
nimesulide y piroxicam, presentaron un comportamiento semejante en cuanto a que
la inhibicién se inicia a la concentracion de 10* M de AMPc y es mayor a la
concentracion de 102 M, siendo la aspirina la que produce un mayor efecto; se
aprecia una inhibicién de 78%, 54% y 68% a las concentraciones 10, 10°, 10° M de
Dib-AMPc¢, en presencia de una concentracién constante de aspirina. La lipélisis
estimulada con Dib-AMPc en presencia de los NSAID, contra la curva sin NSAID,
presenta la misma significancia estadistica con una p < 0.05 para los 4 NSAID a las
concentraciones del Dib-AMPc desde 10 hasta 102 M. En este caso, tampoco se
encontraron diferencias significativas entre las acciones de los cuatro NSAID
empleados.

Efecto del etanol, el acetaldehido y ambos sobre la lipblisis estimulada por el Dib-
AMPc e inhibida por los NSAID
La siguiente parte de este trabajo se realizé para conocer si los efectos
descritos para los NSAID suceden en condiciones semejantes a las que existen en el
organismo durante la intoxicacién aguda con etanol. Por consiguiente, se estudio el
efecto de! etanol, el acetaldehido y el de ambos, sobre la lipdlisis estimulada por Dib-
AMPc, asi como su posible influencia sobre la inhibicion registrada con los NSAID
estudiados. Esta parte del estudio tiene particular relevancia, porque tal como se
muestra en la tabla Ill, los datos hallados en los reportes de la literatura internacional
son contradictorios en relacién con los efectos del etanol y el acetaldehido sobre la
lipolisis basal y la lipdlisis estimulada por agonistas adrenérgicos y el Dib-AMPc. Asi,
se consideré conveniente establecer de manera mas definitiva el papel del etanol, el
acetaldehido y el de ambos, sobre la lipdlisis. Para ello, al sistema in vitro se le
" adicioné suficiente etanol, acetaldehido, o ambos, para alcanzar concentraciones de
12.5 a 100 mM en el caso del primero y de 12.5 a 100 M en el segundo, las cifras
bajas encontradas en bebedores sociales (2 tragos por noche) y las altas en
borrachos (10-12 tragos por noche) (Caballero-Cruz, 1998). Los adipocitos fueron
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preparados a partir de ratas con 16 h de ayuno, como en los experimentos
anteriores, y ademas en algunos experimentos, a partir de ratas alimentadas ad
libitum y sacrificadas a las 8 a.m., en vista de que la alimentacioén y el ayuno pueden
influir sobre la respuesta a la lipSlisis en presencia de etanol (Giudicelli et al., 1978 y
Nilsson y Belfrage 1978).

Los adipocitos de animales con 16 h de ayuno mostraron que las
concentraciones moderadas de etanol, 12.5 y 25 mM, no modificaron la lipdlisis
estimulada por el Dib-AMPc, mientras que las concentraciones altas, 50 y 100 mM,
inhibieron en cerca de 50% la lipdlisis estimulada por concentraciones de Dib-AMPc
en el intervalo de 10°® hasta 102 M (Fig. 15). En el caso de los adipocitos preparados
con ratas alimentadas ad libitum es de interés notar que la concentracion mas baja
de etanol ensayada, 12.5 mM, estimula de manera estadisticamente significativa la
lipodlisis activada por 10® a 102 M de Dib-AMPc (Fig. 16). El etanol a mayores
concentraciones, 25, 50 y 100 mM produjo inhibicion estadisticamente significativa
en la liberacidon de glicerol promovida por las cinco concentraciones de Dib-AMPc
incluidas en la Fig. 16, y con las dos mayores concentraciones de etanol, 50 y 100
mM, dicha inhibicién, al igual que en los adipocitos de las ratas ayunadas, la
inhibicién es mayor del 50%.

Concentraciones de acetaldehido tres érdenes de magnitud inferiores a las de
etanol, tal como sucede en la sangre de los bebedores, esto es de 12.5 a 100 M, se
estudiaron en adipocitos de ratas en ayunas y los resultados se resumen en la Fig.
17: las dos concentraciones mas altas de acetaldehido empleadas estimularon la
lipolisis mediada por Dib-AMPc y no hubo cambio apreciable con dicho indicador al
emplear las concentraciones bajas del aldehido. De manera semejante ocurre con
los animales alimentados (Fig. 18).

De lo anterior se concluye que la accion del etanol y del acetaldehido, afiadidos
directamente a los adipocitos aislados producen un efecto similar,
independientemente de que las células provengan de un animal en ayunas o un
animal comido; el etanol tiende a inhibir la lipolisis estimulada por el Dib AMPc,
mientras que el acetaldehido estimula la lipélisis mediada por el mismo Dib AMPC.
Los siguientes experimentos se realizaron con animales ayunados, con base en dos
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heéhos: no hay cambio en ia respuesta por el ayuno de 16 h o la alimentacién ad
I/’bl"tum‘y'los experimentos previos se efectuaron en ratas ayunadas.

En el bebedor de etanol coinciden los niveles sanguineos altos de etanol y
acetaldehido, por lo que el ultimo experimento de esta serie se realizd adicionando
etanol y acetaldehido a los adipocitos estimulados con el nucleétido ciclico. Las
concentraciones seleccionadas de etanol y acetaldehido fueron 50 mM y 50 uM
respectivamente, con las cuales se obtuvieron efectos claramente opuestos sobre la
lipdlisis desencadenada por el AMPc. En los resultados de la Fig. 19, se aprecia que
el efecto inhibitorio del etanol sobre la lipolisis predomina sobre el efecto estimulante
del acetaldehido. Los resultados no son de extrafar, puesto que en el medio de
incubacion se dispone de 1000 veces mas etanol que acetaldehido.

En el esquema general de esta tesis y del trabajo realizado en el laboratorio era
de particular interés definir si las acciones del etanol, acetaldehido y etanol +
acetaldehido sobre la lipolisis promovida por el Dib-AMPc pudieran modificar el
efecto inhibitorio de los NSAID actuando sobre el mismo indicador metabdlico, la
lipdlisis estimulada por el Dib-AMPc. Por consiguiente se exploré la accion
combinada de cada uno de los cuatro NSAID elegidos junto con etanol (50 mM), o
acetaldehido (50 nM), o etanol + acetaldehido (50 mM + 50 uM) al actuar sobre la
lipdlisis estimulada por Dib-AMPc en adipocitos de ratas con 16 h de ayuno. La
accidn inhibitoria de cada uno de los cuatro NSAID sobre la lipdlisis mediada por Dib-
AMPc se sumoé al efecto inhibitorio del etano! (50 mM) por lo que se registrd una
actividad lipolitica de apenas un tercio en comparacion con la cifra basal (Fig. 20). De
manera analoga, la accion estimulante del acetaldehido sobre la lipdlisis en
respuesta al Dib-AMPc se sumo algebraicamente a la accion inhibitoria de los NSAID
sobre el mismo indicador, por lo que se contrarrestaron ambos efectos v la resultante
fue una actividad lipolitica similar a la obtenida en los experimentos control tratados
exclusivamente con el Dib-AMPc (Fig. 21). Los ultimos resultados de esta serie se
presentan en la Fig. 22. Cada uno de los cuatro NSAID en estudio se mezclaron con
etanol (50 mM) mas acetaldehido (50 uM) y se cuantificé la lipdlisis activada con
dosis crecientes de Dib-AMPc. En dicha figura se muestra que la accion inhibitoria
sobre la lipdlisis registrada previamente con la mezcla de etanol y acetaldehido fue
madas marcada con los cuatro NSAID utilizados en este estudio. O sea, que los anti-
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Fig. 15. Efecto de diferentes concentraciones de etanol sobre la liberacion de glicerol
estimulada con concentraciones crecientes de dibutiril AMPc en adipocitos aislados
de ratas ayunadas 16 h. Las condiciones de la incubacion son 30 minutos a 37° C.
Control sin etanol (®), etanol 12.5 mM (¥), etanol 25 mM (m), etanol 50 mM (¢) y
etanol 100 mM (a). Cada valor representa el promedio + ee de seis ensayos para el
control y de tres ensayos individuales en los adipocitos incubados con etanol. * p <
0.05 al comparar glicerol liberado de células incubadas sin etanol vs incubadas con
etanol.
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Fig. 16, Efecto de diferentes concentraciones de etanol sobre la liberacién de glicero!
estimulada con concentraciones crecientes de dibutiril AMPc en adipocitos aislados
de ratas alimentadas. Las condiciones de la incubacién son 30 minutos a 37° C.
Control sin etanol (®), etanol*12.5 mM (v¥), etanol 25 mM (m), etanol 50 mM (¢) y
etanol 100 mM (a). Cada valor representa el promedio + ee de seis ensayos para el
control y de tres ensayos individuales en los adipocitos incubados con etanol. * p <
0.05 al comparar glicerol liberado de células incubadas sin etano! vs incubadas con
etanol.
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Fig. 17. Efecto de diferentes concentraciones de acetaldehido sobre la liberacién de
glicero! estimulada con concentraciones crecientes de dibutirii AMPc en adipocitos
aislados de ratas ayunadas 16 h. Las condiciones de la incubacién son 30 minutos a
37° C. Control sin acetaldehido (e), acetaldehido 12.5 uM (v), acetaldehido 25 uM
(w), acetaldehido 50 uM (#) y acetaldehido 100 uM (a). Cada valor representa el
promedio + ee de seis ensayos para el control y de tres ensayos individuales en los
adipocitos incubados con acetaldehido. * p < 0.05 al comparar glicerol liberado de
células incubadas sin acetaldehido vs incubadas con acetaldehido.
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Fig. 18. Efecto de diferentes concentraciones de acetaldehido sobre !a liberacién de
glicerol estimulada con concentraciones crecientes de dibutirii AMPc en adipocitos
aislados de ratas alimentadas. Las condiciones de la incubacién son 30 minutos a
37° C. Control sin acetaldehido (e), acetaldehido 12.5 uM (), acetaldehido 25 nM
(w), acetaldehido 50 uM (¢) y acetaldehido 100 uM (a). Cada valor representa el
promedio + ee de seis ensayos para el control y de tres ensayos individuales en los
adipocitos incubados con acetaldehido. * p < 0.05 al comparar glicerol liberado de
células incubadas sin acetaldehido vs incubadas con acetaldehido.
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. Tabla lll
RESUMEN CON LOS DATOS DE LA LITERATURA BIOMEDICA SOBRE LAS ACCIONES DEL ETANOL Y EL
ACETALDEHIDO SOBRE LA LIPOLISIS IN VITRO

Referencia - - - Estado nutritivo . Muestra estudiada -~ Lipdisis estudiada
BRI ’ Alirhentadp‘_l\)'lunado' Epididimo  Adipocitos "Basal’  Eslimuladacon ’
S S i . aislados .
Bizzi y Carison 1965 + + + 22x10°  126%
24h o+ + 2210 ninguno
Giudicelli et al., 1972 a 18h  + + . 10%a2x10% 130% 5x10°a2x10® 12202 350%
Giudicelli etal, 1972b  + + 510* 1 24%
i + + 10? © 1218%
+ . 5.9x10° 0P T 20%
f . E norepinefrina ) T : S
Giudicélli et al., 1978 EREE”Y D + 10°® norepinefrina 10" ninguno " .
S 24h + 10° Dib-AMPc 10" ninguno " RERR
24h. + 10* norepinefrina - .10%a10% . L dosis ;-
: : co e " dependiente’
24h + 10° Dib-AMPC 102 165%
Nilsson y Belfrage 1978  + + 1.8x10° 107 ninguno
norepinefrina
+ + 1.8x10° 10° no reproducible
norepinefrina

El resumen incluye la informacién publicada desde 1965 hasta agosto del 2002. La lipdlisis fue medida por [a liberacién de glicerol. En todos los casos el cojinete del
epididimo o los adipocitos se obtuvieron de la rata
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Fig.19. Efecto de la adicion de etanol 50 mM y acetaldehido 50 uM o de ambos
sobre la liberacion de glicerol en adipocitos aislados de rata ayunadas, estimulados
con diferentes concentraciones de dibutiril AMPc. Las condiciones de incubacién de
las células son 30 minutos a 37° C. Control sin etanol y sin acetaldehido (e), etanol
50 mM (¥), acetaldehido 50 uM (m) y etanol 50 mM- acetaldehido 50 uM (e). Los
valores representan el promedio + ee de seis ensayos para el control y de tres
ensayos individuales en los adipocitos incubados con etanol y/o acetaldehido, * p <
0.05 al comparar glicerol liberado de células incubadas sin etanol y/o acetaldehido vs
células con etanol y/o acetaldehido.
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Fig. 20. Efecto de los NSAID sobre la liberacion de glicerol en adipocitos aislados de
rata, con 16 h de ayuno, estimulados con diferentes concentraciones de dibutiril
AMPc y etanol 50 mM. Control sin etanol y sin NSAID (e), con etanol y sin NSAID
(v), etanol mas NSAID (empleado a la concentracion de 3 x 10° M en todos los
casos en que se adiciond) (m) y NSAID solo (#), panel del a al d, representan
aspirina, naproxen, nimesulide y piroxicam respectivamente. Las condiciones de
incubacion y la significancia estadistica son iguales a las anotadas en las figuras
anteriores.
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Fig. 21. Efecto de los NSAID sobre la liberacion de glicero!l en adipocitos aislados de
rata, con 16 h de ayuno, estimulados con diferentes concentraciones de dibutiril
AMPc y acetaldehido 50 uM. Control sin acetaldehido y sin NSAID (e), con
acetaldehido y sin NSAID (), acetaldehido mas NSAID (en todos los casos en que
se adiciond fue a una concentracion de 3 x 10 M) (m) y NSAID solo (¢), panel del a
al d, representan aspirina, naproxen, nimesulide y piroxicam respectivamente. Las
condiciones de incubacion y la significancia estadistica son iguales a las anotadas en
las figuras anteriores.
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Fig. 22. Efecto de los NSAID sobre ia liberacion de glicerol en adipocitos aislados de
rata, con 16 h de ayuno, estimulados con diferentes concentraciones de dibutiril
AMPc y etanol 50 mM mas acetaldehido 50 OM. Control sin etanol y acetaldehido y
sin NSAID (e), con etanol y acetaldehido y sin NSAID (v), etanol y acetaldehido mas
NSAID (3 x 10° M) (m) y NSAID solo (#), panel del a al d, representan aspirina,
naproxen, nimesulide y piroxicam respectivamente. Las condiciones de incubacién y
la significancia estadistica son iguales a las anotadas en las figuras anteriores.
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inflamatorios inhiben la lip’i‘Sinsis'en adipocitos bafiados con concentraciones de etanol
y acetaldehido similares a las recuperadas en individuos intoxicados con etanol.

Participacién del H.O2 mediando los efectos del Dib-AMPc¢ y los NSAID

La parte final de este trabajo se refiere a la posible accién de los NSAID
modulando los niveles celulares del H20; en los adipocitos. Se enfocé el proyecto en
este sentido porque existen datos de la literatura en los cuales se evidencia que un
exceso del Hy0; inhibe tanto ia lipdlisis estimulada por hormonas o por analogos del
AMPc, como la actividad de la proteina quinasa A (Beebe et al., 1985). Por lo tanto,
se considerd fundamental estudiar la posible formacién del agua oxigenada en el
proceso de la lipdlisis, por un lado estimulada con el Dib-AMPc, y por el otro inhibida
por medio de los NSAID. La curva dosis-respuesta lipolitica al peréxido de hidrégeno,
medida como liberacién de glicerol producido por los adipocitos estimulados con Dib-
AMPc (1x10° M) muestra una relacién directa entre la inhibicion de la respuesta
lipolitica y las concentraciones elevadas del perdxido de hidrogeno (Fig. 23). Por esta
razén en los experimentos iniciales se empleé una concentracién final alta de agua
oxigenada, pero semejante a la reportada en la literatura por otros autores (Gaudiot
et al, 2000) para este tipo de estudios, y que es 1mM, desde luego esta
concentracion es mas alta que la fisioldgica, aunque se demuestra
experimentalmente que una vez mezclada con la solucién Krebs Ringer albimina,
parte del agua oxigenada se une a la proteina y la concentracién aparente desciende
a 750 uM (Fig. 24). Al agregar esa concentracién de agua oxigenada a una curva
dosis respuesta para el Dib-AMPc se observa que la liberacion de glicerol se inhibe
en 60% aproximadamente, a las concentraciones 1 x 10™ hasta 1 x 102 M de Dib-
AMPc (Fig. 25). Mas aun, la adicién de catalasa aumenta la lipolisis estimulada con
Dib-AMPc a todas las concentraciones del nucledtido usadas. Ademas, la lipdlisis
sobreestimulada en estas condiciones, no se inhibe por la adicién de ninguno de los
cuatro NSAID ensayados (Fig. 26), tal como si se observa cuando la lipdlisis es
estimulada solamente con el nucledtido ciclico.
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Fig. 23. Curva dosis-respuesta lipolitica al peréxido de hidrégeno, medida como
liberacion de glicerol resultante de la incubacién de adipocitos con una concentracién
fija de Dib-AMPc (1x10M) y variables de H0,. Cada punto representa el promedio

de 3 experimentos + ee.
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Fig. 24. Curva estandar de peréxido de hidrégeno disuelta en un amortiguador de
Krebs-Ringer sin albumina (e) (n = 3) y con albimina (¥v) (n = 12). Cada punto
representa el promedio  ee.
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Fig. 25. Efecto del peroxido de hidrogeno (1 mM) sobre la lipdlisis en adipocitos
aislados de rata incubados 30 min con concentraciones crecientes de Dib-AMPc sin
peréxido de hidrogeno (@) y con peroxido de hidrogeno (v). Cada punto representa
el promedio de 3 ensayos * ee.
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Fig. 26. Efecto de la catalasa sobre la lipdlisis en adipocitos aislados de ratas con 16
h de ayuno, estimulada con Dib-AMPc en ausencia o presencia de NSAID a la
concentracion de 3 x 10°® M durante 30 min. Control sin catalasa y sin NSAID. Curva
dosis respuesta al Dib-AMPc sin catalasa y sin NSAID (e). Con 1000 pU de catalasa
adicionadas (v), mas aspirina (a), mas naproxen (¢), mas nimesulide (4), mas
piroxicam (e ). Cada punto representa seis ensayos individuales sin NSAID y tres
ensayos con catalasa con o sin NSAID. * Significancia estadistica como en figuras
anteriores, comparando la curva sin y con catalasa.
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Fig. 27. Generacion de peréxido de hidrégeno durante la estimulacién de la I|p6||sns
con por Dib-AMPc 1x10° M en adipocitos aislados de rata ayunada, en ausencia de
NSAID (), y en presencia de NSAID 3x10°® M, aspirina (v), naproxen (m),
nimesulide (#), piroxicam (A ). Cada punto representa el promedio de 3 ensayos * ee

p< 0.05 al comparar los valores en ausencia de anti-inflamatorio vs en presencia de
alguin NSAID
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La siguiente etapa consistié en cuantificar la concentracién de H,02 durante la
estimulacién de la lipdlisis con el analogo del AMPc en el medio, con ese objeto se
realizé un curso temporal para una concentracién fija de Dib-AMPc igual a 103M. Se
observa que los niveles de agua oxigenada son bajos en todos los tiempos
estudiados, excepto a los 30 min, en donde es practicamente nula. Al agregar los
NSAID aspirina o piroxicam (3 x 10°M) la produccién de agua oxigenada se estimula,
en sélo 10 min de incubacién, en 4 a 5 veces (Fig. 27). Después de los 15 min la
produccion de HzO2 desclende.

También se estudiaron a los 10 min de incubacion las modificaciones en la poza
de H;02 en funcién de las concentraciones de Dib-AMPc¢ anadidas a los adipocitos.
Si bien los valores de la poza de H20; son bajos, no superan las 140 nmolas/g p h, el
perfil de la curva es poco usual, las cifras suben a concentraciones del nucleétido de
10'% y 10 M, para disminuir cuando dichas concentraciones ascienden a 10°% y 1072
M (Fig. 28).

Los experimentos realizados después fueron incubados por 10 min y se registré
la poza de H202 en funcién de la dosis de cada uno de los 4 NSAID seleccionados,
‘en ausencia-y en presencia de una concentracion de Dib-AMPc de 10° M,
seleccionada por ofrecer una muy buena respuesta lipolitica y un pobre aumento en
la poza de HO; (Fig. 29). Las curvas obtenidas fueron muy similares para los 4
NSAID; en ausencia de! Dib-AMPc la maxima poza de H;O; fue cercana a la 1100
nmolas/g p. h. (cifra mas alta 1,400 n molas/g p. h. con naproxen) alcanzada con una
concentracion de anti-inflamatorio de 10 M (Fig. 29), excepto para el piroxicam que
fue de 102 M (Fig. 32). En dicho sistema, la adicién de Dib-AMPc disminuye a cifras
cercanas a 300 n molas/ g p h la poza de H20;3, y la produccién maxima se obtuvo
con 10 M del nucledtido ciclico y 107 M de cualquiera de los anti-inflamatorios (Figs.
29-32).
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Fig. 28. Formacién de peroxido de hidrégeno por adipocitos aislados de rata
incubados con concentraciones crecientes de dibutiril AMPc. El tiempo de incubacion
fue de 10 minutos a 37° C. Cada punto representa el promedio de 7 ensayos + ee.
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Fig. 29. Formacion de peréxido de hidrégeno por adipocitos aislados de rata
incubados por 10 min con concentraciones crecientes de aspirina, en ausencia (@) y
en presencia (v) de dibutirii AMPc 1x10 M. Cada punto representa el promedio de
tres determinaciones individuales + ee * p < 0.05 se consideré estadisticamente
significativa al comparar las determinaciones que se hicieron en presencia de dibutiril
AMPc vs ausencia de dibutiril AMPc.
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Fig. 30. Formaciéon de perdxido de hidrégeno por adipocitos aislados de rata
incubados por 10 min con concentraciones crecientes de naproxen, en ausencia (®)
y en presencia (¥ )de dibutiril AMPc 1x10° M. Cada punto representa el promedio de
tres determinaciones individuales + ee * p < 0.05 se considerd estadisticamente

significativa al comparar las determinaciones que se hicieron en presencia de dibutiril
AMPc vs ausencia de dibutiril AMPc.
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Fig. 31. Formacién de peréxido de hidrégeno por adipocitos aislados de rata
incubados por 10 min con concentraciones crecientes de nimesulide, en ausencia (®)
y en presencia (v)de dibutiril AMPc 1x10"? M. Cada punto representa el promedio de
tres determinaciones individuales + ee * p < 0.05 se consideré estadisticamente

significativa al comparar las determinaciones que se hicieron en presencia de dibutiril
AMPc vs ausencia de dibutiril AMPc.
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Fig. 32. Formacién de perdxido de hidrégeno por adipocitos aislados de rata
incubados por 10 min con concentraciones crecientes de piroxicam, en ausencia (®)
y en presencia (¥)de dibutiril AMPc 1x10™ M. Cada punto representa el promedio de
tres determinaciones individuales + ee * p < 0.05 se considerd estadisticamente
significativa al comparar las determinaciones que se hicieron en presencia de dibutiril
AMPc vs ausencia de dibutiril AMPc.
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Estos experimentos confirman la participacién del H,O; en la regulacién del
proceso lipolitico en adipocitos aislados y plantean la posibilidad de que los NSAID
inhiban la lipolisis al elevar la poza de H,O,, mientras que el Dib-AMPc activa a la
lipdlisis lo cual coincide con una poza mas baja de H;O3, lo anterior es cierto cuando
menos en el caso del peréxido formado con la participacion de los NSAID (Figs. 27 y
28).

Estos experimentos presentan una clara evidencia de que en los adipocitos
incubados con NSAID se forma una cantidad suficiente de agua oxigenada para
actuar como inhibidor de la lipdlisis, y que el Dib-AMPc es capéz de revertir
parcialmente esta situacion, al disminuir notablemente la concentracién de agua
oxigenada y sélo permitir una inhibicion limitada de la lipdlisis.

Por ultimo, se ha pretendido en este trabajo establecer una relacién entre la
presencia de etanol en el medio de incubacion de los adipocitos estimulados con Dib-
AMPc y la produccion de H;O,. Para ello se incubaron los adipocitos con una
cantidad fija de Dib-AMPc en el medio igual a 1x10°M y con concentraciones
crecientes de etanol, que van de 12.5 mM hasta 100 mM, con objeto de medir si se
formaba peroxido de hidrégeno durante la inhibicibn de la respuesta lipolitica
producida por el etanol (Fig. 16). En las condiciones del ensayo no fue posible
detectar la presencia de perdxido de hidrégeno en el medio de incubacién a ninguna
de las concentraciones de etanol empleadas. En otra serie de experimentos, en los
que se adiciona acetaldehido en lugar de etanol en el medio de incubacién de los
adipocitos a concentraciones que van de 12.5 uM a 100 uM, la determinacion de
peréxido de hidrégeno no arrojé valores detectables por el método empleado. Cabe
mencionar que en ninguna de estas dos series de experimentos (etanol y
acetaldehido) estuvieron presentes los NSAID y que gl acetaldehido por si solo
estimula la respuesta lipolitica del Dib-AMPc (Fig. 17).
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DISCUSION

En la discusién de esta tesis se pretende analizar de manera integral los datos
obtenidos en el laboratorio a mi cargo y que se refieren a la capacidad de los NSAID
para modificar los efectos metabdlicos y téxicos consecuentes a una intoxicaciéon
aguda con etanol. Por lo tanto, esta discusién incluye los datos publicados en los
articulos seflalados como antecedentes, y parte de la tesis es mostrar la continuidad
del trabajo para transitar, desde el aspecto fenomenoldgico en el animal Integro,
hacia los cambios moleculares que permitan explicar los efectos reportados
inicialmente.

Entre la lista de acciones desencadenadas por una intoxicaciéon aguda con
etanol, se escogieron para el estudio inicial en el modelo de rata a tres indicadores
hepaticos y uno sanguineo, a saber: el contenido de TAG, la poza de TBARS y la
poza glutation total, asi como el nivel de etanol en sangre. Las cifras de TBARS y la
poza de glutation son indicadores de un proceso bioldgico identificado como estrés
oxidativo. Se conoce que el etanol eleva los niveles de TBARS (Kalish y Di Luzio,
1966) y disminuye las cifras de glutation, particularmente el reducido (Videla et al.,
1980). Con objeto de modificar la respuesta lipolitica a la intoxicacion alcohdlica
aguda se seleccionaron cuatro anti-inflamatorios no esteroideos que tuvieran
diferencias en su vida media farmacolégica util, piroxicam 40 horas vs aspirina 4 h
(Insel, 1990) o en la ciclooxigenasa, que inhibieran la isoforma 1 como la aspifina a
dosis bajas y no selectivas como el piroxicam, naproxen; o bien selectivas para
inhibir a la COX-2, como el nimesulide (Frélich, 1997).

Los resultados iniciales fueron de enorme interés, los cuatro NSAID ensayados
disminuyeron los efectos que el etanol, a dosis de 5 g/kg de peso, ocasiond en el
higado: aumento en la poza de TAG, aumento en el contenido de TBARS vy
disminucion del glutation total (Zentella de Pifa et al,, 1992 y 1993). Ademas, con
algunos de los NSAID se observé una tendencia a disminuir los valores de etanol en
sangre.

Para tratar de explicar la accion de los NSAID en el higado se usaron
hepatocitos aislados y se incubaron en presencia de piroxicam (Saldafa-Balmori ef
al., 1996 y Riveros-Rosas ef al., 1999); el anti-inflamatorio con el que previamente se
habfa demostrado un restablecimiento en los niveles de GSH hepatico, los cuales
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son abatidos por la intoxicacion etilica (Zentella de Pifa et al, 1994). Ademas, el
piroxicam es el anti-inflamatorio que baja los niveles de etanol en sangre a la mitad,
en comparacion con los animales que reciben la misma dosis de etanol en ausencia
del NSAID (Zentella de Pifa et al., 1992). Los resultados de los trabajos de Saldafia-
Balmori et al., (1996) y de Riveros-Rosas et al., (1999) son de primordial relevancia
para avanzar en el mecanismo de accion de los NSAID al revertir las acciones del
etanol. Por un lado se encontrd que el piroxicam activa la oxidacién de substratos
oxidables, por otro lado, antagoniza las respuestas metabdlicas promovidas por la
epinefrina en los hepatocitos aislados y ademas disminuye el nivel de substancias
reactivas al acido tiobarbitirico. A lo largo de la discusién se revisan estos tres
aspectos.

La accién del piroxicam al activar la oxidacién de diferentes sustratos entre ellos
al etanol, puede ser la base molecular que explique la importante disminucién del
etanol en sangre que se observa en particular con este anti-inflamatorio. Los
resultados independientes reportados por Moreno-Sanchez et al., (1999) confirman y
apoyan nuestros hallazgos, un grupo de NSAID, entre los que se encuentra el
piroxicam, al ser afiadidos a mitocondrias aisladas de higado de rata, estimularon la
respiracion basal, desacoplaron la fosforilacién oxidativa, inhibieron la sintesis de
ATP y colapsaron el potencial de membrana. Desde un punto de vista practico es de
interés que un anti-inflamatorio disminuya la concentracién de etanol de manera tan
importante y que lo haga elevando su oxidacion hepatica, ya que es precisamente la
velocidad de oxidacidon hepatica del propio etanol, el factor limitante para su
desaparicion en sangre. El poder bajar los niveles sanguineos de etanol puede
disminuir sus efectos en el sistema nervioso central e incluso para evitar la muerte en
los individuos severamente intoxicados.

El antagonismo registrado a nivel del hepatocito aislado entre las acciones de la
epinefrina y el piroxicam permiten razonar que podria existir un antagonismo similar,
a nivel del adipocito, entre los agonistas adrenérgicos y los NSAID. Este
antagonismo seria muy relevante al aplicar dosis altas de etanol, suficientes para
desencadenar una respuesta adrenérgica (Anton, 1965).

Sin embargo, en el hepatocito aislado incubado en presencia de etanol el
piroxicam disminuye la lipoperoxidacion, medida como poza de substancias reactivas
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al acido tiobarbiturico (Saldara-Balmori et al., 1996). Por consiguiente, en el resto de
la discusion se revisan los efectos de los NSAID oponiéndose a los efectos del etanol
en dos estirpes celulares: en el adipocito y en el hepatocito. El trabajo experimental
versa sobre las acciones de los anti-inflamatorios en el adipocito aislado; las cuales
repercuten sobre lo que sucede en el hepatocito, por lo que, se incluyen nuestros
resultados previos obtenidos en hepatocitos aislados y en el animal integro, junto con
los datos de la literatura, para proponer un esquema conjunto o integrado de los
efectos opuestos del etanol y los NSAID.

Participacion de los NSAID en el tejido adiposo

El etanol puede afectar la lipdlisis en el tejido adiposo por dos rutas, mismas
que se analizan de manera directa o a través de su accion estimulatoria sobre los
niveles de catecolaminas.

Los datos que apoyan la consideracion anterior los proporciona el trabajo de
Horning et al., (1960), quienes observaron que al administrar agonistas f
adrenérgicos se estimula la lipdlisis. Este hecho estd aunado a la observacion de
Anton (1965) sobre la descarga adrenérgica importante que ocurre al administrar
dosis altas de etanol (§ a 7 g de etanol por kilogramo de peso).- En relacién a la
participacidn de los NSAID como inhibidores de la lipdlisis estimulada, uno de los
primeros trabajos es el Stone (Stone et al.,, 1969). El autor estimula la lipdlisis en el
adipocito aislado de rata con varias hormonas, y ya estimulada, la inhibe con la sal
sédica del acido salicilico, principal producto metabdlico de la aspirina. El autor
propone como posible explicacion que el acido salicilico puede inhibir la activacién de
la lipasa que hidroliza a los triglicéridos, via AMPc, o bien directamente al sistema
enzimatico de la lipasa.

Las observaciones anotadas practicamente permanecen sin cambio por varios
afios. Sin embargo, Vik-Mo y Mjosole (1978) retoman el estudio y miden acidos
grasos y glicerol liberados de tejido adiposo subcutaneo canino y concluye que la re-
esterificacion total de acidos grasos no cambia de manera importante pero la
cantidad de acidos grasos re-esterificados, relativos a la cantidad de acidos grasos
liberados, aumenté significativamente en los que recibieron la infusién de salicilato de
sodio, aun sin estimular la lipdlisis. Los resultados son mas evidentes cuando
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estimulan la lipélisis con un agonista adrenérgico: la isoprenalina. Se puede concluir
que el salicilato de sodio reduce la liberacién de acidos grasos de tejido adiposo
mediante un efecto combinado sobre la re-esterificacion y la lipdlisis.

Efectivamente, se demuestra que la accién estimulatoria de la epinefrina sobre
la lipdlisis en adipocitos aislados de rata disminuye cuando se agrega cualquiera de
los cuatro NSAID estudiados: aspirina, naproxen, numesulide o piroxicam, a
concentraciones inclusive por abajo del rango farmacoldgico reportado. Esta
inhibicion debe agregarse a la lista creciente de efectos biolégicos inhibidos por los
NSAID, que bien se sabe no tienen conexién aparente con la activacion de la
ciclooxigenasa, reportada hasta ahora como el principal mecanismo de accién para
estos farmacos (Vane, 1971).

Para explicar el mecanismo por el cual los NSAID inhiben la lipdlisis estimulada
por hormonas se estudio si a nivel de los receptores membranales, estos farmacos
pudieron crear alguna interferencia. La falta absoluta de efecto de los diferentes
NSAID sobre la unidn del radioligando [H®] dihidroalprenolol a los receptores de
epinefrina de las membranas celulares hepaticas (Tabla Il), indican que los NSAID
interfieren con la via lipolitica hormona-estimulada en un nivel posterior. Para
encontrar el probable sitio afectado, se disefiaron experimentos en los cuales se
estimuld [a lipdlisis directamente con un analogo del AMPc, el dibutirii AMPc, y se
observo que los NSAID interfieren en la via adrenérgica ya sea a nivel de la proteina
cinasa A dependiente de AMPc, o bien en la cadena de amplificacion resultante (Fig.
34).

La accion antilipolitica de los NSAID permite relacionarlos con hormonas y con
otros agentes que tienen en comun ejercer el mencionado efecto antilipolitico en
adipocitos. Cabe anotar, en primer lugar a la insulina, cuyo efecto ha sido
relacionado con la produccién de agua oxigenada, la cual mimetiza en buena parte la
accion de la insulina, de los agentes sulfhidrilos: el ditiotreitol y el p-
cloromenbenzoato (Mukherjee et al., 1978). Otros autores (Muchmore et al., 1982)
postulan que el agua oxigenada es la mediadora de la accion antilipolitica de la
insulina y que existe una relaciéon inversa entre el agua oxigenada y la lipdlisis.
Incluso en una publicacion reciente (Gaudiot et al., 2000) se demuestra que el agua
oxigenada inhibe la actividad de la proteina cinasa A en adipocitos, por lo que parece
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muy probable que los NSAID inhiban la lipdlisis mediante una disminucién en la
actividad de la proteina cinasa A mediada por el H;O,. El conocimiento de estos
hallazgos permitio el planteamiento de ensayos conducentes a valorar el pape! de los
NSAID en el metabolismo peroxidativo, midiendo directamente la produccién de agua
oxigenada durante la estimulacién de la lipdlisis con dosis crecientes de AMPc, en
presencia y ausencia de los agentes inflamatorios motivo de este estudio. En primer
lugar se observa que la adicion de agua oxigenada a concentracién 1 mM (que viene
a ser 750 uM segtin curva patron realizado en una solucién Ringer Krebs-albtimina,
ya que la albamina fija parte de la H,0, adicionada), inhibe la liberacién de glicerol
medido como Indice de lipdlisis estimulada con AMPc (Fig. 23). En este sistema, la
sola adiciéon de catalasa evita la inhibicion de la lipdlisis observada con los NSAID
(Fig. 25). Un apoyo importante en este esquema es el hecho de que la adicién de
cualquiera de los cuatro NSAID eleva la producciéon de agua oxigenada (Figs. 29 a
32). Cabe comentar que, si bien el pico maximo de produccidon de agua oxigenada
ocurre en los primeros 10 min y la maxima inhibicién de la lipolisis por NSAID fue
medida a los 30 min, no se invalida la relacién directa que existe entre la
concentracion de NSAID y la produccién de agua oxigenada.

A continuacion se plantean posibilidades sobre el origen y significado del
aumento en H20, promovido por los NSAID en los adipacitos aislados. El origen mas
probable de! H>0; en los adipocitos es la activacion de una NADPH (NADH) oxidasa,
probablemente de la membrana celular del tipo de la descrita y caracterizada por
Krieger-Brauer, regulable por hormonas y citocinas (Kriger-Brauer et al., 2000).

Tal vez de mayor relevancia sea el significado en el aumento del H20; por los
NSAID. Dos comentarios al respecto. Se ha descrito que los NSAID tienen un efecto
hipoglucemiante del tipo de la insulina (Carison y Ostman, 1961). Ambos, insulina y
NSAID producen H;O, y el H,O, mimetiza los efectos de la insulina (Czech et al.,
1974). Parece obvio que la similitud de acciones de ambos compuestos dependan
precisamente del HO., que generan. Por otra parte, el efecto molecular mas
conocido de los NSAID es su accion inhibitoria sobre las ciclooxigenasas lo que le
valié a su descubridor (Vane 1971) el haber recibido el Premio Nobel. Actualmente
se sabe que perdxidos del tipo del H,O, son cofactores esenciales para la reaccion
catalizada por la ciclooxigenasa y asi son potentes estimulos para la produccién
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tisular de prostaglandinas (Wolin y Mohazzab, 1997). Se abre la posibilidad de que la
inhibicién de los NSAID sobre ia ciclooxigenasa no sea directa sino mediada por una
elevacion celular de la poza de H,0;. Respecto a las nuevas acciones que han sido
reportadas para los NSAID (Zentella de Pifa et al., 2000) se abre la posibilidad de
que el mediador de los numerosos efectos descritos sea al menos en algunos casos,
el agua oxigenada.

En concreto: los NSAID al inhibir Ia lipdlisis estimulada por epinefrina impiden el
arribo de cantidades importantes de acidos grasos no esterificados al higado, una de
las acciones toxicas del etanol a través de su estimulacién adrenérgica (comparese
Fig. 33 con Fig. 34).

Relevancia del aporte de 4cidos grasos en el estrés oxidativo hepético causado por
el etanol

Existen varios reportes de diferentes grupos de investigadores en los cuales se
hace aparente la contribucién sobresaliente de los acidos grasos que recibe el
higado para conformar el cuadro completo de patologla hepatica consecuente a una
intoxicacion con etanol, si bien, en ocasiones, el modelo es de intoxicacién crénica.
Desde luego, los datos experimentales presentados en esta tesis apuntan en el
mismo sentido, en este caso, a una intoxicacion aguda.

La proporcion de grasa en la dieta recomendada para la rata no rebasa el 10%
del total de calorias (Rocha-Hernandez, 1996). Los experimentos en los cuales se
trata de obtener madificaciones moleculares de patologia hepatica incluyen el
siguiente disefio: 6 a 8 semanas de duracién y dieta diaria de tipo normoproteico, con
37% de calorias totales en forma de etanol y 37% de calorias totales en forma de
grasa (French et al, 1986); Nanji 1989; Kono et al., 2000b y Nanji et al., 2001). Si el
contenido de grasa disminuye, también disminuyen las lesiones hepaticas (French et
al., 1986) y por otra parte el tipo de grasa proporcionada en la dieta es fundamental
para definir las modificaciones moleculares de patologla hepatica. Cuando los acidos
grasos de la dieta son insaturados las lesiones hepaticas son mayores en
comparacion con los casos en los que se prepararon las dietas con acidos grasos de
cadena media y saturados (Kono et al., 2000b). Incluso, en otros experimentos se
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Fig. 33. Resumen de los sitios del metabolismo afectados por la ingesta aguda de
etanol que se revisan en esta tesis.
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Fig. 34. Sitios de accién de los NSAID sobre el metabolismo afectado por la ingesta

aguda de etanol que se revisan en esta tesis.
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;descnbe que las lesiones hepaticas llegan a ser reversnbles si se sustituyen en Ia
- dieta a los acidos grasos de cadena media y saturados, no obstante que se continde
" la administracion cotidiana de etanol (Nanji et al., 2001).
; ¥ - El experimento resumido en la Fig. 10 es muy ilustrativo. Los &cidos grasos
v' inyectados subcutaneamente se movilizan hacia el higado en funcién directa a la
_: i, cantidad de triacilglicéridos inyectados, e independiente de la participacién de
'-:Vhormonas u otros sistemas de regulacién (Terrazos-Luch et al.,, 1997). En tales
" “condiciones se obtuvo una altfsima correlacién directa entre la cantidad de aceite de
j“vmalz colocado subcutaneamente, y el nivel de peroxidacion de lipidos medido en el
;_“higba,do (Fig. 10, tomada de Terrazos-Luch et al., 1997). O sea, el higado en
”:’&oh‘d'ickiones fisiologicas recibe un aporte definido de acidos grasos y manifiesta

. “'niveles bajos de lipoperoxidacion, cuando ese higado es forzado a recibir un exceso
‘ de 4cidos grasos, una fraccion de ellos son lipoperoxidados de manera proporcional
" a la cantidad extra de acidos grasos recibidos y de acuerdo con su grado de
“insaturacion.
Una parte de los resultados experimentales de esta tesis demuestran la
inhibicion de la lipdlisis en los adipocitos mediada por los NSAID; lipdlisis que a su
vez es promovida por el etanol a través de la liberacion de catecolaminas; el efecto
se mantiene /n vitro en presencia de concentraciones de acetaldehido y etanol en el
intervalo de concentraciones presentes en la sangre, y presumiblemente en los
tejidos, de animales intoxicados con concentraciones de etano! similares a las
empleadas en esta tesis (Caballero-Cruz, 1998). Los NSAID, administrados en
animales intoxicados con altas dosis de etanol, simultaneamente a producir una
inhibicion de la lipdlisis en los adipocitos, disminuyen la poza hepatica de TAG
(Zentella de Pifa et al., 1993) por lo que una de las grandes conclusiones de esta
tesis es que esa disminucion en la poza hepatica de TAG obedece a la inhibicién de
la lipolisis, precisamente cuando dicha lipdlisis es el resultado de una estimulacion
por epinefrina (Anton, 1965). Continuando con la linea de pensamiento planteada en
esta seccidn, la menor cantidad de acidos grasos recibida por el higado de las ratas
tratadas con etanol y uno de los NSAID, es una de las causas importantes por la cual
es menor la poza de TBARS en esos higados (Zentella de Pifia et al.,, 1993).
Ademas, puede anadirse que al disminuir la poza de TBARS por los NSAID, a pesar
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de las altas dosis de etanol empleadas para lograr la intoxicacion, no sucede la
reaccién en cadena promovida por la lipoperoxidacion, existen menos radicales libres
y no se invierte o gasta tanto GSH con la finalidad de mantener las células hepaticas
con bajos niveles de estrés oxidativo, tal como sucede en los animales intoxicados
con etanol pero en ausencia de NSAID (Videla et al, 1980). As! se observa que
cuando menos el piroxicam impide que disminuyan los niveles de GSH hepatico en
ratas intoxicadas con etanol (Zentella de Pina et al., 1994).

Acciones opuesta del etanol y los NSAID en el hepatocito

En los animales intoxicados con etanol, la administraciéon de cuando menos uno
de los NSAID, el piroxicam, ademas de afectar la distribucion y la lipoperoxidacion de
los acidos grasos, tal como se detallé en el parrafo anterior, también tiene un efecto
sobre los hepatocitos, segln se concluye de los trabajos de Saldafia-Balmori ef al., -
(1996), en donde se reporta que el piroxicam modifica los efectos de! etanol medibles
en hepatocitos aislados. Este es el topico que se revisa a continuacién y que desde
luego se suma a lo ya dicho en cuanto a la redistribucion de acidos grasos, si
ademas del etanol se administra un NSAID.

En el trabajo de Kono et al., (2000a) se resume la secuencia de eventos que
ocurren para lograr lo que se ha llamado las “lesiones hepaticas tempranas
promovidas por el etanol”. En esa secuencia, el etanol administrado crénicamente
por via oral modifica la permeabilidad de las células intestinales y asi se introducen
endotoxinas del tubo digestivo con lo que se activan las células de Kupffer las cuales
responden de manera simular a lo que ocurre en el proceso inflamatorio, que no
puede olvidarse de acuerdo con el disefio experimental (brevemente resumido en la
introduccion), se encuentra inmerso en altas concentraciones de etanol y de acidos
grasos (35.5% y 37% de las calorias totales, respectivamente). En ese conjunto de
condiciones las células de Kupffer liberan NF-kB y TNF-a asi como especies de
oxigeno reactivas en forma de radical superoxido. Es significativo el hecho de que el
O,* ~ generado en exceso proviene de la estimulacién en la actividad de la NADPH
oxidasa de las propias células de Kupffer (Kono et al., 2000a). En el modelo aqui
resumido es determinante la participacion de las células de Kupffer, al grado de que
la inactivacion de dichas células con GdCls previene las siguientes acciones del
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‘etanol en el hlgado lesién hepatica (Adechi et al,, 1994), hlpoma (Arteel et al 1996)
y formacion de radicales libres (Knecht et al., 1995).

Continuando con el modelo, se establece que ambos factores y el 02"~ llegan al
hepatocito, en donde se esta oxidando activamente el etanol, y en donde favorecen
el mantenimiento de un estado de estrés oxidativo mayor, a medida que el mismo
hepatocito esté recibiendo mayor proporcion de acidos grasos con insaturaciones.

Los NSAID pueden contrarrestar el estrés oxidativo propiciado por el etanol
actuando a diferentes niveles y la suma de las acciones pueden corresponder a la
disminucién de las TBARS, observado en hepatocitos aislados e incubados con
etanol y piroxicam (Saldafa-Balmori ef al., 1996), asi como al restablecimiento de los
niveles de GSH cuando a la intoxicacién con etanol se afade el tratamiento con el
mismo piroxicam (Zentella de Pifia ef al., 1994).

Como atrapadores de radicales libres los NSAID pueden abatir directamente la
poza de O;° ~ ocasionada por el etanol, asi se ha demostrado para los salicilatos
(Sagone y Husney, 1987) y para el piroxicam (Castrejon et al., 1996 y 1997) en
sistemas completamente libres de células.
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CONCLUSIONES
La accién de los NSAID en cuando menos tres tipos de estirpes celulares

contribuyen simultaneamente y coordinadamente para revertir algunos efectos de la

intoxicacion aguda con etanol (5 g/kg p c). Los NSAID:

1.  Disminuyen los niveles de etanol en sangre al promover la oxidacion hepatica
del propio etanol mediante un desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa.

2. Inhiben en los adipocitos la lipdlisis mediada por la epinefrina, liberada a
consecuencia de la elevada carga de etanol. La inhibicién de la lipolisis
disminuye la recepcién de acidos grasos en el higado, con lo que a pesar de la
presencia de etanol, limita el crecimiento en la poza de triacilglicéridos en el
higado, lo cual abate la formacién de substancias reactivas al &cido
tiobarbiturico asi como el consumo elevado de glutation.

3. Disminuyen la presencia de substancias del oxigeno reactivas, generadas en
las células de Kupffer al ser activadas por la presencia de etanol. De esta otra
manera se restringe la formacion de substancias reactivas al acido tiobarbitarico
en la glandula hepatica en general.

Por todas las acciones de los NSAID, resumidas en los tres incisos anteriores,
se concluye que son los medicamentos de eleccion para revertir las acciones toxicas
agudas de elevadas dosis de etanol.

El etanol y los NSAID son las drogas (en estricto sentido farmacoldgico) mas
consumidas por los humanos. En esta tesis ademas de que se aportan nuevos
conocimientos de interaccion entre ambos xenobidticos, se profundiza sobre el
mecanismo de accion de los NSAID. Los datos del trabajo amplian la informacién
disponible al respecto y sobre el probable empleo simultdneoc de ambos en la
intoxicacion aguda con etanol y el uso farmacolégico de NSAID. Sin embargo, el uso
crénico de ambos compuestos podria ofrecer un cuadro diferente en el cual
participan otros tejidos y otros sistemas regulatorios tales como el control de la
expresion genética. Considero importante acrecentar el conocimiento de la
interaccion entre etanol y NSAID para lograr entender mejor las ventajas y riesgos
del empleo de los NSAID en los pacientes alcohdlicos.
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PROSPECTIVA

Como sucede con frecuencia al ampliar los horizontes p6r medio de la
investigacion cientifica, es mucho mas lo que falta por hacer que lo ya realizado.

En el aspecto molecular, la elevacién en la poza de peréxido de hidrégeno por
accion de los NSAID merece un estudio detallado. Pareciera conveniente revisar la
actividad de la NADPH oxidasa de membrana de adipocitos, la cual en experimentos
recientes parece ser el sistema importante que define la velocidad de sintesis del
peréxido de hidrégeno. Queda por definir también el significado biologico del
aumento de perdxido de hidrégeno tanto en el adipocito como en otros tipos
celulares. Por lo pronto, el H;O2 inhibe la proteina cinasa A purificada a partir de
corazon de bovino (Fig. P-1). Incluso seria conveniente aclarar la participacion del
perdxido de hidrégeno en la regulacién de la actividad de las ciclooxigenasas, la
etapa metabdlica considerada desde hace mas de 30 afios como la clave para
entender la accién farmacolégica de la aspirina y todas las “aspirin-like drugs”.

Por otra parte, resulta atractivo el analisis de la accién de los NSAID sobre la
actividad de la protein cinasa A, la enzima que resulta activada por la presencia del
AMPc, e inhibida probablemente por el H20; tal como se menciona en las lineas
anteriores, y que es la que cataliza con el concurso del ATP la fosforilacion de un
buen numero de enzimas, las cuales al ser fosforiladas pueden ser activadas, o por
el contrario, inactivadas, dependiendo del tipo de reaccion que cataliza y del tejido
donde se ubican. Los experimentos preliminares realizados nos muestran una
inhibicion de la protein cinasa A, con dosis ligeramente superiores a las
farmacoldgicas, con los 4 NSAID escogidos (Fig. P-2). Una inhibicién de la enzima
en cuestion por los NSAID tendria enorme repercusién en la regulacién metabdlica
de las células afectadas.

En el 4rea clinica resulta muy atractivo el proponer un estudio para evaluar la
eficacia de los anti-inflamatorios con objeto de revertir, desde el punto de vista clinico
y del comportamiento humano, las acciones de una intoxicacién aguda con etanol.
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1. INTRODUCTION

Piroxicam, a non-steroidal anti-inflammatory drug
(NSAID), administered in rats simultancously with
CCl,, partially prevented the increases in serum ac-
tivities of two aminotransferases, maintained liver lipo-
peroxidation and triacylglycerides (TAG) contents at
normal values, and attenuated the liver morphological
changes caused by the hepatotoxic compound [1]. For
these reasons we searched for the pututive uaction of
piroxicam preventing the biochemical alterations
produced in the whole unimal by an extremely common
hepitotoxic compound: ethanol.

2. MATERIALS AND METHODS

Male Wistar rats (200-225 g) were fasted 16 h before treatiment ind
divided into four groups: control, receiving isocaloric ambunts of
glucose (as 0% w/v solution) with regard to the doses of cthanol and
equivalent amounts of piroxicam vehicle solution; ethanol, receiving
3 or 5 g of ethanol/kg body weight (as 30% solution) and equivalent
amounts of piroxicam vehicle solution; piroxicam, seceiving isocaloric
amounts of glucose and piroxicam 10 mg/kg body weight (as 7.5 mp/m!
in a 25% glycerolwater solution v/v). and cthanol plus piroxicam,
receiving ethanol 3 or § g/kg and piroxicam 10 mg/kg body weighl. The
administered compounds were given by orogastric via (OGV) unless
indicated. In most of the experiments rats were killed by
tion, blood was collected in EDTA and liver samples were
taken to evaluate TAG, protein and malondialdehyde (MDA). TAG

Abbreviations: NSAID, non-steroidal anti-inflammatory drug; MDA,
dehyde; TAG, triacylglycerides; OGV, orogastric via; 1PV,
intraperitoneal via.
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were determined by the method described by Gottfried et al. [2] di-
rectly in liver homogenates prepared in double distilled water (1:9,
wiv), MDA was qu.muncd hy the barbituric acid method [3), modified
as d by Hernd Mufioz ct al. [4]. Protein was deter-
mined by the Bradford colorimetric mclhud (5]. Blood cthanol was
assayed essentially by the method of Bernt and Guttman [6). Hema-
tocrit was measured with standard clinical laboratory technigues.

In some experiments rats were sacrificed 2 h after treatment,
stomichs were excit and weighed, the content of cach stomach was
carefully recovered with the aid of saline solution in order to measure
ethanol L.lslnc content. In another rn.-ﬁ of experiments, rats were

intained afier in individs bolic cages and urine

wis collected to determine ethanol concentration.

Reagents were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Loun, MO).
hanol analytical grade was 1 from Baker. L analy-
Sis wits pg‘rrnnncd using ﬂmdcnl's 1-test,

3. RESULTS

The well known increase in liver TAG content
produced by ethanol was nearly blocked by piroxicam,
whereas the NSAID alone exhibited non-significant
alteration in these TAG (Fig. 1).

Glucose or piroxicam did not change MDA levels
used here as an index of hepatic lipoperoxidation,
cthanol treatment showed a significant increase of
MDA content between 8 and 12 h after intoxication,
being maximal at 8 h; piroxicam produced a statistically
significant diminution of MDA values reached with
cthanol alone (IFig. 2).

Since alcohol oxidation is required to augment the
lipoperoxidation index in liver [7]) and since piroxicam
treatment avoids the increase in MDA promoted by
ethyl alcohol (Figs. | and 2), an inhibition in ethanol
oxidation and a consequent risc in its blood levels due
to piroxicam administration could be expected. Never-
theless, in rats intoxicated with ethanol by OGV, the
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[JeLucose ETHANOL
GLUCOSE + EE ETHANOL +
PIRGXICAM

PIROXICAM

TRACYLGLYCERIDES (mg/img prof)

q 8 12 16
HOURS AFTER ETHANOL TREATMENT

Fig. 1. Effect of plroxlcam on eth 1} ) lipid

in liver. Levels of TAG in the liver uf rats at different times after

treatment. The dose of ethanol was 5 g/kg of body weight by OGV.

Piroxicam was administered consecutively to glucose or ethanol and

by the same route. Range of individual assays (1) from 4 to 15; P

values comparing ethanol group vs ethanol + piroxicam group; *# <
0.001, **P < 0.0 and ***/ < 0.05.

curve of blood ethanol as a function of its administra-
tion was lowered with piroxicam, either used by OGV
or intraperitoneal via (IPV) (Fig. 3). This action of piro-
xicam was also observed when ethyl alcohol, 3 g/kg, was
provided by 1PV (data not shown).

Ethanol content in the stomuchs of rats recciving 5 g
of ethanol per kg of body weight by OGV 2 h before was
4.62 + 1.14 mmol/g of stomach (n=4), when ethanol was
given alone, and it was 6.22 £ 1,51 (#=4) when ethanol
was supplemented with piroxicam; the difference was
without statistical significance (£ < 0.2). Similarly, the
treatment with piroxicam produced no difference in the
amount of ethanol eliminated by urine from rats treated

FEBS LETTERS

February 1992

with 3 g of ethanol per kg of body weight by IPV; i.e.
6 nmol/h and 5 nmol/h with and without piroxicam,
respectively, Furthermore, the hematocrit value was the
same in both groups of animals,

4. DISCUSSION

Administration of the NSAID impaired the hepatic
increase in TAG content and in MDA generation
promoted by ethanol treatment (Figs. 1 and 2). These
‘protective’ actions of piroxicam toward alcohol in-
toxication coincided temporarily with its capacity to
decreuse blood ethanol levels (Fig. 3), which cannot be
attributed to a delay in alcohol absorption from the
gastrointestinal tube since the effect was present in
animals receiving the toxic compound by 1PV, and pir-
oxicam did not modify the rate of absorption of ethanol
by the stomach. In addition, the NSAID neither stimu-
lated the elimination of ethanol by the kidney, nor orig-
inated hemodilution. Therefore, it appears that pirox-
icam caused an increase in ethanol oxidation probably
due to an induction in the synthesis of nonspecific
oxidases, as has been reported, for example, with barbi-
turates [8]. The activation in ethanol disappearance
caused by piroxicam contrasted with the reported effect
of aspirin, the prototype of NSAIDs, decreasing the
activity of gastric alcoholic dehydrogenase in human
subjects and in rat models at low ethanol doses [9].

DiLuzio and Stege clearly showed that peroxidative
lipid degradation products formed after cthanol con-
sumption were markedly reduced when ethano! metab-
olism was blocked by pyrazole, which diminishes acetal-
dehyde formation, and were augmented by disulfiram,
an inhibitor that promotes acctaldehyde accumulation
[7). Thus, the increase in ethanol oxidation promoted by
piroxicam should be accompanied by a similar or higher
increase in acetaldehyde oxidation (there is a report on
the induction of cytoplasmic aldehyde dehydrogenase
by drugs [8)) in order to discourage a rise in lipoper-
oxidation and in turn in MDA levels.

Some consequences of a piroxicam-mediated lower
blood ethanol level might include the diminution of liver

ETHANOL +

PIROXICAM PIROXICAM

MDA (n moles/mg pratein)

HOURS AFTER ETHANOL TREATMENT

Fig. 2. Effect of piroxi on cthanol liver peroxi

Levels of MDA in the liver of rats at different times afler receiving the treatment

mdlcnled in the figure, Other mdlcauons as in Fig. 1. n from 3 10 7. *P < 0.001 comparing ethanol vs, cthanol plus peroxicam.
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40

{ 1 moles/ml)

20

BLOOD ETHANOL

4 .8 l2 [
HOURS AFTER ETHANOL TREATMENT

Fig. 3. Role of piroxicum on time course cthanol levels in blood. All
animals received 5 g/kg cthanol by OGV plus: (A—A), 0.1 ml saline
by OGV; (a-~—a), 0.1 m1 20 mg/ml piroxicam by OGV; and 20 mg/ml
piroxicam by [PV, (¥—¥). For 2 h #n=8, and n=5 in other data. Other
indications as in Fig, 1. Vatues of 7 are reported comparing results
ol ethanol vs. ethano! + piroxicam at cach of the different times:
0.001, 8 hOGV, 2 hand 10 h IPV; <001, 6 hand § W IPV; P <
0.05, 2and 4 h OGV, 12h 1PV,

TAG content (Fig. 1), a minor cellular transformation
to hydroxycthyl free radical (10,11} and therefore no
activation of lipoperoxidation, and also the reported
decrease in the duration of hypnosis [12]. Finally, the
action of piroxicam limitating lipoperoxidation and
MDA production (Fig. 2) might also be related to the
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reported action of NSAIDs to scavenge, or to mhlbu,
the generation of free radicals [13,14].
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Nonsteroidal Antiinflammatory Drugs Lower Ethanol-
Mediated Liver Increase in Lipids and Thiobarbituric Acid
Reactive Substances
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ITUATIONS WHICH augment oxidant exposure, or
compromise antioxidant capacity, arc commonly re-
ferred to as oxidative stress.! Oxidative stress has long been
known to cause lipid peroxidation (LP)' and increased LP
in vivo after acute ethunol intoxication was reported more
than 25 years ago.’ On these bascs, ethanol can be included
in the list of xenobiotics capable of producing oxidative
stress. Morcover, assessment of oxidative stress is compli-
cated by the lack of a universal oxidant stress product or
marker.® Colorimetric assay, thiobarbituric acid (TBA) for
maiondialdchyde (MDA), and other substances, is prob-
ably the most widely used single test for measuring LP.?
Pretreatment with antioxidants was shown to be effec-
tive against ethanol-induced LP.? Interestingly, this pre-
treatment was effective also in preventing ethanol-induced
fatty liver.® However, it is not apparent why a nonsteroidal
antiinflammatory drug (NSAID), piroxicam, inhibits he-
patic increase of TBA reactive substances (TBARS) and
triacylglycerols (TAGs) measured after the acute intoxi-
cation of rats with ethanol.® Furthermore, in the intoxi-
cated animals, piroxicam produced a decrease in the levels
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of blood ethanol in comparison with control ones.* The
purpose of this work is to learn whether different NSAIDs
share with piroxicam the action of preventing the increase
in TAGs and TBARS, caused by ethanol intoxication.
These experiments could be important duc to the wide-
spread clinical use of NSAIDs.”

METHODS

Male Wistar rats (200-225 g) were fed ad libitum with a commercial
diet (Nulncubos from Punnn, Mexico). The conlcm of minerals and
vitamins in the diet was g 10 the prod
The animals were fasted 24 hr before treatment, but free access to \\mer
was permitted. Rats were divided into four groups and treated as follow:
glucose, receiving gavage glucose 37.5 keal/kg body weight {as a 40%
w/v sotution) plus a corresponding amount of NSAID vehicle; ethanol,
receiving gavage ethanol 37.5 keal/kg body weight (as a 30% solution)
plus equivalent amounts of the NSAID vehicle;, glucose plus a NSAID,
receiving gavage glucose as in the cunlml group and one oflhe folluvnng
NSAIDs: acctylsalicylic acid (ASA), di or
at the doses indicated below; and e lhannlnlm a Ab 41D, receiving gavage
cthanol as in the ethanol groups and one of the listed NSAIDs at the
doses described in the following paragraphs. Each one of the NSAIDs,
dissolved in NaCl (0.9%). was given orogastrically immediately after
glucose or cthanol solutions. Doses of NSAIDs used were as follows:
acetylsalicylic acid as aspirin (commercial presentation from Bayer) 56
mg/kg body weight, approximately onc-half of the daily doses quoted by
Insel’ for patients with acute rheumatic fever: in a different model, 56
mg of ASA/kg is as efTective as 10 mg/kg body weight piroxicam,® which
was the dose used to inhibit the ethanol-mediated increase of TBARS
and TAG liver content.* In expetiments elapsing more than 8 hr, a
second identical dose of ASA was given 8 hr after the first administration,
because the elimination half-life for ASA might be shorter than | hr.”
Dipyrone {Neo-melubrina from Hoechst), 43 mg/kg body weight, and
naproxen (Naxen from Syntex), 7 mg/kg body weight, were used at
cqun.xlcn( duses to those suggested for their use in humans (ref, 10 for

and ref. 7 for ). Due 1o the high therapeutic index of
nimesulide (Mesulide from Lakeside) lethal doseso/eflective dosey; =
260, it was used at the doses of 30 mg/kg body weight, which is five
times higher than the dose recommended for human use."

Rats were killed by decapitation 4, 8, and 12 hr after treatment. Blood
samples were collected in EDTA for ethanol determination and liver
homogenates prepared in double distilled water for protein, TBARS, and
TAGSs determinati TAGs were d with heptane and hydro-
Iyzed with KOH as described by Gollfned and Ruscnbcrs" gl)c:ml wns
then oxidized with periodate and the
with acelyl.lce(onc to form a yellow deh denivative,
colorimetrically.”” TBARS was determined by minor modifications to
(hc TBA original method': the liver homogenate was passed through a

"

159, Mexico, 04510, D.F.
Copyright @ 1993 by The Research Society on Alcoholism.

1228

loth and a 0.2 ml aliquot incubated with 1.0 ml of 0.15 M
phosphate buffer (pH 7.0) for 30 min at 37°C, 1.5 ml acetic acid (20%)
(pH 2.5), and 1.5 ml TBA (0.8%) were then added. The mixture was

Alcohol Clin Exp Res. Vol 17, No 6, 1993: pp 1228-1232
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NSAIDS LOWER ETHANOL-MEDIATED LIVER INCREASE

then placed in boiling water for 45 min, the cold tubes with 1 mi KCl
(2%) and $ ml butanolipyridine (15:1) were mixed vigorously, and
absorbance of the organic layer was measured at 532 nm. The liver
homogenate aliquot was substituted by the phosphate buffer or by known
amounts of TBA reactive substances in the phosphate bufTer in the blank
tube and in the calibration curve, respectively. When the NSAIDs were
tested for their capability 10 intetfere with the color development (i.e.,
nclmg as free radical during the incubation step), they were
ded at the final i indi d below, in the 0.2 ml
homogenate, phosphate bufler or the known amounts of TBA reactive
No were made to aie the interference
of color di by the liver bolites originated from
the NSAIDs uscd. Rcsul!s are reported as MDA concentrations required
to develop an equivalent color 1o the one developed by the TBARS from
the liver.,

Three different concentrations of NSAIDs were used in the TBARS
test, and they were selected on the following basis. The first concentration
was prepared assuming that the daoses of cach one of the administered
NSAIDs is uniformly distributed in the total body water of the animal;
the concentration of the NSAIDs was: 0.08 mg/ml for ASA, 0.06 mg/ml
for dipyrone, 0.01 mg/ml for naproaen, and 0.042 mg/mi for nimesulide.
A sccond comparative concentration $-fold hu;her was prepared. A third

ion was cond| d by liver ion, which diluted the
tissue sample by a factor of 7; thut way, the fina! concentration in the
homogenated became 11.4 pg/ml for ASA, B.5 ug/mi for dipyrone, 1.4
ug/ml for naproxen, und 6.0 ug/ml l‘or mmuuhdc

Protein was by ic method." For the
blood cthanot determination the h method of Bernt
and Gutmann,** using alcohol dchydrogcnasc. was used. For statistical
analysis Student's ¢ tests were performed, and p values calculated and
included in the corresponding figure,

RESWL.TS

Identical standard curves with known amounts of
TBARS were obtained when each 1 of the 4 NSAIDs was
added at the three sclected concentrations described in
“Methods.” With one single exception, dipyrone, the other
three NSAIDs at the three indicated concentrations did
not modify the TBARS test when they were included in
the homogenate of rat liver treated with glucose or with
ethanol, or when the colorimetric assay was performed
with or without the 30 min incubation at 37°C (sec “Meth-
ods™). Dipyrone lowered the development of color from
TBARS in the liver extract of rats treated with glucose or
ethanol in 55% when the NSAID was added in vitro at a
concentration of 0.3 mg/m|, which is more than five times
higher than the calculated concentration of dipyrone in
the total body water and 35 times higher than the calcu-
lated concentration in the homogenate where the assay
for TBARS was made. These results were obtained
whether or not the test was incubated at 37°C for 30 min.
In short, under the conditions described herein, the in
vitro presence of NSAIDs, at the concentrations presum-
ably present in the homogenates, do not interfere with the
development of color for TBARS and therefore can be
considered an indication of LP in vivo.

One glucose- and one ethanol-treated rat were included
in each experiment. Because four NSAIDs were tested, at
the end of the experimental period, data from near 20 rats
from cither the glucose or ethanol groups were available
in each one of the sclected times (4, 8, or 12 hr). For this
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reason each value in the glucose- or in the ethanol-treated
group within the four figures included corresponds to ~20
determinations of bloed ethanol, TBARS, and TAGs liver
content.

‘The doses of ethanol used in this work produced an
increase in hepatic content of TAGs and TBARS, which
was clearly evident 4 hr after the intoxication and was
quantitatively more important when the action of ethanol
clapsed for 8 or 12 hr (Fig. 1).

Aspirin, in one single dose or after a second administra-
tion 8 hr later, has minor cffects on the hepatic content of
TAGs and TBARS from control rats treated with glucose;
this NSAID produced a diminution of the TAG and
TBARS values reached with ethanol alone (Fig. 1). Dim-
inution in TBARS was statistically significant 8 hr follow-
ing the first ASA administration, but a sccond dose of
ASA was used to keep the TBARS values below the ones
found with ¢thanol alone. Another effect of this drug,
either after one or two administrations, was to lower at 8
hr the concentration of blood ethanol (Fig. 1).

Although dipyrone produced some changes in the liver
values of TAGs and TBARS of rats receiving glucose, the
important action of this compound was to promote a
significant decrease in the liver content of TAGs and
TBARS in cthanol-intoxicated rats (Fig. 2). Dipyrone
treatment for 4 or 8 hr resulted in a statistically significant
increase in the concentration of blood cthanol (Fig. 2).
Naproxen was effective in lowering the values of TAGs
and TBARS in the liver of rats treated with ethanol (Fig.
3). This NSAID also promoted minor actions in the
glucose-treated rats (Fig. 3) and lowered blood ethanol 4
hr afler treatment (Fig. 3).

In regard to the hepatic values of TAG and MDA
recovered from rats receiving glucose or ethanol, nimesu-
lide exhibited similar actions as the other NSAIDs studied
herein (i.e., no changes in the control rats and significant
decreases in the values from ethanol-intoxicated rats) (Fig.
4). Nimesulide produced minor modifications on the con-
centration of blood ethanol (Fig. 4).

DISCUSSION

All animals reccived the same diet. The fasting periods
were comparable among the different experimental
groups; therefore, the influence of minerals and vitamins
from the dict on LP'? was maintained constant in the trial,
and in this way is most probably unrelated to the actions
described for the NSAIDs.

It is documented that the TBARS test lacks specificity
and requires numerous controls'; nevertheless, it is the
most widely used single test for measuring LP.* Within
the controlled experimental conditions described in this
study, the quantified TBARS appear to represent a reliable
indication of LP in vivo. That the four NSAIDs tested
effectively decrease the LP stimulated by ethanol might
be strengthened by the fact that they also diminished the
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liver increase in TAG content, equally promoted by an
acute ethanol intoxication. In a similar way, treatment
with antioxidants also controls ethanol-induced LP and
fauty liver.>® Furthermore, the described actions of the
presently studied compounds are shared by piroxicam,®
another member of the NSAIDs family, thus giving a
positive answer to the question depicted in the introduc-
tion to this study.

Because quite different doscs of the NSAIDs were used
herein, a strict comparison on the relative potency of these
drugs reversing liver TBARS and TAG increases is not
reliable. Thus a more detailed study is required to correlate
the quantitative differences in the described actions of the
selected NSAIDs used with their reported pharmacoki-
netic properties, such as effective doses, measured blood
concentrations, and specific half-lives,

However, the action of the NSAIDs was distinctive
related to the level of blood ethanol. Inasmuch as aspirin
and naproxen lowered temporarily the concentration of
ethanol in blood, nimesulide was without effect, but di-
pyrone increased its concentration. In a previous work it
has been shown that piroxicam was effective in consist-
ently decreasing the level of blood ethanol.®

The rather high doses of NSAIDs used in this work and
in a previous one® do not minimize their remarkable
similar actions on reverting TBARS and TAG increases
in the liver as effects of ethanol intoxication. At this stage
of the experimental work, a possible mechanism of these
NSAID:s actions is only speculative. The anti-LP effect of
the NSAIDs described hercin might be related to the well-
established action of these drugs on the cyclooxygenase
inhibition,’ but a more direct activity of the NSAIDs
working as free radical scavengers has been described for
some of them,'*?° and this possible mechanism cannot be
ruled out.

It might be concluded then that the NSAIDs used
contribute to the control of the oxidative stress and the
TAG accumulation observed in the liver and promoted
by the acute intoxication with ethanol, the most exten-
sively toxic compound consumed by humans,?'??
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Summary

The effect of piroxicam, a nonsteroidal anti-inflammatory drug, on
blood ethanol and on triacylglycerols, malondialdehyde and glutathione
levels in liver of fed rats acutely intoxicated with ethanol was studied. As
previously reported for fasted rats, piroxicam in fed rats decreases the
concentration of ethanol in blood and inhibits the hepatic increase of
triacylglycerols and malondialdehyde consequent to ethanol administration.
In addition, the hepatic depletion of reduced and reduced plus oxidized
glutathione observed 8 and 12h after gavage of ethanol was reversed when
piroxicam was administered simultaneously with ethanol. The importance
of the finding is discussed in light of the paramount participation of
glutathione during the cellutar oxidative stress.

Key Words: piroxicam, cthanol, alcohol intoxication, nonsteroidal anti-inflammatory drugs, glutathione

Acute ethanol intoxication produces, in the liver cells, a typical situation
commonly referred to as oxidative stress (1); in this case characterized by an increase
in lipid peroxidation (LP) (2,3}, in which maximum enhancement coincides with a
depletion in the pool of reduced glutathione {(GSH) (4-6). GSH is a physiological free
radical quencher with ability to protect cells against the deleterious effects of reactive
oxygen intermediates and free radicals (7). On the other side, it seems convenient to
keep in mind that the most widely used single test for measuring LP, consecutive to
an excess in the pool of cellular free radicals (8), is the thiobarbituric acid assay for
malondialdehyde (MDA) and related reactive substances (TBARS) (9).

Since piroxicam, a nonsteroidal anti-inflammatory drug, partially prevents the
liver increase of triacylglycerols (TAG) and TBARS resulting from the acute intoxication
of fasted rats with ethanol (10), the idea of this paper was to extend this observation
to fed rats and, most importantly, to study the action of piroxicam on an antioxidant
cellular system, such as the hepatic pool of GSH, and GSH plus oxidized glutathione
(GSH + GSSG).
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Materials_and Methods

Male Wistar rats (150 - 200 g) fed ad libitum with a standard Purina Chow,
waere allotted into four groups: glucose, receiving isocaloric amounts of glucose {(as
40% w/v solution) with regard to the dose of ethanol and equivalent amounts of
piroxicam vehicle solution; ethanol, receiving 5 g of ethanol/kg body weight (as 30%
solution) and equivalent amounts of piroxicam vehicle solution; glucose + piroxicam,
receiving isocaloric amounts of glucose and piroxicam 10 mg/kg body weight (as 7.5
mg/ml in a 25% glycerol/water solution v/v), and ethanol + piroxicam, receiving
ethano! 5 g/kg and piroxicam 10 mg/kg body weight. The administered compounds
waere given by orogastric via. In order to avoid diurnal variations that could influence
the interpretation of the data the animals were systematically sacrificed at 5 P.M.,
complete treatment was finished 8 or 12 h before. Rats were allowed free access to
food and water after given glucose or ethanol, with or without piroxicam.

Rats were lightly anaesthetized with ethyl ether and subjected to an incision in
the abdomen to expose the organs. Two pleces of liver were taken out, blood washed
and immediately introduced in liquid N, within the next 24 h one was used to measure
oxidized glutathione (GSSG) and the other one to measure GSH + GSSG. A sample
of blood was quickly withdrawn by heart punction and placed in ice cold 0.33 N
perchloric acid to quantify ethanol by the spectrophotometric technique of Bernt and
Gutmann {11). The remaining liver was then pulled out and homogenated in ice cold
bidistilled water {1:9 w/v) to assay TAG, TBARS and protein. TAG were datermined
by the method described by Gottfried and Rosenberg (12). Lipid peroxidation was
quantified by the TBARS method as carefully detailed by Zentella de Pifia gt al. (13).
The extinction coefficient of MDA 1.56 x 10° cm™ M (14) was used and the obtained
value is considered as the TBARS content. Protein was determined as described by
Bradford (15) by using bovine albumin as standard. In order to measure GSH + GSSG,
one of the samples maintained in liquid N, was weighed and homogenized in 1.6 mi
ice cold | M perchloric acid in 2 mM EDTA, the mixture was centrifuged at 5000 g for
10 min at 4°C and the supernatant was adjusted in the range of pH 5§ - 7, at 4°C,
with a solution containing 2 M KOH and 0.3 M N-morpholinopropanesulfonic acid. The
sample was centrifuged again and GSH + GSSG was quantified immediately in an
aliquot of the supernatant following method | detailed by Akerboom and Sies (16).
GSSG was measured in the other liver sample maintained in liquid N,, and was
weighed and homogenizedin 1.6 ml of a solution containing 1 M perchloric acid, 2 mM
EDTA and 50 mM N-ethylmaleimide. The mixture was centrifuged at 4°C and the
supernatant was brought to pH 6.0, at 4°C with 2 M KOH plus 0.3 M N-
maoarpholinopropanesulfonic acid, the precipitate was eliminated by centrifugation and,
in the supernatant, the excess of N-ethylmaleimide was removed by extraction with
diethy! ether and the remaining ether was eliminated under reduced pressure {16). An
aliquot of 0.5 ml from these washed samples was used to assay GSSG by the method
IV described by Akerboom and Sies (16). For either GSSG or GSH + GSSG, the
calculation was based on the standard curves prepared for each individual experiment;
the content of GSH was calculated by the difference of both previous values.

The following reagents were from Sigma Chemical Co., St Louis, Mo. USA:
§,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid); nicotinamide adenine dinucleotide phosphate,
reduced form; glutathione reductase Type IV (from bakers yeast); glutathione oxidized
disodium salt; ethylenediamine-tetra-acetic acid (EDTA) disodium salt; trizma
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base;2-thiobarbituric acid; potassium chloride; sodium m-arsenite; potassium
hydroxide; N-ethylmaleimide; N-morpholino propanesulfonic acid. Piroxicam solutions
were prepared from commercial presentations (Feldene, from Pfizer).

Other reagents were analytical grade from Merck-México.
es! i il

The well known ethanol mediated increase in liver TAG content was blocked by
piroxicam treatment for 8 h (Fig. 1). In a similar way, the values of TBARS were
lowered in 8 h to the values found in control animals by simultaneocus administration
of the nonsteroidal anti-inflammatory drug (Fig. 2). Piroxicam treatment also produced
a statistically significant diminution in the concentration of blood ethanol measured
8 h (ethanol + saline 40.16 + 3.26 gmoles of ethanol/m| of blood, n= 4, vs ethanol
+ piroxicam 28.1 = 0.94 gymoles ethanol/ml of blood, n= 4, p < 0.01) and 12 h
{ethanol + saline 36.48 + 2.84 pmoles ethanol/m] of blood, n= 4, vs ethanol +
piroxicam 30.57 x 1.03 pmoles ethanol/ml of blood, n= 4, p < 0.04) after gavage
with the hepatotoxic compound. Therefore, the action of piroxicam reversing some
effects of acute ethanol intoxication is observed in fasted rats (10) as well as in fed
animals {Figs. 1 and 2). It is unclear whether piroxicam produces other effects directly
in the liver or indirectly by keeping blood ethanol concentrations low. Piroxicam
decreased ethanol blood levels, as we reported previously in similar experiments {(10),
and because blood ethanol levels decreased in the saline-treated group between 8 and
12 hours, but not in the piroxicam group. It seems that absorption might be delayed
in the latter group.

The results of hepatic glutathione levels recorded in ted rats subjected to
different treatments are included in Tables | and Il. In rats receiving glucose, treatment
with piroxicam for 8 to 12 h produced a decrease in the content of hepatic GSH and
GSSG, without statistical significance. Noticeably, aspirin, the classical nonsteroidal
anti-inflammatory drug, or sodium salicylate, depressed rat hepatic GSH from 60 to
70% of control levels in 4 h (17). Ethano! lowered the content of GSH and GSSG 8
and 12 h after the intoxication, the statistical significance for each case is included in
the footnotes of Tables | and ll. The decrease in GSH by acute ethanol intoxication is
widely documented (4-6). It is higher in fasted rats (6), but has been recorded also in
fed animals (4). The values reported for GSSG in rat liver are one order of magnitude
higher in some papers (6) as compared to the numbers included in Tables | and ll. This
very low amount of GSSG found in the samples considered in Tables 1 and Il is in
accord with other reports in which precaution against autooxidation wete taken (16,
18, 19). Conflicting results have been documented for the liver content of GSSG in
response to acute ethanol intoxication, either a 119% increase (6) or a 35% diminution
(20). The results of this paper show a decrease of 37 and 45% in hepatic GSSG
values 8 and 12 h, respectively, after ethanol gavage (Tables | and H). The most
interesting point in regard to glutathione is that in rats intoxicated with ethanol,
piroxicam treatment resulted in a statistically significant increase for the values of GSH
and GSSG recorded 8 and 12 h after the administration of the anti-inflammatory
compound (Tables | and ll). Thus, the deleterious effect of ethanol lowering the hepatic
pool of glutathione was reverted by piroxicam. Of importance to this work, piroxicam
administration enhances brain glutathione levels in the rat {21). The effaect of acute
ethanol intoxication on GSH turnover, utilizing a pulse of **S cysteine, indicates a

[+
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decreased synthesis of hepatic glutathione but a major increased loss of GSH from the
liver provoked by a fuge through the hepatic plasma membrane (20). The preferential
role of piroxicam reverting the actions of ethanol intoxication on hepatic glutathione

turnover deserves further study.

In this way, both indicators of hepatic molecular response due to acute ethanol
intoxication, such as an increase in TBARS and a diminution in GSH, were reverted by
piroxicam treatment. The results of this paper are of potential relevance for the
following facts: ethanol is the most extensively toxic compound consumed by humans
{22), glutathione is probably the more abundant metabolite with a paramount role as
an oxidant defense against oxidative stress (23), and the nonsteroidal anti-
inflammatory drugs register a wide-spread clinical use (24).

Glucose + Saline

*
0.06 |- Glucose + Piroxicam
Ethonol + Sallne

X3 Ethanol + Piroxicom

0.049

0.02

TRIACYLGLYCERIDES (mg/mg prot)

HOURS AFTER ETHANOL TREATMENT
FIG. 1

Effect of piroxicam on the content of hepatic triacylglycerols from fed
rats receiving, by orogastric via, isocaloric doses of glucose or ethanol,
equivalent to 5 g of ethanol/kg body weight. Piroxicam was administered
immediately after glucose or ethanol gavage. The data represent average =+
standard error (SE). Range of individual assays (n) from 4 to 6.

* p < 0.008 comparing glucose + saline vs ethano! + saline at 8 h.
** p < 0.006 comparing ethanol + saline vs ethanol + piroxicam at 8 h.
*** n < 0.001 comparing glucose + saline vs ethanol + saline at 12 h.

6




Val, 54, No. 19, 1994 Piroxicam Reverts Liver Ethano! Effects

TBARS (nmoles/mg prot )

1437
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* Glucose + Saline
XY Glucose+ Piroxicam
Ethanol + Saline
o9r "1 Ethanol+ Piroxicam
0.6
0.3
O 5
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HOURS AFTER ETHANOL TREATMENT

FIG. 2

Effect of piroxicam on the hepatic values of TBARS from fed rats
receiving, by orogastric via, isocaloric doses of glucose or ethanol,
equivalent to 5g of ethanol/kg body weight. Piroxicam was administered
immaediately after glucose or ethanol gavage. The data represent average

standard error (SE). Range of individual assays (n) from 5 to 6.

* p <0.001 comparing glucose + saline vs ethanol + saline at 8 h,or
comparing ethanol + saline vs ethanol -+ piroxicam at 8 h.
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: TABLE |
Effect of 8 h Piroxicam Treatment on the Pool Values of Hepatic Glutathione in Rats
_Treatment* = GSH GSSG - GSH + GSSG
- Glucose + Saline 4.59+0.35" 0.027 £ 0.002 4.62+0.35
{5) (5) {5}
Glucose + Piroxicam 3.61+£0.20 0.024 +:0.004 3.63+0.20
(4) 4) {4)
Ethanol + Saline 3.03+0.37° 0.017 £ 0.002° 3.05+0.37°
(5) (5) {5)
Ethanol -+ Piroxicam 4,13+0.12* 0.036 + 0.006' 4.17+0.11"
(4) (4) (4)
. Fed rats were gavaged with isocaloric doses of glucose or ethanol, equivalent to

5 g of ethanol/kg body weight. Piroxicam (10 mg/kg body weight) was
administered by orogastric via at the indicated groups and immediately after
glucose or ethanol.

b Data are in gmoles/g wet liver and correspond to the mean + SE with the

number of rats in parentheses.

Glucose + saline vs ethanol + saline p < 0.01.

Ethanol + saline vs ethanol + piroxicam p < 0.03.

Glucose + saline vs ethanol + saline p < 0.03.

Ethanol + saline vs ethanol + piroxicam p < 0.01.

Other comparisons without statistical significance.

-~ s oo

TABLE i
Effect of 12 h Piroxicam Treatment on the Pool Values of Hepatic Glutathione in Rats
Treatment GSH GSSG GSH + GSSG
Glucose + Saline 5.30+0.28 0.020+ 0.005 5.32+0.29
4) 4) (4)
Glucose + Piroxicam 4.12+0.45 0.013+0.001 4.13+0.45
(5} (5) {5)
Ethanol + Saline 3.48+0.37* 0.011+0.001 3.49+0.37*
(5) (5) (5)
Ethano! + Piroxicam 4.44+0.35 0.015 +0.001" 4.46 +0.35
(5) (5) (5)
. Glucose + saline vs ethanol + saline p < 0.007.
b Ethanol + saline vs ethano! + piroxicam p < 0.03.

Other indications as in Table |

\30
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Piroxicam Inhibits Epinephrine-Induced Stimulation of
Glycerol Production in Isolated Rat Adipocytes

LENKA PIMENTEL-VELAZQUEZ*, M. DOLORES RAMIREZ-GONZALES,
MARTHA ZENTELLA DE PINA & ENRIQUE PINA

Department of Biochemisiry, School of Medicine, National University of Mexico, México 04510, DF

Previous data from our laboratory [1,2] have shown
that several nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID-
s), a group of drugs extensively used in clinical medicine
[3]. partially prevent the ethanol-induced increase in fasted
rats of hepatic triacylglycerides and thiobarbituric acid-
reactive substances (TBARS), the latter measured as an
indicator of cellular oxidative stress [4]. In addition, it is
also known that the NSAID piroxicam consistently
produces a decrease in the levels of blood ethanol in
comparison to control animals [1].

The accumulation of triacylglycerides been attributed
to a stimulatory effect of ethanol on fatty acid biosynthesis
by the liver [5]. Another possibility is that the increase in
liver triacylglyceride content results from the mobilization
of fat depots. The aim of this work was to determine
whether piroxicam has an action on lipolysis in a simple
biological system such as the isolated rat adipocyte.

METHODS: Adipose tissue was obtained from epididymal fat pads of
male Wistar rats, body weight 200-240 g. Pad epididymes were
extracted from 3 rats, previously anesthetized with ether, and suspend-
ed in 2.3 ml of Krebs-Ringer bicarbonate butfer plus 1% albumin, phl
7.37. The tissue was cut and then incubated at 37°C for 60 min with
collagenase, type 1 (1 mghnl). After disaggregation, adipacytes were
washed and centrifuged three times. The supernatant was discarded.
Adipocytes were separated into six groups. Approximately 200 mg
of adipocytes for each assay were resuspended in 200 ul of buffer. The
first group was incubated in a final volume of 2 ml with different
concentrations of epinephrine (20 ul added to hnng, final concemrauon
to 104, 10%, 10% 107 and 10°® M) using Ringer. 3%

RESULTS: Figure | shows the dose-response curve for
epinephrine-stimulatedlipolysis. The maximum production
of glycerol, 150 umol/g wet weight of cells, occurred at
10* M epinephrine. The EDy, for epinephrine was 5x10*
M. Piroxicam also stimulates lipolysis in a dose-dependent
manner, with the maximum effect occurring at 10 M
(Fig. 2). At higher concentrations, decreased lipolysis is
seen.,
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I-Igurcl Effect of di ions of epinephrine on glycerol

release in isolated rat adipocytes. Admncylcs were incubated with:
dlﬂ'crcm concentrations of epinephrine (®); different concentrations of

albumin, ’I‘lu. second group was incubated with d

pinephrine in the of 107 M piroxicam (*): or different

of piroxicam (10, 10°%, 10°, 107 and 10* M), 'I‘hc lhird and fourth
groups were incubated with different concentrations of epineplirine (107
4,107, 10%, 107 and 10 %) combined with piroxicam at either 10° M or
107 M. A fifth group was incubated with different ions of

of epi ine in the presence of 10" M piroxicam (+).
The control group is marked as (0). All groups were incubated for 90
min at 37°C, Vertical bars indicate SEM fur four rats per group. 'p <
0. 05 compared with the control group, 'p < 0.05 compared to

piroxicam (104, 103, 10%, 107 and [0* M) and a constant concentra-
tion of epinephrine equal to 5x10°* M. The sixth group was incubated
as a control in buffer without epinephrine or piroxicam. All groups
were incubated at 37°C for 90 min. Giycerol release, a direct measure
of lipolysis. was measured as described by Baranowski using ATP
(0.15 M) and NAD+ (0.04 M) [6). All the reagents were from
SIGMA.

Analysis of variance was used for analysis of data. A difference
was considered significant when p < 0.05.

pinephrine alone.

Adipocytes were incubated in the presence of different
concentrations of epinephrine and a constant concentration
of piroxicam (10° M or 107 M) to test how lipolysis was
affected by the NSAID. When piroxicam concentration
was 10° M and epinephrine concentration was 10%® M
(Fig. 1), the levels of glycerol (95 umol/g wet weight)
were higher than when adipocytes were incubated only
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with epinephrine (64 upmol/g). At 107 M epinephrine,
glycerol production was also higher in the presence of
piroxicam (146 pmol/g; p < 0.05) when compared with
the values attained with epinephrine alone (117 umol/g).
Higher concentrations of epinephrine lead to a clear fall in
the levels of glycerol produced in the presence of 10° M
piroxicam.

On the other hand, when adipocytes where incubated
with 107 M piroxicam in the presence of different concen-
trations of epinephrine, an inhibition of lipolysis was
observed when compared with those cells that were
incubated only with epinephrine (p < 0.05), except for
the 10* M epinephrine concentration,

§
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smales glycerol/h per g of wet weight of celis
g

Figure 2, Effect of different of pil on gly
release in isolated rat adipocytes. The cells were incubated with:
different concentrations of piroxicam (®); and different concentrations
of piroxicam in the 1 of 5x10°* M cpinephrine (+). The control
group is marked as (0). All groups were incubated for 90 min at 37°C.
Vertical bars indicate SEM for five rats per group. 'p < 0.05
compared with the control group, ®p < 0.05 compared to piroxicam
alone.

Finally, when adipocytes were incubated with a
constant concentration of epinephrine equal to the ED,,
(5x10°* M), and different concentrations of piroxicam, the
levels of glycerol were superior to those found in adipoc-
ytes incubated with piroxicam alone (Fig. 2). The only
exception was for 10° M piroxicam, where the levels of
glycerol were 132 pmol/g, 145 pmol/g and 118 pumol/g
for cells incubated with epinephrine plus piroxicam,
epinephrine alone, and piroxicam alone, respectively.

32
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DISCUSSION: Our results show a dual effect of piroxic-
am: (i) alone (10® M), it can stimulate lipolysis; and (ii)
in the presence of high concentrations of epinephrine it
can inhibit lipolysis.

When cells are incubated with a constant concentration
of piroxicam (10* M) and different concentrations of
epinephrine, a clear dual effect of piroxicam is seen. At
107 M epinephrine, the levels of glycerol are significantly
above those of the control group (146 umol/g wet weight
and 81 umol/g, respectively, p < 0.05). On the other
hand, at 10* M epinephrine, the levels of glycerol are
significantly lower in the presence of piroxicam than seen
in the cells incubated only with epinephrine (63 umol/g
and 150 pmol/g, respectively, p < 0.05).

At first, these results suggested that the NSAID
inhibition of lipolysis occurs only in the presence of high
concentrations of epinephrine. But when the cells were
incubated with a constant 107 M piroxicam and different
concentrations of epineplirine, the levels of glycerol were
always ncar to those of the control group (Fig. 1). This
make us to conclude that the lipolytic inhibitory effect of
piroxicam not only depends of the epinephrine concentra-
tions but also of those of the NSAID.

Furthermore, when the adipocytes were incubated with
a constant 5x10®° M epinephrine with different concentra-
tions of piroxicam, the results do not show a lipolytic
inhibitory effect of the NSAID (Fig. 2); the levels of
glycerol were always higher than those of the control
group, and higher than those found for the cells incubated
only with 10® M epinephrine (116 umol/g for the group
with epinephrine, 5x10® M, and piroxicam, 10® M; 71
wumol/g for the control group; and 64 umol/g for the
group given only epinephrine, 10°* M, p < 0.05). The
last affirms that the effect of piroxicam depends of the
concentration of epinephrine.

Piroxicam inhibits the epinephrine-mediated lipolytic
effect. Further experiments are needed in order to know
if piroxicam interacts at the level of the adrenergic
receptor, the messenger, or if it has a direct action on the
hormone-dependent lipase.
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Abstract
Recent work has shown that several non-steroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs)
prevent free-radical mediated biochemical changes in rat liver after acute intoxication
with ethanol. The precisc mechanism by which these agents induce such effects is not
known. Thus, the influence of NSAIDs on hydroxyl and hydroxyethyl fre: radical
production in a Fenton type reaction system was tested in vitro using spin-trapping
techniques. The drugs chosen were considered as representatives 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 hydroxy] 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,
Meéxico. 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 indced a fact that supports the possibility of many more modes of action,
not yct described, for these agents (Abramson, Korchak er al, 1985).

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

Studies carried out in innyllré fre:e-rqdi‘c_ul production systems, using phenylhydrazine
autooxidation nnd the Fg:'n‘ton"k'f‘renrc'tion’ as models, have shown that captopril, an
nntihypertensivc'drué,"ini‘titvxlly \‘c‘qr.xéi:dgréd ‘a’frec-radical. scavenger, inhibited radical
production by intemcting-ivitli }tm;lsition metals (i.e., " iron, copper) included in the
reaction media as electron dohbrs (.fny, Cuellar, er al, 1991). This could be an altemative
mechanism, theoretically at least, for other drugs to be able to induce similar effects.

Recently, it has been shown that i)iroxicum (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 Pifia,
Herndndez-Tobias, et al, 1992). Since lipid peroxidation is used as an indirect marker of
free-radical formation in vivo, 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, et 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) propanoic 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 vitro studies
carried out in our Iaboratory have shown that PIR induces phenyl 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 (Castrején, Boldu, ef al, 1996). These results appear to contradict
those obtained in the in vivo studies previously mentioned. However, since alpha-phenyl-
tert-butylnitrone (PBN), a non-sclective 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 inb‘effects, we decided to undertake in vitro spin-trapping studies using both a
hydroxyl radical (HO.) producing system and a more selective spin trap, 5,5-dimethyl-
ﬁynolihe-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 pL.
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Radical formation was started by the addition of hydrogen peroxide (H,0,) (I mM).
Another series of studies was carried out in the presence of ethanol (100 mM) in the
reaction media. Reaction products were“ine‘asurcd after 4 minutes of incubation at room
temperature, in an unacroblc ntm sphe' :, usmg a glove box ﬁlled with gaseous nitrogen
under saturation condmons

The concentrations of NSAID
drug (PIR, ASA, NAX, PHB NMS M
the therapeutic range for thel irph :

00 und 200 pM of each

concentmtxons represent

acid (DETAPAC) a divalent-cation

chelating agent, at a. 100 uM concentmtlon, m the: ﬁrst 'series . of studies was ulso

The effect . of dxethylené-lnumme-pemnucetn

evaluated. .

EPR measurements were recorded using a Varian E-line Century Series E112 band-X
spectrometer, with a recinngulur 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, MO) and were

of the highest purity grade available.

Results.

Characteristic EPR spectra of the hydroxyl radical adduct of DMPO (DMPO-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 DMPO-HO.
signals was decreased in a dose-dependent mode; a five-fold decrease was observed with
a 200 mM final drug concentration. Simultancously, a different signal pattern was
recorded (ay=16.0+0.2 Gauss; a,= 22.8+0.2 Gauss) (Bucttner, 1987) and its maximum

height rguchcd when using top PIR concentrations (Figure 1).
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iow \
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F 2 ./._____,,_-.><l
% 25 N 100 200
Piraxicam (pM)
-o- Hydroxyl adduct —-e— Non hydroxyl adduct

Figure 1.- Effect of PIR on DMPO-HO" adduct production in an in vitro Fenton reaction
system. 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 puM).
Recording conditions were; central field 3330 Gauss, sweep 100 Gauss, modulation
frequency 100 KHz, amplitude 1 Gauss p.p., time constant 0.25 scc., 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 (at a 100 pM dose) was
added to a reaction medium lacking ferrous sulfate but containing every other reactant.

In those experiments carried out in the presence of ethanol, typical hydroxyethyl
radical-DMPO adduct (DMPO-etHO.) signals were recorded (a,=16.240.2 Gauss; a,~
23.4£0.2 Gauss) (Buettner, 1987). Although an initial mild increase at 25 uM PIR
concentration was shown, a similar decrease of signal intensity resulted at 50, 100 and
200 pM doses of PIR; maximum (60%) of signal reduction was also achieved at a 200
uM dose (Figure 3). No different signals from those corresponding to DMPO-ctHO 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,

140 :
PR *
& 100/\'\~

0 .
g :0 \.
£ %
g »

25 50 100 200
Piroxicam (uM)

-e- Hydroxyethyl Aduct

Figure 3.- Effect of PIR on DMPO-etHO" production in a Fenton type in vitro 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 to 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 MM concentration, without any significant
change at lower concentrations ( Figure 4a). NAX showed a maximal 20% signal
reduction at 200 uM concentration  but failed to improve the effect with. 200 pM
nchievfmg a less than 10 % of reduction (Figurc 45). PHB and NMS showed no effect at
all i(Figvures 4c and d). MFR and DSF caused a maximal 15% and 20% reduction
respéctivély, but both drugs failed to show a concenlmﬁon 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 vitro Fenton type
reaction. Reaction medium composition is the same as before. Figure 4a shows the effect
of ASA; figure 4b the effect of NAX; figure 4¢ the effect of PHB; figure 4d the effect of
NMS ; figure de 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 produced 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 DETAPAGC, a chelating agent
that enhances free-radical formation when used as part of Fenton type reactions, as
reported 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 in 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 sulfate 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.

Morcover, in both instances (with and without DETAPAC), a different signal from
that corresponding to DMPO-HO. was recorded. 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 ¢f 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 cthanol that PIR can
scavenge caibon-centered radicals as et-HO. radicals. This finding may explain the
previously mentioned effects of PIR observed in our laboratory (Castrején, Boldy, et al,
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 incrcased the PBN-phe. adduct signal’s medium height, in a
dose-dependent fashion, by inducing the formation of different carbon-centered free-
radical species (i.e., 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 to explain
those obtained under in vivo conditions. PIR prevents biochemical changes in the rat liver
induced during acute cthanol intoxication apparently by scavenging free radicals.
Interaction with metals for such an effect would scem a probable mechanism in light of
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our results. Moreover, since PIR simultaneously led 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 clinical

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., oxygen-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 organic molecules. Such a
diverse role would be highly desirable in a drug intended to be used in the prevention of
free radical formation,

Although PIR was shown to be effective in our studics, 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 a hydroxyl-radical scavenging effect. This finding is not
consistent with previous in vivo 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 vive
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 radical species formed.

In summary, alcohol-related diseases are frequently associated with the ability to
overproduce highly reactive free radicals. Somec of the consequent discases 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

It has been reported that piroxicam prevents the hepatic increase of triacylglycerides and
a decrease in bloud ethanol concentration, Tllc aim of this study was to
using isolated rat hepatocytes incubated with ethanol or lactate,

observed after acute ethanol intoxication in ruts and also cau
ussess the effect of piroxicam on these 3 metabolic indicators

iobarbitari iy

tive

supplemented or not with epinephrine. Epinephrine stimuliaed the consumption of lactate, but not of ethanol. In the isolated hepximcylcs.
and in a dose-dependent fashion. piroxicam alone raised the consumption of lactate and clh.mol increased the ln.u:ylblyccndc pool in

cells incubated with lactate or ethanol, and decreased the content of thi

b

ic ive incellsi i with ethanol,

but not wilh lactate. Epinephrine blocked these actions of piroxicam, except the lowering of the content of thiobarbituric acid-reactive
substances. Thus, piroxican hetps 10 control the oxidative stress produced in isolated hepatocytes by ethanol.

Keywords: Epinephrine; Ethanol; Tsolated hepatocyte; Piroxicam; Thi

Triacylgly

1. Introduction

Ethanol is the most extensively toxic compound con-
sumed by humans (Williams et al.. 1988; Multi-authorial,
1990). Ninety percent of people drink aleohol, 40-50% of
men have temporary ethanol-induced problems, and 10%
of men and 3-5% of women develop pervasive cthanol-
related problems (atcoholism). Even light drinking may
adversely interact with other and i Y
heavier drinking can exacerbate most medical illnesses
(Schuckit and Irwin, 1988). Acute cthanol intoxication is
an unresolved therapeutic episode: means to ameliorate the
temporary toxic actions of high doses of ethanol are absent
in the medical annamentarium, Thus compounds with a
potential protective effect against the acute metabolic ac-
tions of ethanol deserve additional study. Previous data
from our laboratory (Zentella de Pifta et al., 1992, 1993)
have shown that some nonsteroidal anti-inflaninatory drugs
partially prevent the increase in liver trincylglycerides and
thiobarbituric acid-reactive substances, the latter measured
as an indication of cellular oxidative stress (Bondy and
Pearson, 1993). Both substances are produced during acute

Covngd
ations

* Comesponding author. Tel.: (52-5) 623.2168; Fax: (52-5) 616-2419.

intoxication of fasted rats with ethanol. In addition, one of
the amti-inflammatory drugs tested, namely piroxicam,
consistently produced a decrease in the levels of blood
ethanol in comparison with those of control animals
(Zentella de Pifia et al,, 1992). The aim of this work was to
study the effect of piroxicam on the 3 studied indicators —
trincylglycerides, thiobarbituric acid-reactive substances
and ethanol ¢ ~ina ler biological system,
such as isolated rat liver cells, in order to facilitate the
study of the actions of these nonsteroidal anti-inflamma-
tory drugs, compounds which are cxtensively used in
clinical medicine (Inscl, 1990).

Ethanol was replaced by lactate in the control experi-
ments, and the effect of piroxicam on the 3 above-men-
tioned indicators v Iso recorded. Epinephrine was rou-
tinely included in the assays since ethanol, in the doses
used in the in vivo experiments reported before (Zentella
de Pifa et al, 1992), increases the concentration of
epinephrine (Brodie and Maikel, 1963). Additionally, in a
completely different system, nonsteroidal anti-inflanuna-
tory drugs antagonized the antihypertensive effect of B-
adrenoceptor antagonists (Johnson et al., 1994). Thus, we
explored whether some of the beneficial actions of piroxi-
cam in ethanol intoxication might be a consequence of a

0014-2999 /96 /$15.00 Copyright © 1996 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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2. Materials and methods

Male Wistar rats (200-250 g) were fed ad libitum on a
commercial diet (Nutricubos from México) supplemented
with minerals and vitamins in order to achieve an optimal
growth rate. Animals were fasted 48 h before treatment,
but free access to water was permitted. Isolated hepato-
cytes were prepared by the method of Berry and Friend
(1969) as detailed previously (Guinzberg et al., 1987). Cell
viability was assayed by the trypan blue exclusion method;
experiments were performed when 90% viability was
recorded. The isolated cells were incubated as described in
the figure legends. After incubation, triacylglyceride con-
tent, thiobarbituric id ive substances production,
lactate and ethanol consumption and protein concentration
were quantified. Each assay was routinely performed in
duplicate.

Triacylglycerides were extracted with heptane and hy-
drolyzed with KOH as described (Gottfriecd and Rosen-
berg, 1973). Glycerol was then oxidized with periodate
and the Itk Idehy lensed with acetylace-
tone to form a yellow dehydrolutidine derivative, which
was measured colorimetrically. Lipid peroxidation was
quantified by the thiobarbituric acid-reactive substs
method previously described in detail (Zentella de Pi
al., 1993). The concentration of thiobarbituric acid-reactive
substances in the samples can be calculated using an
extinction coefficient of 1.56 X 10% M~' cm™! (Wills,
1969). For ethanol or lactate quantification, 50-pl aliquots
of the complete incubation mixture, including hepatocytes,
were placed in 400 gl of ice-cold (.33 M perchloric acid,
at zero time and after 1 h of incubation. Tubes were stirred
and then centrifuged; samples of the supernatants were
uscd to measure either ethanol or lactate. Ethanol was
quantificd by the Bernt and Gutmann technique (Bernt and
Gutmann, 1974): the amount of ethano), i the presence of
an excess of NAD® and alcohol dehydrogenase
(alcohol:NAD oxidoreductase, EC 1.1.1.1), is proportional
to the amount of NADH formed, wich was measured
spectrophotometrically. Lactate was determined by the
G and Wahlefeld method (Gi and Wahlefeld,
1974) according to the same principle but replacing alco-
hol dchydrogenase by lactate dehydrogenase (L-
lactate:NAD oxidoreductase, EC 1.1.1.27). Protein was
determined as described (Bradford, 1976), using bovine
slbumin as standard. Statistical unalyses were made by
analysis of variance (Zar, 1984a) for each piroxicam con-
centration, followed by pairwise comparisons by Tukey
(Zar, 1984b) or by Fisher (Levy, 1976). Data recorded in
control cells vs, those obtained in cells treated with each
concentration of piroxicam were compared by using the
Student r-test. A difference was considered significant
when P <0.05.

o
g for

1%

3. Resul

The consumption of lactate or ethanol by the isolated
hepatoeytes is presented in Fig. 1. As expected, in the
absence of piroxicam, epinephrine stimulated the utiliza-
tion of lactate (£ < 0.05) but not ethanol in hepatocyte
cells obtained from fasted rats. Piroxicam alone increased,
in a dose-dependent fashion, the consumption of lactate,
this increase being significant when the concentration of
the anti-inflammatory drug reached 107° M (P < 0.05)
and 107* M (P < 0.01), compared to the values recorded
without piroxicam. Simultaneous addition of epinephrine
and piroxicam resulted in an apparent mutual antagonism
of the effects of the compounds. Individual values varied
widely and the effect was not statistically significant.
Similarly, piroxicam alone increased cthanol consumption;
the response was dose-dependent from 1077 Mo 107 M
(P < 0.05 for 107* M). The actions of the anti-inflamma-
tory drug on cthanel utilization were the same in hepato-
cytes incubated in the presence of cpinephrine, but the
increase was not statistically significant (Fig. 1).

The content of trincylglycerides at the end of the 60-min
incubation was similar in hepatocytes incubated with lac-
tate or ethanol, with or without cpinephrine (Fig. 2).
Independent of the presence or absence of epinephrine,
piroxicam produced a dose-dependent rise in the pool of
trincylglycerides: the difference between the trincylglyc-
cride content of cells incubated with lactate without piroxi-
cam vs. that of cells incubated with 107% or 107 M
piroxicam was significant at £ < 0.05; for cells incubated
with cthanol without piroxicam and those incubated with
107® M piroxicam the difference was significant at P <
0.05, with 107 M piroxicam the difference was signifi-
cant (# = 0.021), and with 107" piroxicam the difference
was significant also (P =0.014). The differences in tria-
cylglyceride content were significant by analysis of vari-

GLaclate without mLactate with
Eﬁﬁmnnl without WEthanol with.

pmoles of consumed
substrate - h** mg protein™
o
&

I -

PIROXICAM {-log M)

Fig. L. Effect of piroxicam, in the absence or in the presence of I X 107®
M epinephrine, on the consumption of lactate or cthanol by isolated
hepatocytes. Isolated ral tiver cells, equivaleit to 10-15 mg of protein,
were incubated under continuous shaking in Krebs-Ringer bicarbonate
buffer, supplemented with 50 mM sodium lactate pH 7.4 or 50 mM
ethanol, in an atmosphere of O, /CO, (19:1), for 60 min, at 37°C. Each
bar represents the average & standard error with n=4-9,
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ance test at 107* M piroxicam. Pairwise comparisons by
Fisher's least-significant difference test indicated that with
10~% M piroxicam the difference in trincylglyceride con-
tent  between cells incubated with  cthanol  without
epinephrine vs. with ethanol and with cpinephrine was just
significant (2 =0.049) and the difference between cells
incubated with ethanol without epinephrine vs. those incu-
bated with [actate with epinephrine was significant at
P =0.017 (Fig. 2). The combination of epinephrine and
piroxicam produced s moderate stimulation, which was not
significant, in the trincylglycerides pool of hepatocytes
incubated with lactate. This stimulation was not observed
in the cells incubated with cithanol.

Without piroxicam, but in the presence of epinephrine,
the isolated liver cells had tower values of thiobarbitric
ucid-reactive substances when incubated with ethanol in-
stead of with lactate (# <0.05, Fig. 3). No significant
differences were ohserved among the other 3 groups of
cells incubated in the absence of piroxicam, namely, lac-
tate or cth 1 without ine, and [actate with
epinephrine. The anti-inflammatory  compounds show a

fency 10 d the of thiobarbituric acid-re-
active substances in liver cells incubated with lactate but
without epinephrine. The pirexicam-induced lowering of
the content of thiobarbituric acid-reactive substances in
cells was more evident when ethanol was the substrate
(P < 0.05 comparing control values vs. 107" piroxicam)
and was observed even in the presence of epinephrine (Fig.
3).

Significant differences in the amount of thivbarbituric
acid-reactive substances were found by analysis of vari
ance for 107%, 107 and 107 M piroxicam. “Tukey's
pairwise comparison for 107% M piroxicam indicated dif-
ferences in thiobarbituric acid-reactive substances between
cells incubuted with ethanol with epinephrine and those
incubated with lactate with epinephrine (P = 0.033); for
10~3 M piroxicam, the difference between cells inculwted
with ethanol without epinephrine and cells incubated with
lactate with epinephrine was significant at P = 0.033, and

Glactate without WLactate with

OEthano! without mEthanol with

mg of triacyiglycerides - mg protein !
o
8

oon IR o
° ® 5 ’ e

PIROXICAM {-log M)

Fig. 2. Effect of piroxicum, in the absence or in the presence of 1x 107
M epinephicine, on the pool of triscylglycerides in isolated hepatocytes
incubated with lactate or ethanol, Experimental conditions and symbols
are as described in Fig. 1
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Fig. 3. Effect of pitoxicam, in the absence or in the presence of 1 X 10°%
or T e 0

M epineplirine, on the content of thi ic aeid
in isolated hepatocytes incubated with laclate or ethanol. Experimental
conditions and sytnbols are as described in Fig. 1

for cells incubated with ethanol with epinephrine vs. cells
incubated with faclate with epinephrine the difference was
significant st £ =0.011; finally for 107 M piroxicam,
cells incubated with ethanol without epinephirine vs. cells
incubated with Iactate with epinephrine the difference was
significant at 2 =0,029, and for cclls incubuted with
ethanol with epinephrine vs. cells incubated with lactute
with epinephrine the difference was significant st P =
0.016.

4. Discussion

This paper describes attempts to characterize the actions
of a idal anti-infl v drug that counteracts
some of the ncute effects of cthanol in the rat. With this
aim isolated hepatocytes in which lactate consumption was
increased by epinephrine (Fig. 1) were adopted us a sim-
pler and more reliable model than the whole mimal.
Therefore, previous results obtained with piroxicam treat-
ment of ethanol-intoxicated rats (Zentella de Piiia ct al.,
1992) were compared with the data recorded in this work
with isolated cells incubated with cthanol and increasing
doses of the anti-inflammatory compound.

In rats acutely intoxicated with ethanol, piroxicam con-
sistently produces a decrease in the blood concentration of
ethanol in comparison with control animals without piroxi-
cam. On that basis, it was suggested that piroxicam stimu-
lates hepatic ethanol oxidation (Zentella de Pifa ct al.,
1992). The increase in ethanol consumption observed in
hepatocytes incubated without epinephrine (Fig. 1), but
with doses of piroxicam considercd in the therapeutic
range (Insel, 1990), is compatible with the previous sug-
gestion, Interestingly, piroxicam alone stimulated also, and
10 & greater extent, the consumption of lactate by hepatic
cells from fasied rats (Fig. 1). Studies designed to eluci-
date whether the effect of piroxicam on lactate consump-
tion includes a stimulation of its oxidation or of its conver-
sion 1o some storage molecule (glycogen or triacylglyc-
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erides) are required. In regard to the piroxicam-mediated
sumulnuon of subslrnle OXIdﬂlIOH. an alternative that should
be experi ludes activation of the
NADH shuttle, Ienduu, to recycling of NAD* and thereby
overcoming the limiting step in their hepatic oxidation
(Meijer et nl, 1975; Brand and Murphy, 1987, for a
general review).

The no anti-infl y drug prevents the
hepatic increase in trincylglycerides resulting from acute
intoxication of rats with ethano! (Zentela de Pina et al.,
1992). In the isolated hepatocytes incubated  without
epinephrine, piroxicam produced opposite results: a dose-
dependent significant increase in the pool of triacylglyc-
erides (Fig. 2). It is of interest that such an increase was
directly proponional to the amount of substrate consumed
(with a correlation coefficiem, r = 0.85), independent of
whether the substrate was lactate or ethanol, but only in
the absence of epinephrine. In any event, the in vitro
results (Fig. 2) are opposite to the in vivo ones (Zentella de
Pifia et al., 1992). In this respect it could be concluded that
lhc 1cum| ol' plro'umm in the whole rat, whereby the

Lation of hepatic trincylglycerides
is avoided, is rclnlcd to the mobilization of sturage lipids
from adipose tissue. There are reports that ucute ethanol
administration activates the liberation of free fatty acid
from adipose tissue (Di Luzio, 1963) and that a differem
no idal anti-int), y drug, acety) saticylic acid,
inlibits this mobilization (Carlson et al., 1965). The inter-
ference of epinephrine in the action of piroxicam on
trincylglycerides in isolated hepatocytes (Fig. 2) deserves
further study.

In rats acutely intoxicated with ethanol, piroxicam can
lessen the hepatic increase in matondialdehyde produced
by the hepatotoxic compound (Zentella de Pifia et al.,
1992). In a similar fashion, the anti-inflammatory drug
i { the of malondialdehyde, here reported as
thiobarbituric acid-reactive substances (Fig. 3), in hepato-
cytes incubated with lactate or ethanol. Assuming that
thiobarbituric acid-reactive substances are indicative of
cellular oxidative stress, the results in Fig. 3 are consistent
with in vitre studies showing an inhibitory action of
piroxicam on the release of superoxide radicals from ucti-
vated neutrophits (Kaplan et al., 1984) and from isolated
Kupffer cells in primary cultures (Miranda et al., 1995).
Although the underlying mechanism for this protective
action of piroxicam remains unknown, it is of interest that
piroxicam, both in vivo and in vitro, and other nonsteroidal
anti-inflammatory drugs in vivo (Zentella Jde Pifia et al.,
1993) share the action of preventing the hepatic increase in
thiobarbituric acid-reactive substances resuling from the
acute exposure to ethanol. This information could be i
portant due to the widk rad clinical use of i
anti- mﬂammamry drugs (lnscl 1990).

In the in vivo experiments, piroxicam prevented the
hepatic increase in triacylglycerides and thiobarbituric
acid ive sut slicited by alcohol intoxication. It
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was then considered that a smaller pool of triacylglyc-
erides might result in a lower production of fthiobarbituric
acid-reactive substances (Zentella de Piiia jet al., 1992),
Morcover, in the in vitro studies piroxicam sjone produced
an inverse relationship between triacylglycerides (Fig. 2),
which increased, and thiobarbituric acidireactive sub-
stances (Fig. 3), which decreased. Therefore| these indica-
tors of the response to piroxicam are independent, at least
at the level of isolated liver cells.

Our data are insufficient to document an epincphrine-
piroxicam interaction, like the one analyzed between nons-
teroidal anti-inflammatory drugs and B-adrenoceptor an-
tagonist (Johnson et al., 1994). In general, the actions of
piroxicam were best observed in the absence of added
epinephrine.

in conclusion, in isolated rat liver cells piroxicam con-
tributes to controlling the oxidative stress produced by
incubation with ethunol. This simple model for studying
the action of piroxicam is suitable for use in further
studies.
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SUMMARY: A rapid and reproducible model of fatty
liver in rats was developed by injecting corn oil (sc). In
preliminary experiments, the mortality due to acute etha-
nol intoxication was significantly higher in this model of
acutely fattened animals [1). Lipid peroxidation is a proc-
ess that involves free radicals and consumes as substrate
unsaturated fatty acids, which are present in great
amounts in comn oil. Thus, in this work we explored
whether the acute loads of com oil increased hepatic lipid
peroxidation. The three markers of cellular oxidative
stress measured in fatty livers from rats injected with corn
oil were: the production of thiobarbituric acid-reactive
substances (TBARS), liver content of trincylglycerides
(TAG), and total glutathione (GSH-GSSG). All were sig-
nificantly modificd. We also studied the effect of buty-
lated hydroxytoluene (BHT), a free radical scavenger fre-
quently used in the food industry to prevent lipid oxida-
tion [2,3], and found that it prevented the effect of corn oil
on TBARS and TAG but enhanced the depletion of GSH-
GSSG caused by the acute administration of large loads of
corn oil.

INTRODUCTION: Corn oil is a vehicle frequently used
to prepare injections of water-insoluble drugs. This vehi-
cle is used for cither acute or chronic treatments based on
the assumption that has no effects on its own, However, in
previous work from our laboratory we noticed that acute
loads of com oil significantly cnhances the lethality of
cthano! in mice [1]. Hence, in this work we studied
whether acute loading with corn oil could induce oxida-
tive stress in rat liver and whether a lipid antioxidant such
as butylated hydroxytoluene [2,3] could modify the effect
of large loads of fat given acutely.

MATERIALS AND METHODS:

Animals, Male Wistar rats (180-220 g body weight) were bred at
the vivarium of the Faculty, fed with Purina rat chow and water ad
libitum, and kept under a regular light-dark cycle (10:14 h) in acrylic
cages with wood shavings.

Experimental groups, The animals were randomly distributed in
four groups as follows: Control (1 m! of corn oil, po, four times every
12 h); Corn oil (1 mpo of corn oil and 4 ml of com oil/sc four times
every 12 h); BHT (0.12 mg or 1500 mg/kg of body weight/po diluted
in 1 m! of corn oil, four times every 12 h). The doses of BHT were
sclected taking as a reference the concentration of BHT used as a food
additive and the value of the LDsq for rats as repotied by Deichmann
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[4); Corn ail plus BHT treated rats received either 0.12 or 1500 mp/kg,
po, of BHT diluted in 1 m of com oil plus 4 ml of corn oil/sc four
tmes every 12 h,

Animals were killed by di 12 h after The liver
was excised immediately and kept on ice and processed within the
followlng huur for ‘TBARS, TAG, GSH-GSSG and pmu:ln content.

1 deter Liver h d in
double distilled water (1:9, w/v). TBARS, TAG and GSII GSSG were
measured following the mcthods described by Zentella et al. [5),
Gotifried et al [7], and Akerboom [6), respectively. TBARS and TAG
are expressed per mg of protein, measured by the method of Bradford,
using bovine serum albumin as standard {8].

Statistical analysls. Results are expressed as the mean value +
standard error. Comparisons were made by analysis of variance fol-
lowed by Student’s t test when appropriate. A significant difference is
accepled with p < 0.05.

2 TBARS {nmoles/mg protein}

a.6

08 o0.t2
TAQ (mglmg pmhln)

0.4

Figure 1, Graphical analysis of the data from Table 1. Thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS): nmoV/mg of protein; Tracylglyc-
erides (TAG): mg/mg protein. The Figure llustrates how the extent of
hepatic lipid peroxidation depends on the amount of TAG available.

RESULTS: An acute load of large quantities of corn oil
significantly increased the liver content of TBARS and
TAG (57.6% and 94.9% over control values, p < 0.05)
and caused a significant depletion of total GSH (26% of
control value, p < 0.05) (Table 1). The administration of
BHT alone significantly decreased the content of TBARS
and TAG, but only in those groups that received 1.5 g/kg
po (44% and 76% of control value, respectively;
p <0.05). By contrast, with either dose of BHT (0.12 or
1500 mg/kg: po), total GSH content in the liver was lower




‘Table 1. Effect of BHT on the com oil-induced fatty liver in rats

Treatment TBARS (nmol/mg  TAG (mg/mg pro- GSH-GSSG
protein) tein) {(nmol/g wet
— weight)

Control 0.78 £0.10 (20) 0.059 + 0.008 (15) 7.04£03(12)

Com oll 1.23 % 0.16* (19) 0.115£0001* (16) 5,14 £0.62*(12)

BHT (0.12 mg/kg) 0.63 £0.10 (4) 0.070 £ 0.012 (5) 5,05+ 1.09*(7)

BHT (1500 mg/kg) 0.35x0.23*(7) 0.045 £ 0.004* (6) 3.79 £ 0.84% (6)

Corn oil plus BHT 1.16 £ 0.22* (6) 0.079 £0.009*°(5)  4.02£0.91*(6)

(0.12 mg/kg)

Com oll plus BHT 0.56 £ 0.05°°(5) 0.045 £0.007*° (6)  3.40£0.36*° (5)

(1500 mg/kg)

‘The figures given are mean value + standard error estimated for the number of rats indicated
in parenthesis: *p <0.05, when compared with the values measured in the control group;
°p < 0.05, comparing the com oil treated group versus the BHT plus corn oil treated group.

than in the control group (71% and 54% of control values;
p <0.05).

When BHT was given in combination with the large
load of corn oil, the levels of TBARS, TAG and total
GSH were lower than those observed in the comn oil-
treated group. However, there were significant differences
(p < 0.05) for TAG with the low dose of BHT and in the
three indicators of oxidative stress when 1500 mg/kg (po)
of BHT were used (Table 1): 45, 39 and 66% of the corn
oil-treated group for TBARS, TAG and GSH-GSSG, re-
spectively.

When the different levels of TBARS attained are plot-
ted as a function of their corresponding concentrations of
TAG, a significant correlation was obtained (r 0.97;
p < 0.05); i.e. the extent of hepatic lipid peroxidation is in
direct relation with the amount of fat (TAG) available
(Fig. 1). No correlation was found between the total con-
tent of GSH and TAG or TBARS; i.e. the levels of TAG
or TBARS do not vary as a function of the GSH-GSSG
available.

These results indicate that corn oil indeed produces a
significant fatty liver and oxidative stress that triggers a
depletion of GSH. These data also indicate that BHT sig-
nificantly attenuates the oxidative stress caused by corn
oil. This is probably due to a further mobilization of GSH
from the liver.

DISCUSSION: Our results indicate that BHT, a food ad-
ditive used as an antioxidant, can effectively prevent the
oxidative stress caused by the acute load of large doses of
corn oil in rat liver. This effect appears to be associated
with a significant reduction in the hepatic content of total
GSH (Table 1).

Total GSH includes the reduced (GSH) and oxidized formn
(GSSG) which normally are in equilibrium due to the en-
dogenous coupling to vitamins C and E which interplay
within a redox system using a net intake of electrons from
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NADH [9]. It is well documented that when total GSH is
measured the reduced form is in greater proportion. Thus,
the total serves as a valid indication of the antioxidant ac-
tivity of the tissue [6]. However, when the quantity of xe-
nobiotic exceeds the capacity of this system, GSSG tends
to accumulate and is quickly eliminated in the bile [10). In
this work we provided the liver tissue with a huge con-
centration of unsaturated lipids which, as shown by the
measurement of TBARS (Table 1), were rapidly oxidized,
probably to peroxyl radicals, which must be neutralized at
least in part via the GSH pathway. The persistence of ele-
vated TAG and TBARS leads to a depletion of total GSH.
It is noteworthy that even smaller amounts of com oil
(one fifth, as in the control rats; Table 1) can produce a
level of lipid peroxidation which is susceptible to the an-
tioxidant properties of the large dose of BHT (as shown
by the decrease of 56% in the content of TBARS and the
47% reduction of the total hepatic GSH) as shown by the
comparison between control versus BHT treated groups.
The dose of 0.12 mg/kg of BHT alone had no effect on
the level of hepatic TAG and TBARS, but it caused a sig-
nificant depletion of GSH-GSSG, an cffect that is en-
hanced in the presence of large loads of corn oil.

In conclusion: (i) large doses of fat acutely given cause
hepatic oxidative stress and depletion of total GSH;
(ii) BHT used in low doses, similar to those employed as a
food additive, can cause significant depletion of hepatic
GSH; and (iii) the antioxidant ability of BHT is only ob-
served with large doses in this model of fattened rats. It
remains to be established how BHT is modifying the me-
tabolism of GSH.

ACKNOWLEDGEMENTS: This work was supported
by a grant from DGAPA-UNAM IN-213695. Javier Ter-
razos-Luch is a member of the Programa AFINES, Medi-
cina-UNAM.

!
1




REFERENCES

1. Acosta AM, Rivera AA, et al.: Proc West Pharm Soc 37; (1994).

2. Allen JR: Arch Environ Health 3): 43 (1976).

3. Snipes W, Person S, et al.; Science 188: 64 (1975).

4. Deichman, Clemmer JJ, et al.; Arch Ind Health 11: 93 (1955).

5. Zentella M, Saldafia BY, et al.: Alcohol Clin Exp Res 17:.1228
(1993).

6. Akerboom T and Sies H. Methods in Enzymology 77: 373 (1976).

7. Gottfried SP and Rosenberg B: Clin Chem 19: 1077 (1973).

8. Bradford M: Anal Biochem 72: 248 (1976).

9. Commandeur JNM, Stijntjes GJ, ct al.: Pharmac Rev 47: 273 (1995).
10, Lavterburg BH, Smith CV et al.: ] Clin Inv 73: 124 (1984).

99




VOL. 2,NO. 4 Research Communications in
1997 Pharmacology and Toxicology

EFFECTS OF PIROXICAM ON TWO IN VITRO FREE RADICAL
PRODUCTION SYSTEMS (PHENYLHYDRAZINE AUTOOXIDATION AND
FENTON REACTION)
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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 vitro studies, The
present report becomes a first-stage approximation in order to gain insight about the role
of piroxicam in frec radical production systems in vitro. 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 production during the autooxidation of
phenylhydrazine and decrcased 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 hydroxycthy! 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

*Inscrito en ¢l Programa de Maestria en Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina;
Becario CONACYT,
**Inscrito en el Programa de Doctorado en Fisica de Materiales, CICESE.
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structure and pharmacokmencs Neverlheless, they share most of their biological effects.
(Ellenhorn and Barceloux, 1988)

Such thempcutlc effects are cxplnmed mostly in terms of their ability to prevent
the production of some blochemlcal cellular mediators (such as prostaglandins and
thromboxanes), and other biplogipal effects of these agents have become evident as well.
Direct interaction of some NSAIDs with cellular metabolites has been demonstrated
(Abramson, Korchak, et 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-benzothinzine-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 cel! lipid peroxidation has been
associated with free radical production during hepatic alcohol metabolism and also
reputedly implicated in some forms of alcohol-mediated liver damage (Zentella de Pifia,
Herméndez-Tobias, et al., 1992).

Although some other NSAIDs assayed to date have shown similar actions, the
precise molecular mechanism (or mechanisms) of action for this effect remains obscure
(Zentella de Pifia, Saldafia-Balmori, er 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.

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

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 rﬁediu or if it acts as a radical-scavenger itself, we decided to test
this NSAID in two diﬂ'ercnt 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.

Phenythydrazine was incubated in aerobic media, according to conditions
detailed elsewhere (Jay, Cuéllar, et al., 1992). Sodium borate (25 mM, pH 10.2) was used
as buffer in the reaction mixtures, which also contained PBN (3 mM). The reaction was
started when cupric chloride (CuCl,) 0.01 mM was added. The final sample 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 E112, X-band 3 spectrometer, with a rectangular Te 102 cavity.
Spectra were recorded with 1 Gauss p.p. modulation 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 er 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, (ImM). The reaction was started with the addition of
H,0, to a final volume of 500 pL. The concentrations of piroxicam tested in this

experimental selting were 25, 50, 100 and 200 puM. Non-aqueous extractions were
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performed by adding 750 pL of foluene to enhance the half-lives of the spin-adducts. The
measured sample volume plticéd itjside the spectrometer cavity was 350 uL. EPR signals

were recorded under the same spectrometer conditions as before, after 4 minutes of

incubation,

Results
" 350p
‘- 300} e
® "
-~ - 250t
2
82001
P
3 100
; M 50 .
[}
o 12 25 50 100

Piroxicam (uM)
-=- Phenyl Adduct

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 uM 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 KHz, Amplitude 1 Gauss p.p.,,
Time Constant 0.25 sed., Sweeping Time 4 min.

In the first system, piroxicam did not alter frec 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 int:réuséd there was a concomitant increase in the EPR signal, a

response that mny be concelved ‘as increase in spin-adduct formalion and thus of free

mdxcal

: 'I'he effect of‘ pxroxlcum on lhe l‘enton rcncuon system (Flgure 2) was studied. No
appreclable change in the formntlon of spm-ndducts wns delectcd usmg ‘the lower three

concentratlons of the drug. When hlgher concentrnuons (100 und 200 p,M) of plroxwam

were added a decrease in free mdlcul producuon wns observed,

1205 L ‘
/0—-——%— . .
100 o . \
80
60
40

Relative Intensity %

20

o
o] 25 50 . 100 200

Piroxicam (uM)
-o- Hydroxyethyl adduct

Figure 2.- Effect of piroxicam on hydroxyethyl production in a Fenton reaction in vitro
system. The figure shows the ecffect of the addition of 25, 50, 100 and 200 uM
concentrations of piroxicam to 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 relative intensity with the 100 and 200 uM concentrations of the drug.
Recording conditions are same as before in figure 1.

Discussion.

During phenylhydrazine autooxidation, piroxicam apparently increases 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 to assure that the radical species produced by the effect of piroxicam on
phenylhydrazine were the same as those generated during autooxidation process in the X
absence of the NSAID or those in the metal-induced reaction.

During Fenton reaction studies, there were no piroxicnm-induced changes on the
hydroxycthyl-radlcul production, except at very high concentrutlons Such changes may
not have meanmgful biological effects. » )

Although these data are apparently in contradiction with the results obtained in in
vivo 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 genecrate carbon-centered (i.e. phenyl
and hydroxyethyl) radicals (Buettner, 1987). Further studies must be carried out using
both free radical production systems that generate other than carbon-centered (oxygen-

centered, as hydroxyl or superoxide) radicals and more selective spin-traps.
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Abstract

biojogical effects, some of which are independent of cyclooxygenase i

transduction systems. In particular, previous data from our

1 anti-i y drugs (NSAIDs) are one of the most emplu):d therapeutic agents, They have a wide spectrum of
hibition, such as llw 1 i on the of signal

Tat d an b pl and piroxi one

hri iroxi ded for boli in

of the most prescribed NSAIDs. Thus, this study deals with the

isolated rat hepatocytes. The obtained resulls show that epinephrine stimulates l'\clmc and ethanol consumption, stimulates glucosc rclc.lcc
1

from lactate onty, and has no effect on c«.llulu triacylglycerides content. Otherwise, in a dos T
in trincylglycerides content, without changes in glucose release by

Inctate and ethanol i hy nn i
il

hcp.llm:y(u Piroxicam hlucks the
piroxicam-mediated increase in t
promoting the consumplion of lacts
‘This last result is probably related to the ability ul' nlh

basis, pi

of glucose release from lactate, and epinephrine blocks the

glycerides conteat from lactate or ethanol. In contrast, the effects nf epmcplmnc and piroxicam,

nd ethanol, are not antagonized or added after the simul ion of both
it d oxygen On isolated rat liver nmochondm.
ylation, and paradoxically sti an A'I'l’ d d drial

wmolur doses of piroxicam partially Xidat

function as citrullinogenesis. These n.xulle show for ﬁm time, on lsolnlcd rat hepatocytes, an I
sponses of epinephrine and piroxicam, at the concentration fouml in plasma after jts therapeutical administration. © 1999 Elscvier

Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Epi i iroxi N idat

piner ¥ id y drug (NSAID); Glucoese

Mitoc! ion; Citrulline

b t the boli

Tri ide: Lactate Ethanol

1. Introduction

The idal anti-inf vy drugs {NSAIDs)
comprise one of the most employed therapeutic agents. In
1984, ncarly one in seven Americans was treated with a
NSAID (Clive and Stoff, 1984), and in 1986, 100 million
prescriptions were wrilten for these drugs (Langman, 1988).
‘Their effectiveness 1o reduce prostaglandin-mediated fever,
pain, and swelling, has been attributed to their ability to
inhibit the cyclooxygenase, prostaglandin H synthase
{Vane, 1971 Ferreira and Vane, 1974: Abramson et al.,

* Corresponding author. Tel.: +52-5-622-08-29; fax: +52-5-616-24-
19: EE-mail: hriveros@servidor.unam.anx

1985). However, these drugs have a wide spectrum of
biological effects, many of which are determined by other
mechanism  independent of cyclooxygenase inhibition
(Weissmann et al., 1987; Abramson and Weissniann, 1989;
Brooks and Day, 1991; Cronstein and Weissmann, 1995;
Cashman, 1996). Among these, several reports pointed out
madifications on the cc of signal tr Juctions
systems, a property that may account for diverse effects on
membranc-dependent processes. Thus NSAIDs can mod-
ify membrane viscosity, g H

events that depend upon the slalc of mcmbmne ﬂuldnly
(Abramson et al., 1990); interfere with GTP/GDP ex-
change at the a-subunit of regulatory G protein (Abramson
et al., 1991, 1994); block the pertussis toxin-dependent
ADP-ribosylation of the G protein in purified neutrophil

0014-2999 /99 /8 - sec front matter © 1999 Elsevier Science B.V, All rights reserved.
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membranes, and inhibit, in part, the pertussis toxin-sensi-
tive formation of diacylglycerol that follows cell activation
(Abramson et al., 1991, 1994; Cronstein and Weissmann,
1995).

In addition, NSAIDs modify the activity of cellular
kinases (Barnest et al., 1992; Frantz and O'Neill, 1995;
Roy et al,, 1995); inhibit Ca®’-uptake in neutrophils
(Abramson et al., 1985; Weissmann et al., 1987; Kankaan-
ranta et al., 1996); enhance intracellular levels of cyclic
AMP (Abramson et al., 1985; Weissmann et al., 1987);
inhibit the activity of phosphodiesterase (ancsl et al.,
1992); and inhibit phospholig C activity (B laski et

Journal of Pha
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Pagadigorria et al,, 1996a), the influence of this therapeutic
agent on the hepatic metabolic responses to epinephrine
has not been yet analyzed.

Thus, on basis to the extensive use of piroxicam, one of
the most prescribed NSAIDs in the United States (Ameri-
can Academy of Family Physicians, 1997), the obtained
results, are of intercst because this work shows, for first
time, an :mlngomsm bcl\vcen pxmxncam and some

bl 1

d by epinephrine on isolated

S
hepatocytes,

2. Materials and methods
Male Wistar rats (200-250 g) were fed ad libitum with

al., 1986).
Therefore, is not surprising that NSAIDs antagonize
some hormone-induced response In < q

NSAIDs inhibit epinef induced stimulation of glyc-
ero] production in isolated rat adipocytes (Pimentel-
Velazquez et al,, 1996), lower the glucagon stimulation of
glucose production in rat liver (Wheeler and Epand, 1975),
partinlly attenuate the hypotensive effect of «- and -
adrenoceptor-blocking agents (Durao et al., 1977; Watkins
ct al., 1980; Ebel et al,, 1986; Spence, 1986: Wong et al.,
1986; Radack and Deck, 1987; Johnson et al., 1994; De
Leeuw, 1996), reverse a-adrencrgic inhibition of acute
insulin response to glucose (Metz and Robertson, 1980),
and reverse the effects of chronic B-adrenoceptor blockade
to attenuate adrenergic neuravascular transmission (D'mull

a ial diet (Nutricubos from Mexico) and they
were fasted 48 h before treatment, but free access to water
was allowed. Animals were anesthetized with ether, and
isolated hepatocytes were prepared by the method of Berry
and Friend (1969), using slight modifications as described
by Guinzberg et al. (1987). Cell viability was assayed by
the trypan blue exclusion method; experiments were per-
formed only when more than 90% viability was recorded.

Once isolated, liver cells, equivalent to 10-15 mg
protein, were incubated for 60 min at 37°C with continu-
ous shaking in Krebs-Ringer bicarbonate buffer: 120 mM
NaCl, 5.7 mM KCI, 1.2 mM KH,PO,, 1.2 mM MgSO,,
12 mM NaHCO,, 1.2 mM CuCl,, adjusted to pH 7.4, in

et al, 1988). Likewise, hormones also can L

an phere of 0;:CO, (95%:5%). The incubation me-

NSAIDs-induced responses. Thus, dipyrone- and flunixin-
induced analgesia can be reversed by atipsmezole (an
@ -udrenoceptor gonist) (Chambers et al., 1995).

The broad variety of anmagonic effects showed by
NSAIDs on hormone-induced responses lead to suggest
that this antagonism must comprisc several not yet ana-
lyzed responses. Because it is well established that

dia was supplemented with 50 mM sodium lactate pH 7.4,

or 50 mM ethano! as substrates, in the absence or in the

presence of epinephrine (107° M) and piroxicam (107%—
10°* M),

After |mllhnl|on. glucose release (Fales, 1963), lactate

G and Wahlefcld, 1974), triacylglyc-

erides comenl (Gottfried and Rosenberg, 1973), ethanolt

epinephrine produces an increase in hepatic gluc

sis and lactate consumption (Sacea et al., 983 Pilkis and
Graaner, 1992; Pilkis et al., 1988), we analyzed the influ-
ence of piroxicam, a NSAID, on this **classical”® metabolic
effect induced by epinephrine. Furthermore, as previous
data in our laboratory showed a piroxicam dose-dependent
increase in trincylglycerides content on isolated rat hepato-
cytes (Saldana-Balmori et al., 1996), we also u.s(ed lhc
effect of epinephrine on this metabolic r

ion (Bernt and Gutmann, 1974), and protein con-
centration (Bradford, 1976) were quantified as detailed
previously by Saldafia-Balmori et al. (1996). Each assay
was routinely performed in duplicate.

All measurements were made from the same hepato-
cytes batches, however, some data on lactate and ethanol
consumplion, as well as triacylglycerides content data were
presented originally in a previous report from our labora-
tory (Saldafia-Balmori et al., 1996). These data were com-

by piroxicam. Finally, and in order to obtain a more
elaborated picture of piroxicam-epinephrine interactions,
we analyze piroxicam effects on some mitochondrial func-
tions and compare them with the well-known effects of
epinephrine on  mitochondria  (Reinhart et al, 1982;
Halestrap et al., 1985; Taylor et al., 1986; Quinlan and
Halestrap, 1986; Gonzalez-Manclion ct al., 1988; Halestrap,
1989; Korzeniewski and Froncisz, 1992; Garcia et al,,
1997).

It is noteworthy that in spnc ol‘ lhe previous repons
showing piroxicam effects on hey
{Dorronsoro de Cattoni and Battelli 1992; Salgueiro-

pleted with new experiments, and reanalyzed in order to
integrate them with the glucose release data,
Mitochondria from rat liver were prepared by the method
of Schncider and Hogeboom (1950), with the modifica-
tions proposed by Siess (1983), as detailed previously by
chlclla de Pifia et al. (1989), with an isolation medium
03 M itol, 0.5 mM EGTA, 5 mM TES
[N-tns~(hydroxymethyl) -2-aminoethane sulfonic acid), and
0.1% bovine serum albumin, pH 7.4. Mitochondrial respi-
ration was recorded with a Clark O, electrode at 22°C.
Mitochondrial citrulline formation was assayed in the
i described by Corvera and Garcia-Sdinz (1982);

1SS




nfler 10-min incubation was stopped by the addition of
perchloric acid (3% final concentration). Citrulline was
determined by the method of Boyde und Rahmatllah
(1980).

Epinephrine, L-lactate, bovine serum albumin {(fraction
V), collagenase (type 1V) were obtained from Sigma (St.
Louis, MO, USA). Other reagents were analytical grade
cither from Merck (México) or Sigma.

Statistical analyses were performed with the software
SigmaStat for Windows ver. 1.0 (Jundel Scientific, 1994),
employing one-way analysis of varinnce (ANOVA), fol-
lowed by an all pairwise multiple comparison procedure
using the Dunnett’s method. If normality test or equal
variance test failed, the nonparametric Kruskal-Wallis
one-way ANOVA on ranks was employed.

3. Results

The effect of piroxicam on epinephrine-stimulated glu-
coneogenesis from lactate is showed in Fig. 1. In this
figure con be observed that piroxicam, from 107° M,
blocked the epinephrine-induced activation of glucose syn-
thesis on rat liver hepatocytes (P < 0.003), meanwhile
piroxicam per se did not modify glucose production in the
absence of epinephrine at any of the tested concentrations
(1 nM 10 0.1 mM). This last result contrasts with those of

Salguciro-| l’uudugom.l et u (l‘)‘)(m) who reported u
piroxicam do: inhibiti

on gluconeog

(33%~80%) in isolated pcrfusn.d rat hvcr, though this
= 190 " —O— Lactate
a @ Lactate + epinephrine
a
= 140
S
&
= 120 -
Q
wn
8
® 100 4
©
w
8 80+
[0} /7
0 il7’ T
0 10° 10* 107 10° 10° 10
Piroxicam (M)
Fig. 1. Effect of diffesent concentrations of plroxicatn on glucose synthe-

sis from lactate in rat hepatocytes incubated with 10~® M cpinephrine,
The isolated cells were incubated as described in Section 2, using 50 mM
sodium lactate (pH 7.4) as substrate; (@) in the presence of epinephrine
and (QO) in the absence of epinephrine. The basal synthesis of glucose,
afer 1 h of incubation, was 125 420 amol glucose formed/h per mg of
protein. Data expressed as mean + S.EM. (n = 6-10).

Lactate consumed (% of basal)

I T T T T 1
] 10® 10° 107 10°10% 10*
Plroxlcam (M)

Fi ig. 2. Effect of different concenirations of piroxicam and 107 M
hrine on lictate ion in isolated rut hepatocytes. The celis
were incubated 1 h as described in Section 2 with 50 mM sodium lactate
as substrale. (@) in the presence of cpincphrine and (O) in the absence
ine. Hach point the mean £ S.EM. (11 % 5-9). The

ba.\al lactate consumption uns 139135 nmol/h per ing of protein,

pancy can be expl 1 by the greater concentrations
of lhc NSAID ussnycd in the latter study (0.2-1 mM).
Indeed, data in Fig. | show a not statistically significant
12% decrease in glucose production with 0.1 mM piroxi-
cam alone, figure is in accordance with the 33% decrease
observed by Salgueiro-Pagadigorria et al. (1996a) with 0.2
mM piroxicam.

In contraist, the stimulation on lactate consumption in-
duced by epinepbrine in isolated rat I yles was not
modified by the presence of piroxicam (l'lg 2); however,
in this case, piroxicam atone rises the lactate consumption
in a dose-dependent basis. This last effect is statistically
significant (P < 0.05) from 10~* M piroxicam concentra-
tion with a maximum response (+150%) at 1075 M.
Furthermore, the stimulatory cffect of epinephrine and
piroxicam on lactate consumption were not additive, sug-
gesting similar sites of action.

The exposure to piroxicam alone increases, on a dose-
dependent basis, the content of triacylglycerides in isolated
rat_hepatocytes incubated for 60 min with 50 mM lactate
(Fig. 3). The highest stimulation (51%) was observed in
the presence of 107* M piroxicam, but the effect was
statistically significant from 107 M piroxicam ( P < 0.05).
This finding agrees with previous results from our labora-
tory, with an in vivo system, where rats treated for4 to 8 h
with piroxicam (10 mg/kg body weight) exhibited a 15%
to 25% increase in liver triacylglycerides content, but
without statistical significance (Zentella de Pifia et al.,
1992).
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(Flg. 3). This result agrees with previous reports indicating
that epinephrine does not affect cellular trincylglycerides
content in liver (Brindle and Ontko, 1986). However, it
can be observed that the piroxicam e[fecl on triacylglyc-
erides content was d by phrine, showing
again a mutual antagonism in the effect of both com-
pounds.

In isolated rat hepatocytes, pimxicnm stimulates lactate
cc ption (Fig. 2), keeping constant gl ducti
(Fig. 1), but increasing mucylglycendcs content (Flg 3),
‘Taken together, these three results reveal that in this
system a proportion of the lactate consumed after stimula-
tion with the NSAID is used in the triacylglycerides
synthesis. In order to obtain an integrated view of the
piroxicam effects on isolated rat hepatocytes, we decided

T T 1 T
0 10° 10® 107 10 103 10"
Piroxicam (M)

Fig. 3. Effect of different concentrations of piroxicam ond 107° M
epincphrine on triacylglycerides content in isolaied rat hepatocytes. The
cells were incubated 1 h as described in Section 2 using 50 mM sodiun
lactate as substraic; (@) in the presence of epincphrine and (O) in the
absence of epinephrine. Bach point represents the mean £ S.EM. (n = 5-
7). The basal trincylglycerides content after 1 h of incubation was
29.4:£4.3 pg tracylglycerides /mg of protein.

to elat a three-di | plot with lactate consump-
tion, glucose release and chyl;lyccndes content data (sec
Fig. 4). A g a lincar relati p these three
metabolic xcsponscs the next equation was proposed:

[trincylglycerides content] = m, % [Inctate consumption]
+ m, X [glucose release]

+c. (1)

‘The adjusted constant and their standard devistions
fitted by least squares are:

m; = +0.093 + 0,048 (percent triacylglycerides con-

tent/percent lactate consumption)

Otherwise, the trincylglycerides content of the isolated
rat hepatocytes was not modified by 1-h incubation with
107* M cpinephrine, using 50 mM lactate as substrate
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250 - 250 }4
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100 1004 2 ?
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a 80 100 120 14D 160 b 140 100 ]
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© 1w'M 2
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- 100
- 80
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C Triacylglycerides

Fg 4. Three-dimensionat plot of (IO‘ ~107* M) piroxicam effect on glucose p lactate lgi ides content in isolated rat

. The inserted bidii plots (a—c) show Iateral views of the three-dimensional plot. Each poim r:pruenu the mean, with the S.EM. bar
shm\ed in the bidimensional plots. A guide 1o read the bidimensional projections is included at the upper right. Piroxicam concentrations are shown with a
gray acale: data without piroxicam are showed in white, and with piroxicam in different gray tones; the di origin in the three-di: ional plot is
located at the front in relation to the viewer. Figs. 4 und 5 maintain the same scales for easiec comparisons,
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Fig. 5. Three-dimensional plot of 10~° M cpincphrinc ptus (107°~10~* M) piroxicam effect on glucose telease, lactate consumption and triacylglycerides
content in isolated rat hep The inserted bidi ionul plots (a—c) show lateral views of the three-dimensional plot. Data are presented as in Fig. 4,
and maintain the same scales for casier comparisons.

o
200 4 200
E 150 -, P S 150 -| %—_ﬁ%‘
100 100 -
T—T -t
80 100 120 140 135 120 105 90 [piroxicam)
a Glucose Triacylglycerkins o om
o 10'm
o 10°M
® w'M
@ 10'M
* 10'M
® 10'M
140
|- 120
o~
3 1100 3
1
—— L
135 120 105 @0

c Tracyiglycerides

Fig. 6. Three-dimensional plot of (10-%~10"* M) piroxicam e“:d on glucose releuse, ethanol and content in isolated rat

T yies, Cells were as ibed in Section 2 replacing lactate by 50 mM cthanol as subslmle Thc inserted bidimensional plots (a-c) show
lateral views of the three-dimensional plot. Each point represents lhc mean, with the S.E.M. bar showed in the bidi ional plots. Data are p as in

Fig. 4. The basal activities of untreated hepatucytes after f+h incubation were as follows: cthanol consumption: 228 + 43 nmol/h per mg of protein;
(n = 4-6); triacylglycerides content: 29.4 £ 1.4 puy triacylglycerides/mg of protein (n -9); glucose release: 108 + 20 nmol glucose /h per mg of
protein (n = 5-9). Figs. 6 and 7 tnaintain the same scales for casier comparisons.
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my = —2.32 4 047 (percent trincylglycerides content/

percent glucose release)

¢ = 328.5 + 49.6 (percent triacylglycerides content)
and the obtained regression coefficient (r?) is equal to
0,923 (P <0.00).

The results show that an increase in triacylglycerides
content is followed by a parallel activation in lactate

ption and a d in gh release, reinforcing
the suggestion that under the experimental conditions de-
scribed, at least a proportion of consumed lactate is chan-
neled to the synthesis of triacylglycerides.

On the other hand, the uptake of lactate is stimulated by
epinephrine and it is used for glucose synthesis (sce white
square in Fig. 5); when piroxicam is added to this system
with epinephrine, the uptake of lactate remains elevated
but it is not channelled toward glucose synthesis (see gray
squares in Fig. 5), neither toward triacylglycerides synthe-
sis, since the stimulation in trincylglycerides pro-

1986; Breton et al., 1987; Korzeniewski and Froncisz,
1992; Garcia et al., 1997),

Substitution of lactate for a distinct substrate, namely
ethanol, might give further insight in the antagonism be-
tween epincphrine and the NSAID, as well as in the
hepatic m:mbohc route(s) favored by plmxncum adminis-
tration, B I was sel d b ina prevmus report
from our laborntory it was showed that piroxicam alone
stimulates ethanol consumption and modify mncylglyc-
erides content in isolated rat heg ytes (Saldaii
et al, 1996). In addition, ethanol elevates fatty nculs
synthesis (Bremer and Osmundsen, 1984; Brindley, 1988;
Yang et al., 1996; Yu and Cronholm, 1997), but inhibits
gluconeogenesis (Krebs et al., 1969; Sugano et al., 1980).
Figs. 6 and 7 show a three-dimensional plots with ethanol
consumption. glucose release and lriacylglycerides content
data in the presence or absence of piroxicam and

hrine. In this integrated plot can be observed that

moted by piroxicam is blocked by epinephrine; therefore,
the stimulation of an alternative metabolic pathway must
be considered. This last possibility is supported by the lost
of correlation between triacylglycerides content, lactate
consumption and glucose release observed with the simul-
taneous presence of cpinephrine and piroxicam. ‘Thus, the
regression coefficient for fitting these last data to Eq. (1) is
r? = 0.07, which strengthens the point that under the ex-
perimental conditions described, another metabolic fate of
Inctate should be enhanced, for instance, liver respiration.
Furthermore, epinephrine promotes mitochondrial oxygen
consumption coupled to ATP synthesis (Taylor et al,

plroxncnm alone (Fig. 6) activates the ethanol consump—
tion, the maximum effect (+60%) is observed with 107¢
M piroxicam (P <0.05). Additionally, piroxicam, in a
dose-depend basis, trincylglycerides content
in hepatocytes with a maximum effect at 1074 M piroxi-
cam (+31%, P < 0.002). The stimulation on ethanol con-
sumption is parallel to the increase of triacylglycerides
in hey ytes, although the gl release is not

modified by piroxicam. Adjusting this data to Eq. (1), the
obtained results are:

m, = 40477 £ 0.103 (percent triacylglycerides con-

tent/percent ethanol consumption)

200 - — 200 | L
E 150 é 150 o N
100 wod ¥
4 a”~ 10 120 140 b 135 120 105 90 [Piroxicam)
Glucose Triacyigtycerides o oM

M'”‘Mb.,:;

triacyiglycerides content in isolated rat h ytes. Cells were incubated
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3
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Fig. 7. Three-dimensional plot of 107® M epinephrine plus (lo"—lo“ M) piroxicam effect on glucose release, ethanol consumption and
described in Section 2 replacing lactate by 50 mM ethanol as substrate. The
plot. Data are p d as in Fg 4. Figs. 6 and 7 maintain the same scales

insented bidimensional plots (a-c) show lateral views of the three-di
for easier comparisons.
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my = —0.73 £ 0.49 (percent wiacylglycerides content/

percent glucose release)

= 124 1 4 50.7 (percent lrmcylglyccndu content)
and r2 = 0.838 (P < 0.02)

Epinephrine alone sti ion 75%
(P < 0.05), without any rise in the content of triacylglyc-
erides or in glucose release. Simultancous presence of
epinephrine and piroxicam keep ethanol consumption cle-
vated but the increase in trincylglycerides content, ob-
served with piroxicam alone, is abolished. Once again the
antagonism between both compounds is manifest. ‘The
regression coefficient for fitting these last data 10 Eq. (1) in
the presence of epinephrine and piroxicam is % = 0,01,
this figure is similar to the value obtained with lactate as
substrate under similar experimental conditions, In the
same way as it was proposed for lactate, an enhanced
metabolic puthway leading to ethanol oxidation seems to
prevail in hepatocytes incubated with the hormone and the
NSAID.

The mechanism by which piroxicam stimulates oxida-
tion of lactate or cthanol is probably the same because
their consumption increase in a linear way for both sub-
stral with each added doses of piroxicam (corrclation
coefficient, r = 0.918). Therefore, the effect of the NSAID
on mitochondrial oxidation was tested. Fig. 8 shows the
effect of piroxicam on oxygen consumption in isolated rat
liver mitochondria, in the presence (state 3) or absence
(state 4) of added ADP. Piroxicam, assayed at doses
comparable to those detected in plasma of patients treated
with piroxicam (20 mg daily, (Brogden et al., 1984;
Rugstad, 1986)), rises significantly, in a dose-dependent
form, the oxygen consumption in resting mitochondria
(state 4); whereas in ADP-stimulated mitochondria (state
3), the oxygen c ption remains hanged. These
resufts confirm an uncoupler activity of piroxicam on
oxidative phosphorylation which was previously reported,
but using higher concentrations of the anti-inflammatory
compound (Mingatto et al., 1990; Salgueiro-Pagadigorria
et al., 1996b). Therefore, the mechanism by which piroxi-
cam stimulates oxidation of lactate or ethanol is probably
due to a general effect of the NSAID uncoupling oxidative
phosphorylation and promoting the oxidation of substrates
in mitochondria. This interpretation makes sense with the
deseribed linear increase in lactate and ethanol
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Fig. 8. Effect of p i on oxygen ption by isolated rat liver
mitochondria. Mitochondria were isolated as described in Section 2.
Mitochiondria (2 mg protein) were added to an incubation mixture con-
taining 260 mM mannitol, 3.3 mM phosphate-tris, 2.6 mM MgCl,, 3.3
mM KCI, 0.44 mM EGTA, and 4.3 mM TES. pH 7.4; in addition, 6.6
mAt sucunale or 33 mM glutamaie plus 3.3 mM malate, were added as

piration was stimulated with 410 nmol ADP (state 3). (a)
ADP-stimul oxygen ¥ {state 3} with succinate (0), or

[
tion in the presence of different doses of piroxicam.

The antagonism of epinephrine on the stimulative action
of piroxicam to elevate the hepatic content of triacylglyc-
crides is probably related to the common ability of both
compounds to activate oxygen consumption in mitochon-
dria. In this way, epinephrine in the absence of piroxicam
stimulates mitochondria 1o provide the ATP necessary to
sustain gluconeogenesis; but the addition of piroxicam
cannot overstimulate mitochondrial activity and therefore
the effect of piroxicam jucreasing the synthesis of triacyl-
glycerides is not observed. Since several other NSAIDs
posses the ability to I oxygen c ion in

glutamate plus malate (O} as substrates. (b) Resting oxygen consumption
(state 4) with succinate (D), or glutamate plus malate (O) as substrates.
Liach point represents the mean £ S.EM. (n = 4).

mitochondria (Van den Berg and Nauta, 1975; Tokumitsu
et al,, 1977; McDougall et al.. 1983: Baiios and Reyes,
1989; Mingatto et al., 1996; Petrescu and Tarba, 1997),
this potential mechanisimn of antagonism could be a more
general property of NSAIDs, not restricted to piroxicam

alone.

B 1, 1

piroxicam r an pler of oxidative
phosphorylation in mitochondria, its effect at the pmolar
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Fig. 9. Bffect of piroxicam on citrullinc syathesis in isolated rat liver
mitochondria. Mitochondria (4.5 mg protein) were isolated as described
in Scction 2 and incubated with: S mM KH,PO,. 15 mM KCL, 3 mM
MgCl;, 16 mM KICO;, 1| mM EDTA, 10 mM succinate, 10 mM
L-omithine, 10 mM NH C), 4 g rotenone, and 75 mM Tdis in 2 ml final
volume, Each point represents the mean 1 S.EM. (n = 4).

range, impairing the ATP-def f ion in mitoct
dria was explored. In this way, the effect of piroxicam on
citrullinogenesis was tested. This activity was selected
because comprises an indispensable step in the urea cycle
and is one of the most important ATP-dependent function
in liver mitochondria. Indeed, carbamyl phosphate syn-
thetase 1, responsible of citrullinog: is the most
abundant enzyme in liver mitochondria (Raijman and Jones,
1976). Fig. 9 shows the effect of piroxicam on citrullino-
genesis in isolated rat liver mitochondria. Piroxicam, in the
wmolar range, increases citrulline synthesis on isolated rat
liver mitochondria. This last effect shows that the mild
uncoupler cffect of piroxicum describcd above do not
lmpcdc this important mi Iria] ATP-d lent func-
tion in the liver. Furthermore, the increase m triacylglyc-
erides content induccd by piroxicam is observed also at
this pmolar range, suggesting that this energy-dependent
stimulation is related to the effects of piroxicam on mito-
chondria.

4. DEcussion

In more integrated experimental models, other NSA]Ds
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the in vivo experiments since NSAIDs modify the plasma
levels of hormones, such as insulin, glucagon and
epinephrine (Bybee et al., 1978; Metz and Robertson,
1980). Hence, the use of isolated hepatocytes seems to be
the suitable model to explore, in deep, the antagonism of
epinephrine and piroxicam. Such antagonism probably is
unrclntcd to the ability of NSAIDs to inhibit prostaglandin
pr landins produce a sxmllnr effect'
lnlublt hepatic gl and i
glycogenolysis in “isolated rat hepalocyles {Wheeler and
Epand, 1975; Brass and Garrity, 1985; Brass et al., 1987;
Brass and Garrity, 1990; Okumura and Saito, 1990; Oku-
mura et al., 1988a,b).

It is important to considerate that patients trcated with
piroxicam (20 mg daily) usually show steady-state plasma
concentrations in the range from 13 to 40 pM (Brogden et
al.,, 1984; Rugstad, 1986). Thercfore, the piroxicam effects
described in this paper are medically relevant since they
arc statistically significant at the therapeutical concentra-
tion range for piroxicam or even below this range.

Interestingly, other effects of different NSAIDs at
nanomolar concentrations, quite below their therapeutical
range, have been reported previously: the median in-
hibitory concentration (ICyy) values for cyclooxygenase-2
activity in intact cells are 3 nM for diclofenac (Pilbeam et
al., 1997) and 24 nM for piroxicam (Frolich, 1997); the
IC,, values for cyclooxygenase-1 are 1 nM for flunixin
and flurbiprofen (Riendeau et al., 1997); the 1Cyy values
for the potentiation of morphine inhibition of y-amino-
butyric acid-depend synaptic tr jon in rat neu-
rons are 6 nM for indomethacin, and 57 nM for piroxicam
(Vaughan, 1998). Inclusive, Raisz et al. (1989) pointed out
that piroxicam at very low concentrations (107'° M)
paradoxically elevates prostaglandin production in cultured
rat calvaria. In addition, the reported inhibitory action of
piroxicam on glucose release induced by epinephrine is
statistically significant from 10~ =% M (Fig. ).

In 1 the ism of piroxicam on

T 1 ind g gl production is observed at
nmolur range, whereas piroxicam effects on mitochondrial
functions are significative only at pmolar range. Thereof,
the nmolar action of the NSAID might interfere with the
transduction system switched on by the hormone, and this
nanomolar action seems to be independent of the pmolar
effects of piroxicam on mitochondrial functions.

Ach tod
cknow

showcd also an nntugomsm with the activation of t
[; y by h Thus d b nnd sali-
cylate d incphrine- and g| u-induced glyco-

y
genolysis in vivo (thcler and Lpand 1975; Ganguli et
al., 1979; Miller et al., 1983, 1985), and naproxen inhibits
glycogenolysis stimulated by norepinephrine in perfused
rat liver (Nascimento et al,, 1995). However, an explana-
tion of this antagonism becomes particularly difficult in
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Non-steroidal anti-inflammatory drugs inhibit
epinephrine- and cAMP-mediated lipolysis in isolated
rat adipocytes
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Abstract

Acute ethanol intoxication increased triacylglycerides (TAG) and thiobarbituric acld reactive
substances (TBARS) in liver and pr d the lib 1 of epinephrine. Four non-steroidal
anti-inflammatary drugs (NSAIDs) - aspirin, naproxen, nimesulide and piroxicam - prevented
this increase in TAG and TBARS. Because fatty acids provided by adipose tissue contribute
substantially to elevated hepatic TAG in ethanol-intoxicated rats, it was thought that the
NSAIDs might reduce epinephrine-stimulated lipolysis in these rats. Isolated rat adipocytes were
activated with epinephrine in the presence or absence of the NSAIDs. The NSAIDs inhibited
epinephrine-stimulated lipolysis. These drugs did not modify the binding of dihydroalprenolotl
(f-adrenergic agonist) to their receptors in isolated guinea-pig liver membranes. The NSAIDs,
at concentrations 3000-fold lower than that of ¢cAMP, inhibited stimulated lipolysis by this
messenger. In conclusion, aspirin, naproxen, nimesutide and piroxicam reduce the release of
fatty acids from adipose tissue to the liver by inhibiting the epinephrine-stimulated lipolysis,
and this, in part, explains the protective action of these NSAIDs against hepatic signs of acute
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hanol intoxication.

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) exert their anti-inflammatory,
analgesic and antipyretic actions, at least in part, by inhibition of the enzyme
cyclooxygenase (Vane 1971). More recently, other pharmacological activities of
these compounds have been described. Yin et al (1998) reported that aspirin and
salicylate inhibit in-vitro and in-vivo the activity of I«B kinase-#, thus impairing the
release and mobilization of NF-«B, a key cellular regulator of the inflammatory
respouse. In an in-vivo model of acute inflammation, Cronstein et al (1999)
demonstrated that aspirin and salicylate worked by promoting the release of the
anti-inflammatory autacoid idenosine. Many of the effects of NSAIDs that are not
mediated by cyclooxygenase are thought to be owing to interference with some step
of the extensively distributed signal transduction systems associated with cell
membrines (Riveros-Rosas et al 1999). Thus, it might be expected that NSAIDs
would antagonize some hormone-induced and ncurotransmitter-induced respon-
ses. An antagonism between catecholamines and NSAIDs has been documented for
in-vivo experiments (Johnson et al 1994) and for the metabolic responses of
epinephrine and piroxicam in isolated rut hepatocytes (Riveros-Rosas et al 1999).
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In this work, the ability of four NSAIDs — aspirin,
naproxen, nimesulide and piroxicam - to inhibit epine-
phrine-stimulated lipolysis in isolated rat adipocyles
was assessed in an attempt to explain the observation
that these compounds prevented the hepatic increase of
triacylglycerides (TAG) and thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) in rats administered high doses of
cthanol (Zentella de Pifia et al 1992, 1993). The four
NSAIDs chosen are extensively used in humans. In
particular, aspirin was chosen because it is the standard
model with which to compare and evaluate other
NSAIDs. Some advantage or difference with reference
to aspirin was sought for the remaining selected
NSAIDs; naproxen is better tolerated, nimesulide acts
preferentially on cyclooxygenase 2, and piroxicim has
a longer halftlife (Inscl 1990).

An excessive mobilization of lipids from the adipose
tissue was claimed to be the main causce of the resulting
fatty liver after acute cthanol ingestion (Horning ¢t al
1960), and ethanol in large doses increases the release of
catecholamines and other lipolytic hormones (Vogel et
ul 1986). If the NSAIDs interfere with the stimulatory
action of epinephrine in isolated adipocytes, this eflect
might help to explain the results of our previous studies
(Zentella de Pina et al 1992, 1993). A single report in the
literature deals with this topic: Stone et al (1969) demon-
strated that 5x 107! M sodium salicylate reduced the
rate of lipolysis in isolated rat adipocytes incubated with
5% 1077 M norepinephrine or 0.1 mM dibutyryl cyclic
AMP plus 10736 theophylline, or 1.0 mm dibutyryl
cyclic AMP plus 4 x 107 M theophylline.

Antmals

Male Wistar rats, 200-240 g were fed ad libitun with a
commercial diet (Nutricubos, Purina, México). They
were fasted overnight, but had free access to water, Rats
were decapitated and the epididymal fat pads from (wo
rats were isnmediately removed. The Ethics Committee
of the School of Medicine at the National University of
México approved the experiments in accordance with
the International Animal Care and Use Committee.

Chemicals and reagents

ATP, (&) alprenolol, NAD, glycerol, thiobarbituric
acid, epinephrine, aspirin, naproxen, nimesulide, piroxi-
cam, dibutyryl cAMP, glycerol-3-phosphate oxidase,
glycerokinase, Triton X-100, N-2-hydroxyethylpipera-
zine-N"-2-cthanesulfonic acid (HEPES), 4-clorophenol,

(é:'L ’

4-aminoantipirine, peroxidase, and albumin were all
obtained from Sigma (St Louis, MO, USA); /[ propyl-
2,3-’H]dihydroalprenolol (120 Ci mmol~*) was supplied
by New England Nuclear Co (USA); EDTA, ethanol,
glucose and magnesium sulfate were obtained from
Baker (Edo de México, México).

Lipolysis experiments

Isolated adipocytes were obtained by the method of
Rodbell (1964) as modified by Honnor et al (1985) with
the main purpose of obtaining cells with low basal levels
of cAMP. In brief, fat pads from two rats were cut up
with fine scissors. Digestion was performed with | g of
J_r_ujnccd,pud in 10 mL collagenase (1 mgmL~*) for
Ao min, with vigorous shaking, in 1% defatted bovine
serumalbumin (BSA ; fraction v) in Ringer Krebs media,
pH 7.4. The Ringer Krebs was enriched with 25 mMm
HEPES adjusted to pH 7.4, 2.5 mMm CaCl,, 2 myM glucose
and 200 nm adenosine. Cells were filtered through nylon
cloth. After three cycles of centrifugation (1 min each)
at 220 g, elimination of the solution lying below the fat
citke, and resuspension in 1% BSA in Ringer Krebs
enriched solution, the fat cake was weighed; 1.0 g of this
wet weight of cells were suspended in 1.25 mL Ringer
Krebs enriched solution in which the concentration of
BSA was raised to 4% instead of 1%. Lipolysis was
assayed in 100-4L aliquots of this suspension added to
700 #L of incubation medium, pre-warmed to 37°C,
which consisted of 4% BSA in Ringer Krebs enriched
solution plus epinephrine or dibutyryl cAMP with or
without each of the selected NSAIDs. Incubation was
performed at 37°C for 30 min. The adipocytes were
dispersed during incubation by shaking at 160 cycles
min~', Lipolysis was stopped by transferring the tubes
from 37°C to an ice bath after 5 min, The tubes were
then centrifuged at 10000 ¢ at 4°C for 10min. An
aliquot of 100 &L from the solution lying below the fat
cake was carefully transferred to a new tube to measure
liberated glycerol. Glycerol was estimated by a colori-
metric method recommended by Warnick (1986). In
this method, glycerol is converted to glycerol 1-phos-
phate in the presence of glycerol kinase and ATP;
glycerol l-phosphate was oxidized with the aid of
glycerol 3-phosphate oxidase to produce equimolecular
amounts of H,0, and dihydroxyacetone phosphate.
H,0, was reacted with phenol, aminoantipirine and
peroxidase enzyme to give a quinoneimine dye pro-
portional to the content of the H,0, present.
All NSAIDs were assayed at a concentration of
3 x 10-¢ M. This concentration was recovered in plasma
of individuals receiving a single therapeutic dose of



piroxicam (Insel 1990). On an equimolecular basis,
piroxicam is the most potent of the four NSAIDs used
in this study (Insel 1990).

Membrane preparation

Liver plasma membranes were prepared from male
guinea-pigs (450-500 g)after homogenization in a hypo-
tonic solution (I mM NaHCO;,) with a Dounce glass
device (four strokes), according to the procedure, up to
step 11, devised by Neville (1968). Membrianes were
resuspended in 50 ma Tris-HCL pll 7.4, containing
10 mm MgCl, and stored in liquid nitrogen at -70°C
until use (within 2 weeks); protein was measured by the
method of Bradford (1976).

Saturation-binding and competence
experiments

Saturation-binding assays for g-adrenorcceptors were
performed in triplicate with 100-4g samples of mem-
brane protein, Membranes were incubated in 50 ms
Tris-HCI, pH 7.4, containing 10 mm MgCl, with cight
increasing concentrations of [*H]dihydroalprenolol
(0.1-30 nm). Non-specific binding was obtained in the
presence of 10 s cold alprenolol in a final volume of
0.25 mLat 37°Clor 10 min (Reyes-Salcido & Villulobos-
Molina 1999). The sime protocol was followed in tubes
supplemented with 50 ma ethanol. Samples were filtered
through a Brandell cell harvester (Gaithersburgh, MDD,
USA) over Whatman GF/C filters with three washes of
S mL ice-cold binding bufler. After drying the filters,
5 mL Triton-xilene scintillation liquid was added and
radioactivity in the filters was determined in a liquid
scintillation spectrometer (Beckman LS6000SC) at 63 %
cfliciency. Specific binding was 50-55% at the K, for
[*HIdihydroalprenolol.

For competence  experiments,  binding  for
[PH]dihydroalprenolol (at the concentration of the
calculated K,) was challenged to compete with each of
the NSAIDs and incubated in triplicate at 14 different
concentrations ranging from 3 x 10°%10 3 x 10°* M. Each
complete experiment was repeated three times, either
in the absence or presence of 50 mm ethanol.

Calculations and statistical analysis

Each vitlue in the figures is the mean of six independent
experiments in which adipocytes were stimulated with
epinephrine or dibutyryl cAMP, and three independent
experiments in which adipocytes were stimulated with
epinephrine or dibutyryl cAMP supplemented with one
of the NSAIDs. The glycerol values are expressed as
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mean +s.d. Differences in dose-response curves between
the stimulated cells with epinephrine or dibutyryl cAMP
and the stimulated cells plus one of the NSAIDs werc
analysed by one-way analysis of varinnce followed by
Dunn’s multiple comparison test recommended for un-
paired samples (Sigma Stat for Windows, version 1.0;
Jandel Corporation, San Rafacl, CA, USA). In all
analyses, P < .05 was taken as the level of significance.
The concentration and allinity of g-adrenoreceptors
were determined in three and eight separate experiments
by saturation binding and Scatchard analysis using the
non-lincar curve-fitting  EBDA-LIGAND program
(Biosoft, Elsevier, Cambridge, UK). Student’s f-test for
unpitired observations was used to compare the B,
and allinity between groups.

Reéults B =

The dose-response curve for epinephrine-stimulated
lipolysis is shown in Figure 1. High doses of the hor-
mone were used to show the wide physiological reserve
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Figure 1 Effect of different concentrations of NSAIDs on epine-
phrine-stimulated glycerol release in uul.l(td rat adipocy! tes. .»\dmo-
cytes were il d with difl s of epinephrine
alone (@) orinthe presence of 3 x 107* araspirin (), naproxen (@),
nimesulide (&) or piroxicam (W) All samples were incubated for
30minat37°C.E ch\.llucnprcsunsth:mcnn+s d. forsix Indmdunl
assays in adipocytes bated with epinephrine and three individ
assays in adipocytes uuub.u:d with epitephrine plus one of the
NSAIDs, * P < 0.05, epineph d cells vs epinephrine plus one
of the NSAIDs.
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Table 1 Receptor number (By,,,) and K, for ["H]dihydronlprenalol
in isolated hepatocyte membranes.

Incubation medium B,,, (fmal K, (nv1)
(mg protein)!)

In the absence of ethanol 21674539 (n=8) 89+1.6(n=8) . .

With 50 mm ethanol 18404435 =3) 23.6128(hnw3)

Values arc mean+s.c,

response of the prepared adipocytes and also to test
whether the pharmacological doses of the NSAIDs
could act at physiological as well as supra-physiological
doses of epinephrine. The four NSAIDs used in this
study exhibited a clear inhibitory action on cpinephrine-
stimulated lipolysis. The inhibitory action of the
NSAIDs recorded in the absence of epinephrine was not
statistically significant (Figure 1). In epinephrine-stimu-
lated lipolysis, the inhibitory action of the NSAIDs was
statistically significant and was maintained even when
the concentration of cach NSAID was 33-times lower
than the concentration of the stimulatory hormone
(Figure 1). The results showed a trend of potency in this
assay in the following order: piroxicam (the most
potent) > naproxen > nimesulide > aspirin. However,
differences among NSAIDs were not statistically signifi-
cant.

The main epinephrine receptor localized in rat adipo-
cytesis of the #subtype. Therefore, the ability of ethanol
and the sclected NSAIDs to modulate the binding to
this receptor of dihydroalprenolol, a model g-adrencrgic
agonist, was studied. Displacement curves for
*H]dihydroalprenolol (189 nM, K,y in Table 1) to
A-adrenergic receptors were established for aspirin,
naproxen and piroxicam. Under the experimeatal con-
ditions studied here, the presence of alcohol had no
statistically significant cffect on the binding of di-
hydroalprenolol to the receptor, as evidenced by the
similar B, and K, values (Table 1). None of the
NSAIDs tested had a statistically significant effect on
the binding of dihydroalprenolol to the receptor.

The next step was o assay the capacity of NSAIDs to
modify the stimulatory action of cAMP, the second
messenger involved in the process of g-receptor stimu-
lation of lipolysis. Dibutyryl cAMP increased glycerol
release in a dose-dependent manner, as previously docu-
mented (Figure 2). The NSAIDs tested here reduced
this stimulatary action, although the concentration of
theanti-inflammatory agents was maintained at 33-3333
times lower than the concentration of cAMP (Figure 2).
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Figure2 Effect of different concentrations of NSAIDs on dibutyryl
cAMl'-slimululed glycerol rel:asc in isolated rat adipocytes. Adipo-
cyles were incubated with di ions of dibutyryl cAMP
alone (@) or in the presence of 3 x 10“ M aspirin (@), naproxen (@),
nimesulide (A) or piroxicam (W). All samples were incubated for
30 minat 37°C. Each value represents the mean + s.d. for six individual
assays in adipocytes incubated with dibutyryl cAMP and three in-
dividua) assays in adipocytes incubated with dibutyryl cAMP plus one
of the NSAIDs. *P < 0.05, cAMP-stimulated cells vs cAMP plus one
of the NSA1Ds.

‘The results showed a trend of potency in this assayin the
following order: aspirin (the most potent) > nime-
sulide > naproxen > piroxicam (Figure 2). However,
differences among NSAIDs were not statistically sig-
nificant. Interestingly, this trend was the exact opposite
of that observed with the lipolysis assay in Figure 1.

This work demonstrates that the stlmulalory action of
epinephrine on epididymal adipose tissue mediated by
cAMP was diminished by the presence of four different
NSAIDs at concentrations considered below (heir
therapeutic range. This inhibitory action should be
added to the growing list of biological effects exhibited
by NSAIDs; to date, no connection between cyclo-
oxygenase activation and "catecholamine signalling
pathway has been reported.

The results help to explain some effects of NSAIDs
that limit the metabolic disturbances produced in the
liver after acute intoxication with ethanol. Admini-




stration of cthanol at doses of 5 g kg™ bodyweight leads
toanincrease in the hepaticcontent of TAG and TBARS
(Zentella de Pifia et al 1992, 1993), and to a 6- to 20-fold
greater sccretion of epinephirine (Vogel et al 1986), a
hormone with marked lipolytic action. An increased
mobilization of falty acids from the storage tissucs is an
important contribution to the fatty liver observed after
ethanol intoxication (Horning ct al 1960). On the other
hand, pharmacological doses of NSAIDs (Insel 1990)
partially reversed the hepatic increase in TAG und
TBARS promoted by cthanol intoxiciation (Zentella de
Pifin et al 1992, 1993), and, to dite, no explanation has
been offered for this action, The inhibitory effect of
NSAIDs on the epinephrine-mediated lipolysis de-
scribed here can provide an experimental framework
with which to explain the beneficial actions of some
NSAIDs against the deleterious effects of ethanol on the
liver. Thus, in animals intoxicated with high doses of
cthanol, NSAIDs diminished the stimulatory effect of
an clevated concentration of cpinephrine, decreasing
the release of fatty acids from the epididymal fat pad
cells to the liver and maintaining the hepatic pool of
TAG at near normal values. Interference with the hepa-
tic availability of fatty acids for peroxidation reactions
might be related to the mirked reduction of TBARS in
the liver of ecthanol-intoxicated rats treated with
NSAIDs (Zentella de Pia et al 1992, 1993).

The metabolic antagonistn between epinephrine and
NSAIDs is not limited to lipolysis in adipocytes; in
isolated rat hepatocytes, piroxicam blocked epineph-
rine-mediated glucose rele: from lactate (Riveros-
Rosas et ul 1999). The kick of effect of the different
NSALDs on dihydroalprenolol binding to the epineph-
rine receptors on guinea-pig cell membranes, together
with the reduced dibutyryl cAMDP-dependent lipolysis
of rat adipocytes, suggests that NSAIDs interfere with
the epinephrine pathway at or downstream of the
cAMP-dependent protein Kinase,

Ethanol and NSAIDs are among the most consumed
drugs by humans, This work highlights the need to be
aware of, and to extend the information available on,
the interplay between simultancous presence of acute
cthanol intoxication and the pharmacological use of
NSAIDs. Results of this study are limited to the acute
usc of both compounds und the potential antagonism of
these drugs at the level of the adrenergic hormones
acting on lipolysis. In this particular case, the antag-
onism appears profitable to the liver, impairing some
toxic effects of ethanol alone by limiting the availability
of futty acids provided by adipocytes. Nevertheless,
chronic use or abuse of both compounds might offer a
different picture in which the interplay between these
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molecules may be broader, and may include other
cellular types apart from adipocytes and hepatocytes
(Riveros-Rosas et al 1999) and additional regulatory
systems such as control of genetic expression. Know-
ledge of the relationship between cthanol and NSAIDs
is necessary in the clinical setting to better understand
the possible gains and risks of chronic use of NSAIDs
in chronic alcoholics.

Conclusions

The results of this work show that pharmacological
doses of NSAIDs can affect the release of fatty acids
from deposits by inhibiting the action of e¢pinephrine on
adipocytes. Furthermore, some metabolic disturbances
observed in the liver of rats acutely intoxicated with
ethanol can be prevented by limiting the availability of
fatty acids to the liver by an inhibition of lipolysis.
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