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RESUMEN 

En la literatura internacional se registra que la intoxicación alcohólica (5 g/kg 

peso o más) promueve estrés oxidativo hepático, hfgado graso y aumento en la 

secreción de epinefrina; también se sabe que en ese hlgado se propicia la 

peroxidación de los ácidos grasos y que el glutatión se consume al limitar los daños 

promovidos por el estrés oxidativo. Nosotros encontramos que los anti-inflamatorios 

no esteroideos (NSAID)-aspirina, naproxén, nimesulide y piroxicam-contrarrestan 

en el hlgado los siguientes efectos producidos por la Intoxicación aguda· con etanol: 

aumento en Jos triacilglicéridos y en la poza de especies reactivas al ácido 

tiobárbltúrico y disminución del glutatión total. Con excepción del nimesulide, los 

· ·otros NSAID abaten además Jos niveles de etanol en sangre. La intención en esta 

. tesis fue profundizar a nivel molecular en el origen del antagonismo entre las 

acciones del etanol y las de los NSAID. 

La hipótesis de trabajo que se sostiene en la tesis es que, en el modelo del 

animal Integro intoxicado con etanol, las alteraciones hepáticas producidas por este 

tóxico resultan de la sumatoria de las respuestas que el propio etanol desencadena 

en diferentes estirpes celulares, incluyendo al hepatocito. En consecuencia una 

acción 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 alteración prevenible por los anti-inflamatorios. 

Para este trabajo en particular se consideró a la descarga adrenérgica causada 

por la intoxicación con etanol como el desencadenante de la movilización de ácidos 

grasos del tejido adiposo y a su vez como la causa más probable de hlgado graso, 

de manera que si los NSAID llegan a impedir la acción de la epinefrina en el tejido 

adiposo, esto es, bloquean la liberación de ácidos grasos de dicho tejido, podrian 

limitar de manera importante las lesiones observables en el hígado después de una 

intoxicación 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 lipólisis estimulada con epinefrina, b) en caso de 

que los NSAID actúen sobre la lipólisis estimulada, investigar el mecanismo de 

acción de esos anti-inflamatorios y c) definir el efecto del etanol y el acetaldehido (a 

las concentraciones detectadas en la sangre de los sujetos intoxicados con etanol) 
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sobre la lipóllsis estimulada con AMPc, en ausencia y en presencia de los anti

inflamatorios usados. 

En adipocitos aislados los NSAID inhiben la lipólisis estimulada por epinefrina. 

Esos mismos 4 NSAID, en ausencia o en presencia de 50 mM etanol tal como 

sucede en el animal intoxicado, no modifican la unión ("binding") del agonista p
adrenérgico, dihidroaiprenolol, a su receptor. Los NSAID a concentraciones 3 000 

veces más bajas de las usadas para estimular con el AMPclclico (10'3 M) inhiben la 

activación de la lipólisis promovida por el nucelótido clclico. A su vez, el etanol y el 

acetaldehido, empleados a las concentraciones sangulneas que se registran en los 

bebedores, esto es de 50 mM y 50 µM respectivamente, el primero inhibe y el 

segundo estimula la lipólisis estimulada por el AMPc. Sin embargo, ni el etanol ni el 

acetaldehido modifican la acción inhibitoria de los NSAID sobre la lipólisis estimulada 

con AMPc. A semejanza de lo que sucede con la insulina sobre la lipólisis, los NSAID 

aumentan la formación de H202 en el adipocito. Además, el AMPc tiende a bajar los 

niveles de H202 alcanzados por los NSAID. En conclusión, es muy probable que los 

NSAID estudiados, en un proceso en el que participa el H202, inhiban la lipólisis 

hormono-estimulada. 

Estos hallazgos ayudan a explicar el mecanismo de acción protectora de los 

NSAID, revirtiendo las alteraciones hepáticas producidas por la intoxicación aguda 

con etanol: inhibición de la lipólisis estimulada por AMPc - .. disminución de ácidos 

grasos recibidos por el hlgado y ausencia de hlgado graso .. menor peroxidación al 

haber menor poza de ácidos grasos --• menor estado de tensión oxidativa .. menor 

consumo de glutatión. La contribución relativa de esta menor movilización de ácidos 

grasos hacia el hlgado mediada por los NSAID durante la intoxicación etilica aguda 

con respecto al daño oxidativo en el hlgado está aún en espera de ser aclarada. 
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SUMMARY 

Ethanol intoxication with 5 g/kg of body weigh prometes hepatic oxidative stress, 

fatty liver and a rise in adrenergic secretion. lt 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. 

lf NSAID prevent fatty acid liberation by inhibiting epinephrine action then they might 

impede sorne 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 (al 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 p-adrenergic agonist, dehydroalprenolol, to 

their receptor, even if 50 mM ethanol is present. These NSAID, inhibit activated

lipolysis prometed by cAMP, the effect occurred at NSAID concentrations 3 000-fold 
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iower than cAMP (10"3 M), 50 mM ethanol inhibits and 50 ~1M acetaldehyde stimulates 

cAMP-activated llpolysis. These concentration of ethanol and/or acetaldehyde do not 

interfere with the lnhibitory action of NSAID on cAMP-activated lipolysis. Selected 

NSAID stimulate the formation of H202 in isolated adipocytes and cAMP lower the 

H202 levels increased by NSAID. In conclusion, the inhibitory action of NSAID on 

epinephrine-(or cAMP)-stimulated lipolysis is probably mediated by H20 2 . 

These findings contribute to explain the protective action of NSAID reverting 

hepatic disturbances produced by acule ethanol intoxication: inhibition of cAMP

activated lipolysis -.. decrease in fatty acids accepted by the liver and absence of 

fatty liver - .. decrease in lipid peroxidation dueto 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 acule ethanol intoxication 

with respect to oxidative damage in the liver remains to be clarified. 
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ANTECEDENTES 
La historia del hombre está ligada al consumo de alcohol, pero nunca como 

ahora el alcoholismo es causante de una enorme problemática que afecta todas las 

esferas sociales y económicas (Williams et al .. 1988) y peor aún, cada vez afecta la 

salud de mujeres y de hombres más jóvenes (Schuckit e lrvin, 1988). Sin embargo, el 

consumo de alcohol en cantidades moderadas tiene efectos psicotrópicos muy 

importantes que pueden redundar en beneficio para la salud (Zentella de Piña et al., 

1989 y 1991). Mientras que los animales lo beben generalmente porque no tienen 

otra alternativa, la mayorla de los humanos encuentra placentero su consumo por 

estimular el apetito, ser tranquilizante, causar euforia y sedación; además, el 

consumo de etanol tiende a evadir en el consumidor las restricciones sociales e 

induce un aumento transitorio del sentimiento de autoestima; más aún, 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 habitúa a su uso 

exagerado. 

Desde hace siglos se identifica al hlgado como uno de los tejidos 

preferentemente dañados en el humano por la ingestión, tanto aguda como crónica, 

de etanol. La relación entre el etanol y los anti-inflamatorios no esteroideos (NSAID, 

su abreviatura más empleada en la literatura biomédica a partir del nombre en inglés: 

nosteroidal anti-inflammatory drugs) surgió por una comunicación personal del Dr. 

Armando Dlaz Belmont en la Cllnica de Atención a Problemas Relacionados con el 

Alcoholismo del Hospital General de México. Este médico observó que los pacientes 

reumáticos con una importante hepatopatla alcohólica, al ser tratados con NSAID 

evolucionaban mejor que los que no consumlan anti-inflamatorios. De ahi que 

pareciera interesante investigar por qué las alteraciones hepáticas durante la 

intoxicación alcohólica son paleadas por los dichos NSAID. 

Esta tesis se presenta como un resumen de mi actividad de investigación 

durante varios años. Asi, no aspira a ser una versión ampliada de una publicación 

concreta (Zentella de Piña et al., 2002), sino que se ofrece como un conjunto de 

trabajos de investigación que paulatinamente se fueron integrando y organizando a 

través de una idea unificadora, que permite un análisis razonado sobre la interacción 

5 



entre las acciones· moleculares desencadenadas por el etanol, el tóxico más 

empleado por el hombre (Williams et al., 1988) y los NSAID, el grupo de fármacos 

más prescrito por los médicos (Langman, 1988). Incluso se incorporan a la tesis 

resultados más recientes que se espera sean objeto de próximas comunicaciones. 

Dada la dificultad de analizar a nivel molecular los resultados observados por 

Dfaz Belmont, se estableció un modelo animal de intoxicación aguda con etanol en el 

que se reprodujeron algunas de las acciones tóxicas bien identificadas al administrar 

etanol. Resultó muy halagüeño constatar que varias de esas alteraciones eran 

menores al administrar los NSAID seleccionados. La parte más compleja, y la que 

abarca la mayor proporción de esta tesis, fue la de avanzar en una explicación 

molecular sobre los efectos benéficos de los NSAID. La dificultad se debió en parte, 

a que hubo que buscar la respuesta en tejidos diferentes al hepático. 
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INTRODUCCIÓN 

Las primeras publicaciones internacionales referentes al efecto de varios 

NSAID, limitando algunas acciones tóxicas resultantes de la intoxicación aguda por 

etanol, se realizaron en mi laboratorio (Zentella de Piña 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 hepatotóxicas por exceso 

en el consumo agudo de etanol; una, la acumulación de triacilglicéridos (TAG) 

hepáticos (Fig. 1) y otra, la elevación de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Fig. 

2). La determinación de las ROS se efectuó mediante la cuantificación de 

malondialdehido (MOA) y otros aldehidos, por lo que con más propiedad se le 

conoce como la reacción con el ácido tiobarbitúrico (TBARS), la cual es el indicador 

más usado en la literatura internacional para cuantificar los radicales libres del 

oxigeno (Halliwell, 1995). Al respecto se sabe que el metabolismo hepático 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 etanol sanguineo, en 

comparación con los controles que solamente reciben la misma dosis única y 

elevada de etanol (Fig. 3) (Zentella de Piña el al., 1992; Zentella de Piña et al., 

1993), y 2) algunos NSAID, en particular el piroxicam, impiden además la 

disminución en los niveles de glutatión hepático a consecuencia de una intoxicación 

aguda por etanol (Tabla I) (Zentella de Piña et al., 1994). 

Si bien algunos datos del laboratorio indican que cuando menos el piroxicam 

acelera la oxidación hepática del etanol (Riveras-Rosas el al., 1999), a la fecha no 

existe una explicación integral de la capacidad de varios NSAID para disminuir la 

concentración sanguinea de etanol. En relación con los mencionados tres efectos de 

los NSAID, previniendo las acciones tóxicas del etanol en el higado, resulta 

conveniente una aclaración preliminar. La acumulación de TAG hepáticos es una de 

las acciones tóxicas del etanol descritas desde hace más de 50 años, por lo que en 

esta tesis se describen las hipótesis que n:iejor ayudan a explicar la alteración, para 

después tratar de investigar el por qué los NSAID limitan ese cúmulo de TAG 

hepáticos a pesar de la presencia del etanol. La elevación de TBARS y la 

7 



disminución del glutatión, ambos efectos detectados en el hlgado a consecuencia de 

la intoxicación etiiica, son indicadores celulares del también descrito cuadro de estrés 

oxidativo ocasionado por el etanol y son indicadores cuya presencia es disminuida 

por la administración de los 4 NSAID aqui usados. Por lo mismo, en la tesis se 

revisan las hipótesis más recientes sobre el origen del estrés oxidativo promovido por 

la intoxicación 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 elevación de los TAG 

hepáticos, como en el de activación del estrés oxidativo en el mismo hlgado, las 

hipótesis más probables para explicar las acciones tóxicas del etanol involucran una 

activa participación de tejidos extra-hepáticos, por lo que la elección de modelos 

experimentales para entender algunos de los efectos de los NSAID incluyó el empleo 

de tejidos extra-hepáticos en el intento de resolver un problema que se manifiesta en 

el hlgado. 

Acciones tóxicas del etanol 

En este apartado sólo se revisan algunas acciones producidas por el etanol en 

el hígado de los mamiferos, en particular las acciones del tóxico que muestran 

relación o relevancia sobre la acumulación de material graso en el hígado. Este ha 

sido tema de estudio desde hace muchos años, sin embargo, la secuencia de 

eventos desde su instalación hasta el daño hepático irreversible aún no se conoce en 

su totalidad a nivel molecular. En vista de la vastedad del campo, se limitó al análisis 

a aquellas acciones deletéreas ocasionados por una intoxicación aguda con etanol 

en el hlgado y que han mostrado ser controladas por mediación 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 información y 

puede ahondarse en el análisis. Se escogió la intoxicación aguda con etanol (5g/kg 

de peso corporal) por vla orogástrica, 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 hepáticos. Etanol (•) administrado por sonda orogástrica 5 g, 
equivalentes a 37.5 kcal/kg de p.c. como solución al 30% más 0.9% de NaCI 
cantidad equivalente a la usada para disolver los NSAID. Etanol más aspirina 56 
mg/Kg p.c. una sola dosis ('11'), refuerzo con una segunda dosis idéntica (•). Etanol 
más naproxen 7 mg/Kg p.c. (+). Etanol más nimesulide 30 mg/Kg p.c. (•). Etanol 
más piroxicam 1 O 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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Fig. 2. Efecto del etanol y los NSAID sobre el curso temporal del contenido de 
malondialdehido (MAD) en el hlgado. Etanol(•) administrado por sonda orogástrica 
5 g, equivalentes a 37.5 kcal/kg de p.c. como solución al 30% más 0.9% de NaCI 
cantidad equivalente a la usada para disolver los NSAID. Etanol más aspirina 56 
mg/Kg p.c. una sola dosis (Y), con una segunda dosis de aspirina a las 8 h (•). 
Etanol más naproxen 7 mg/Kg p.c. (•). Etanol más nimesulide 30 mg/Kg p.c. (•). 
Etanol más 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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Fig. 3. Efecto de los NSAID sobre el curso temporal de la concentración de etanol en 
sangre. Etanol (•} administrado por sonda orogástrica 5 g, equivalentes a 37.5 
kcal/kg de p.c. como solución al 30% más 0.9% de NaCI cantidad equivalente a la 
usada para disolver los NSAID. Etanol más aspirina 56 mg/Kg p.c. (•} una sola 
dosis, con una segunda dosis de aspirina a las 8 h (•). Etanol más naproxen 7 mg/Kg 
p.c. (+). Etanol más nimesulide 30 mg/Kg p.c. (•). Etanol más 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 1 

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PIROXICAM SOBRE LA POZA DE 

GLUTATIÓN HEPÁTICO EN RATAS 

Glucosa + salina 

Glucosa + piroxicam 

Etanol +salina 

Etanol + piroxicam 

' ~rf§A~':>,\t:Yf~io~lii.t1'.1:GSS~ · , >'~ •·. ·· 
p;¿,'::: >ii!'!<>l~s/g de ph de híga~o .. 

4.62 ± 0.35 
(5) 

3.63 ± 0.20 
(4) 

3.05 ± 0.37* 
(5) 

4.17 ± 0.11** 
(4) 

Las ratas. recibieron dosis lsocalóricas de glucosa o etanol por . vla ·orogástrlca (5 g/kg peso 

corporal). Plroxlcam (10 mg/kg peso corporal). Los datos corresponden al promedio ± error 

estándar con el número de ratas en paréntesis. • p < 0.01 al comparar glucosa +salina vs etanol + 

salina, •• p < 0.03 al comparar etanol +salina vs etanol + plroxlcam. 

En las siguientes páginas del texto se revisan un conjunto de acciones del 

etanol que inciden sobre el hlgado, 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 aclaración 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 intoxicación 

aguda con etanol active la lipólisis en el tejido adiposo periférico y ello eleva los TAG 

hepáticos. Además, se revisan brevemente los ajustes metabólicos en el hlgado que 

favorecen el depósito de TAG hepáticos. También se incluye en la introducción los 

siguientes efectos deletéreos causados por el exceso de etanol en el hlgado: 

aumento de ROS, algunas funciones modificadas por el estrés oxidativo y el 

descenso de glutatión hepático. Al tratar estos tres temas se intenta explicar que si el 

hlgado del animal intoxicado con etanol no recibe ácidos grasos de los tejidos 

periféricos, no desarrolla un cúmulo de TAG, pero tampoco se elevan los RL, ni se 

afectan funciones que dependen del aumento de esos RL, ni se "invierte" el glutatión 
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para as! abatir la elevada poza de los mismos RL. En:concluslón, si los NSAID 

impid~n la liberación de los AGNE de los adlpocitos, é11itar~~ en elhlgado del animal 

Intoxicado, consecuentemente, la elevación de los TAG y de los RL, asl como la 

disminución del glutatión. 

Cambios en la relación NAD.INADH 

Desde hace unas 4 décadas se estableció que en los distintos compartimientos 

celulares, como el citosol y la mltocondria por ejemplo, las deshidrogenasas se 

encuentran en una situación cercana al equilibrio de la reacción, de manera que la 

concentración del sustrato y el producto definen la relación de las respectivas 

coenzimas (Krebs, 1973). El caso general puede ilustrarse asl: 

Sustrato reducido + NAo• Sustrato oxidado + NADH + H' 

En la intoxicación alcohólica, el exceso de etanol en la celdilla hepática, donde 

se oxida el 90% del mismo, desplazará el equilibrio de la deshidrogenasa alcohólica 

hacia la derecha, con un mayor consumo de NAO• y una mayor formación de NADH. 

CH3-CH2-0H + NAO·~ CH3-CH = O+ NADH + H• 

La relación NAD./NADH presente en el hepatocito normal tiene un valor 

cercano a 1000, la intoxicación alcohólica puede descender dicha relación unas 10 

veces, lo que propiciará una elevación de los sustratos reducidos y una disminución 

de los sustratos oxidados de todas las deshidrogenasas del citosol que comparten el 

uso de las coenzimas NAO• y NADH (Krebs, 1968). 

Lanzaderas 

En el citosol de las células presentes en los tejidos de los mamlferos no existe 

un sistema para la "oxidación" del NADH, tal como si existe en las mitocondrias de 

las mismas célul.as, en donde la oxidación del NADH opera como el principal 

alimentador de la cadena respiratoria y consecuentemente de la fosforilación 

oxidativa y la slntesis de ATP. Sin embargo, la membrana mitocondrial interna es 

impermeable al NADH y al NAD•, por lo que las pozas de ambos piridín nucleótidos 

están flsica y funcionalmente separadas (Dawson, 1979). La situación ideal apuntarla 

a que el NADH citosólico pasara al interior de la mitocondria para el uso ya 

mencionado. En el caso de una ingestión elevada de alcohol, el hlgado del individuo 
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intoxicado, a medida que oxida el etanol, convierte cada vez más NAO• citosólico en 

un exceso de NAOH, al grado que se llega a impedir la oxidación de sustratos por la 

falta de NAo• disponible para recibir hidruros provenientes de los sustratos 

reducidos, como el etanol o el lactato. Se considera que la velocidad de conversión 

del NAOH al NAO• citosólico, en el hepatocito, es el principal factor limitante en la 

oxidación de más etanol (Rossiter y Slater, 1973). 

En las células hepáticas se sabe que las llamadas "lanzaderas" participan en la 

solución del problema. En el hlgado de los mamlferos se han descrito dos 

lanzaderas, la del malato/aspartato y la del glicerolfosfato. Lo que sucede con la 

participación 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 NAO• y formado en exceso por el numerador de 

la pareja NAOH/ NAO•, el cual es transferido del citosol a la mitocondria. Las figuras 

4 y 5 ilustran el funcionamiento de las dos lanzaderas más 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. 

Acetaldehido 

El acetaldehido es el primer producto de oxidación del etanol en las células de 

los mamlferos. Se origina por cualquiera de tres caminos enzimáticos descritos: 

deshidrogenasa alcohólica, sistema microsomal de oxidación del etanol (MEOS) o la 

catalasa (Fig. 6). Además el acetaldehido se produce por otro mecanismo no 

enzimático, que es estimulado por la presencia de quelantes de fierro y agua 

oxigenada. Existe una baterla de enzimas (citosólicas, mitocondriales y 

microsomales) con capacidad suficiente para oxidar al acetaldehido y convertirlo en 

acetato, de tal manera que, después de una intoxicación aguda con etanol, las 

concentraciones sangulneas 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 situación en que 

este órgano aumenta su contenido de TAG arriba de las cifras normales. Como se 

mencionó en párrafos previos se sabe que la administración de una dosis alta de 

etanol 5 g/kg de peso corporal (p. c.) produce higado graso. Para explicar la 

acumulación de TAG hepáticos por etanol pueden invocarse varias causas 

particulares, pero es posible que se trate de un problema multicausal y multifactorial, 

donde los efectos del etanol van a depender de otros aspectos fisiológicos entre ios 

que intervienen los genes, la edad, el sexo, la raza, el ayuno, la alimentación, el 

hábito de consumo de etanol, la posible inducción de sistemas enzimáticos capaces 

de activar el metabolismo del etanol (lngelman-Sundberg y Jornvall, 1984) y otros 

más. En la práctica estas variables pueden ser controladas en el laboratorio y para 

ello se emplean modelos de estudio que se detallan más adelante. A continuación se 

analizan brevemente las principales situaciones metabólicas modificables por la 

intoxicación con etanol que pueden ser causa del higado graso. 

Aumento en la slntesis de ácidos grasos hepáticos 

La disminución hepática en la relación NAO+ /NADH, ocasionada por la 

intoxicación alcohólica, canaliza equivalentes reductores del citosol a la mitocondria, 

disminuye la oxidación de equivalentes reductores de la propia mitocondria y llega a 

inhibir el ciclo de los ácidos tricarboxilicos e incluso a lesionar las mitocondrias 

(Kiessling, 1964). Además, el mencionado aumento en la poza de acetato se traduce 

en una elevación en la poza de acetil coenzima A. Esto es, se reemplaza la fuente 

normal de energia en el hígado, los ácidos grasos, por el acetato. 

En este esquema de reajuste, se eleva la poza citosólica del citrato y se 

estimula la actividad de la acetil coenzima A carboxilasa, la enzima clave reguladora 

de la biosintesis de los ácidos grasos. En conclusión, el etanol estimula la sintesis 

hepática de ácidos grasos, tanto in vivo como in vitro (Nikkila y Ojala, 1976, Graham, 

et al., 1975). 
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Existen algunos aspectos no dilucidados: en los animales alimentados, el etanol 

eleva la lipogénesls, pero en los animales ayunados no se observa ese aumento en 

la slntesis de los ácidos grasos {Olivecrona et al., 1972); la administración de 

sorbitol, glucosa y xilitol producen una rápida disminución en la relación NAD./NADH 

a expensas de un aumento en el NADH citosólico en el hlgado, pero no se eleva la 

slntesis de ácidos grasos {Reboucas e lsselbacher, 1961); otros autores, {Slater et 

al.,1964), argumentan que la disminución en la relación NAD./NADH sucede muy 

pronto después de la ingestión de etanol, y también asciende rápidamente; de 

manera que la relación es casi normal cuando la acumulación de grasa apenas 

comienza. 

Disminución de la P-oxidación 

En principio, la inhibición en la p-oxidación de los ácidos grasos se asocia con 

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

sustitución en la disponibilidad de acetato por ácidos grasos. 

1. Durante la oxidación hepática 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 

reoxidación 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 más calorias para 

realizar todas sus funciones lo constituyen los ácidos grasos. Sin embargo, la 

oxidación de las enormes cantidades de etanol en un individuo intoxicado, tal 

como sucede en la realidad, proveerá de grandes cantidades de sustrato en 

forma de acetil coenzima A, que reforzará la sintesis de ácidos grasos, lo cual 

impide la oxidación simultánea de los mismos. 

Efectivamente el etanol in vitro disminuye la oxidación de los lipidos; no 

obstante, otras moléculas disminuyen la oxidación hepática de lipidos, como la 

glucosa, el sorbitol, el xilitol y la nicotinamida y no producen higado graso {Reboucas 

e lsselbacher, 1961). 
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Aumento de la esterificación de los ácidos grasos 

La administración de etanol a las ratas modifica el sistema esterificante en 

microsomas hepáticos. Existen datos en la literatura que reportan un aumento hasta 

de 4 veces en la incorporación de palmitato a TAG (Scheig e lsselbacher, 1965). 

Este aumento de esterificación de ácidos grasos se ha asociado con un aumento en 

higado del a-glicerofosfato, sustrato necesario para la formación de triglicéridos. El 

aumento de cx-glicerofosfato se favorece ampliamente por el desbalance redox de los 

sustratos reducidos presentes en el citosol del hepatocito, debido a un exceso en la 

producción del NADH. 

Anormalidades en la formación de /ipoprotefnas tipo VLDL 

Si bien durante la ingesta crónica de etanol disminuye la sintesis de protelnas 

hepáticas, no se ha demostrado que una dosis aguda y elevada de etanol altere las 

sintesis de las apoprotelnas de fas lipoprotelnas hepáticas, tal como ha sido 

demostrado para el ácido erótico al usarse como productor de hlgado graso. De 

manera que no existe sustento experimental suficiente para considerar en el modelo 

empleado a la sintesis de proteínas como el promotor primario del cúmulo de grasas 

neutras en el hlgado (Mendenhall C.H.L., 1987). 

Estimulación de la lipólisis periférica y de la movilización de ácidos grasos 

provenientes de tejido adiposo periférico 

Antes de analizar esta posible causa de hlgado 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 hlgado parece estar a 

nivel de la mitocondria: la oxidación de los ácidos grasos está deprimida y la slntesis 

de ácidos grasos saturados está aumentada. Por otra parte, desde hace años, los 

efectos hepáticos de etanol in vivo se han explicado adicionalmente a los efectos 

anotados in vitro en el párrafo previo, a un aumento en la movilización de ácidos 

grasos del tejido adiposo al hlgado. Este efecto indirecto del etanol, de acuerdo con 

Horning et al., (1960), estarla mediado por el eje ad reno-pituitario y se basa en varios 

hallazgos reportados por diferentes estudios. A continuación se mencionan los 

fundamentales: la cantidad de grasa acumulada es proporcional a la dosis de alcohol 
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administrada (Reitz, 1979); después de una dosis única de alcohol (5 a 7 g/kg p.c.) 

los llpidos del hlgado tienen una composición similar a la del tejido adiposo (Lieber y 

Spritz, 1966). En este mecanismo de producción de hígado graso están involucrados 

varias hormonas: catecolaminas, corticoides, ACTH, hormonas del crecimiento; por 

esta razón la adrenalectomfa, la hipofisectomia y los agentes bloqueadores 

adrenérgicos previenen la acumulación de llpidos en el higado después de la 

intoxicación aguda con etanol (Reitz, 1979). También se ha reportado que la ingestión 

aguda y elevada de etanol, produce un aumento de norepinefrina plasmática urinaria 

(Anton, 1965). De lo anterior puede concluirse que en el animal Integro. cuando se 

ingieren dosis elevadas de etanol, el hígado graso es primordialmente debido a la 

estimulación de la iipólisis periférica y que el efecto está 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 

acción atenuante de los NSAID sobre el establecimiento de hlgado graso, y 

probablemente del aumento secundario de algunas especies reactivas del oxigeno, 

pueden explicarse como resultado del bloqueo en algún punto de la cascada de la 

respuesta adrenérgica, desencadenada por la ingestión aguda· de etanol. Para su 

comprobación, se ha seleccionado el adipocito aislado proveniente del paquete graso 

del epididimo de rata, como modelo experimental en el cual se mide la posible acción 

de los NSAID sobre la lipólisis estimulada por la epinefrina o por un análogo del 

AMPc. 

Algunas funciones afectadas por el estrés oxidativo desencadenado por la 

Intoxicación aguda con etanol 

Lipoperoxidación 

La lipoperoxidación es una reacción de autoxidación que puede ser iniciada por 

los radicales hidroxilos, los radicales hidroperoxilo, y quizá por el oxigeno singulete, 

pero no por compuestos menos reactivos: radical superóxido y peróxi.do de 

hidrógeno. El radical libre iniciador remueve un protón del carbón de un metileno en 

la cadena de carbono del ácido graso. Este hecho deja un electrón desapareado en 
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este átomo de carbono, creando un radical de ácido graso (Fig. 8). Este último 

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 protón de otro ácido graso para formar el hidroperoxil lipido 

(Fig. 8) y continuar la reacción en cadena hasta que eventualmente reaccionan 2 

radicales libres y se evita que prosiga la reacción en cadena y que se sigan oxidando 

mas ácidos grasos insaturados (Fig. 8). 

La iipoperoxidación de los ácidos grasos insaturados de los fosfolipidos de las 

membranas daña seriamente a las membranas plasmáticas y la de los organelos 

celulares, produciendo pérdida de la fluidez, alteración de las funciones secretoras y 

de los gradientes iónicos transmembranales (Donohue el al., 1983), e incluso la 

muerte celular. 

Los productos finales de la reacción de peroxidación sobre los ácidos grasos 

insaturados son aldehldos, hidrocarburos (etano, peniano) y varios residuos 

quimicos de tipo aidehido como el malondialdehido (Barber y Berhein, 1967). Estos 

productos pueden difundir del sitio de producción; originar edema celular y cambios 

en la permeabilidad vascular, inflamación y quimiotaxis. Además, algunos pueden 

cambiar la actividad de la fosfoiipasa e inducir la salida del ácido araquidónico y la 

formación de prostaglandinas estables y varios endoperóxidos (Mendenhail, 1987). 

La secuencia teórica de los sucesos que conducen a la formación de moléculas 

residuales hasta el malondialdehido, capaces de aumentar el daño celular por este 

mecanismo, se presentan gráficamente en la Fig. 8. 

Para concluir este punto puede comentarse que la participación de la 

autoinmunidad, hipoxia y lipoperoxidación en el desarrollo del daño celular hepático 

por el alcohol están bien demostradas, tanto por observaciones en biopsias y 

autopsias de pacientes alcohólicos, como en modelos con animales de 

experimentación. Qué tanto contribuye cada una de ellas en el establecimiento 

integral de la patogénesis hepática es dificil de evaluar. Sin embargo, en una 

secuencia temporal podria decirse que tanto la hipoxia como la lipoperoxidación son 

fenómenos 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 fenómenos: hipoxia y lipoperoxidación, 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 común la presencia de un 

exceso de radicales libres del 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. 

Correlación entre /os TAG y Ja lipoperoxidación en el hlgado 

Una parte importante de la información existente se refiere a la posible 

correlación entre la disponibilidad de TAG hepáticos y el grado de lipoperoxidación. 

Expresado como pregunta: por el solo hecho de elevar el contenido de TAG 

hepáticos; ¿se eleva directamente un proceso como el de la lipoperoxidación?, si 

definitivamente, se trata de una reacción en cadena, en donde los productos de la 

reacción son radicales libres los cuales amplifican y mantienen la reacción. En el 

experimento reportado en la Fig. 1 O se usaron ratas macho de 200 g de peso 

corporal a las cuales se les modificó el contenido hepático de TAG por medio de la 

administración subcutánea de diferentes cantidades de aceite de malz y 12 h 

después se cuantificaron en el higado los niveles tanto de TAG como de TBARS. Se 

observa en la figura una correlación 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 lipoperoxidación hepática depende directamente de la poza de TAG 

presente en el higado, la cual a su vez depende principalmente de la avalancha de 

ácidos grasos liberados en la periferia. 

Origen de /os radicales libres en Ja intoxicación alcohólica aguda 

Se ha demostrado en numerosas ocasiones que en los animales intoxicados 

agudamente con elevadas cantidades de etanol (5 a 7g I kg de peso) se observa un 

aumento en la lipoperoxidación hepática. En el inciso previo se hizo notar que la 

lipoperoxidación se inicia como consecuencia de la aparición celular de radicales 

hidroxilo o hidroperoxilo, quizá por el oxigeno singulete. 

Estudios difundidos desde hace varios años indican que normalmente se 

producen radicales libres en mitocondrias, peroxisomas, microsomas, citosol y que 
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durante la intoxicación aguda con etanol dicha producción se ve exacerbada. Sin 

embargo, un análisis de la literatura reciente da información complementaria en dos 

áreas: La NADPH oxidasa es la enzima responsable de la formación de radicales 

libres en la intoxicación alcohólica crónica (Kono et al., 2000 a), y algunos 

modificadores moleculares de patologia hepática por consumo crónico de etanol se 

abaten importantemente en animales mantenidos con dietas ricas en ácidos grasos 

saturados (Kono et al., 2000 by Nanji et al., 2001). 

Es indispensable puntualizar algunos aspectos al respecto. Los datos y estudios 

de esta tesis incluyen exclusivamente efectos y acciones tóxicas del etanol en un 

modelo agudo (hasta 24 h). Para ese modelo agudo no se dispone de ningún trabajo 

que explique de manera satisfactoria el origen de las ROS y las consecuencias del 

aumento en la poza de ROS, detectada en el hlgado de los sujetos intoxicados con 

etanol. Al momento sólo se dispone de trabajos recientes, y son los que se revisan a 

continuación, sobre el origen de los radicales libres en la intoxicación alcohólica 

experimental crónica (duración de 6 a 8 semanas). 

En relación con la enzima NADPH oxidasa, se usaron ratones identificados 

como "p47phox knockout mice", esto es, ratones genéticamente deficientes en la 

NADPH oxidasa (Jackson et al., 1995), los cuales fueron obligados a recibir dietas 

líquidas isocalóricas con etanol (35.49% del total de calarlas) y sin etanol. Los 

ratones fueron operados y se les colocó una cánula en el estómago por la que fueron 

alimentados con una dieta que contenla de 1.29 a 1.31 kcal/ml, y se pasó a una 

velocidad continua de 0.44 mllg de peso corporal, merced a una bomba de infusión. 

El modelo experimental fue descrito por French et al., (1986) y la dieta contiene 37% 

del total de calorías como grasa, y en aquella que carece de etanol, las calarlas 

fueron sustituidas por dextrosa. La infusión 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 patógenos. 

Los animales normales, con su dotación genética de NADPH oxidasa, que 

recibieron dieta con etanol, muestran un aumento en los niveles séricos de la 

aspartato aminotransferasa, esteatosis hepática severa con inflamación y necrosis, 

formación de aductos con radicales libres presentes en la bilis, y en las células de 

Kupffer indican una activación del factor de transcripción NF-KB y liberación del 
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factor citotóxlco 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 formación de aductos con 

radicales libres en la bilis, ni activación del factor de transcripción NF-KB, ni 

liberación del factor citotóxico TNF-a. Los datos anteriores apoyan la hipótesis de 

que los radicales libres generados por la actividad de la NADPH oxidasa de las 

células de Kupffer tienen una participación predominante en la patogénesis de la 

hepatitis inducida por etanol, activando el factor de transcripción NF-KB, que a su vez 

libera el factor citotóxico TNF-a. (Kono et al., 2000 a). 

Desde hace más de 10 años existe evidencia experimental de que las lesiones 

producidas por la intoxicación alcohólica en el hígado de animales están 

influenciadas por el contenido y tipo de lipidos de la dieta (Nanji, 1989). Las 

publicaciones más recientes indican que la substitución de ácidos grasos insaturados 

de la dieta, por ácidos grasos saturados, disminuye la presencia de indicadores 

moleculares e histopatológicos producidos por la administración crónica de etanol 

(Kono et al., 2000 by Nanji et al., 2001). El modelo experimental usado fue similar al 

descrito en el párrafo anterior, el animal experimental fue la rata, en lugar del ratón. 

En una de las publicaciones (Kono et al., 2000 b), se describe que el experimento se 

realizó en sólo 2 semanas y los lipidos de la dieta (37% de las calorias totales) 

fueron: en un grupo, aceite de maíz como ejemplo de grasa insaturada, y en el otro, 

triglicéridos de cadena media como ejemplo de grasa saturada. El etanol proporcionó 

de 35 a 40% de las calorías y fue substituido por dextrosa para los animales 

controles. Al final de las 2 semanas de suministrar la dieta de manera forzada (vía 

cánula gástrica e infusión continua con bomba), las ratas alimentadas con aceite de 

maiz y etanol mostraron los siguientes cambios patológicos: elevación de la 

aspartato amino transferasa sérica, elevación de 1 O veces en los niveles de 

endotoxina plasmática, aumento de 2 veces en la permeabilidad del tubo digestivo 

con lesiones e inflamación de la mucosa del tubo digestivo, infiltración grasa e 

inflamación en el hígado y un aumento en el número de las células de Kupffer, mayor 

permeabilidad al Ca2
• extracelular, mayor producción del factor TNF-a, mayor 

producción de radicales libres y mayor síntesis del receptor para las endotoxinas, el 

CD14. Todos estos indicadores de patogenicidad disminuyeron a la mitad en las 
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ratas que recibieron triglicéridos de cadena media, saturados, en lugar del aceite de 

maíz con ácidos grasos insaturados. 

En el otro trabajo (Nanji et al., 2001), el experimento duró 8 semanas y las 

ratas recibieron la dieta de manera forzada por cánula gástrica, el contenido de 

lípidos en la dieta fue 35% y el de etanol desde 10 hasta 16 g/kg de peso/día. Las 

primeras 6 semanas las ratas recibieron aceite de pescado, con casi 30% de ácidos 

grasos con 2 o más instauraciones, y en las últimas 2 semanas 1 grupo continuó con 

ace.ite de pescado, otro recibió aceite de palma con 8% de ácido linoleico (2 

insaturaciones), y otro grupo más, triglicéridos de cadena media con 1.5% de ácido 

linoleico. Los 3 grupos recibieron etanol a lo largo de las 8 semanas y se compararon 

entre sí y con un grupo más que recibió aceite de pescado por las 8 semanas y al 

cual el etanol se sustituyó por una cantidad isocalórica de dextrosa. 

Las lesiones hepáticas fueron muy similares si las ratas recibían el aceite de 

pescado y el etanol por 6 u 8 semanas y se observó: inflamación severa, fibrosis, y 

niveles altos de endotoxina, de peroxidación de lípidos, activación de NF-Kl3 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 infusión de etanol, se encontró una marcada mejoría histológica, 

disminución en los niveles de endotoxina y peroxidación de lipidos, ausencia en la 

activación del factor NF-K¡3 y disminución en la expresión de Cox-2 y TNF-a. Se 

concluyen que una dieta enriquecida en ácidos grasos saturados revierte 

efectivamente la necrosis hepática, la inflamación 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 

participación de la enzima NADPH oxidasa, de la formación de oxidantes, de la 

activación de NF-K¡3 y TNF-a y de un suministro de niveles altos de ácidos grasos 

insaturados para producir lo que estos grupos han llamado, las "lesiones hepáticas 

tempranas promovidas por el etanol". 

Metabolismo del g/utatión: defensa contra el estrés oxidativo 

El glutatión (GSH) es un tripéptido que existe en concentraciones milimolares y 

con una amplia distribución en las células de eucariontes. El GSH no se distribuye en 
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forma
0

homogénea en-:las células, del 80 al 85% se localiza en el citosol; lugar 

exclusivo cié sJ' síntesis, y el 10 al 15% se ubica en las mitocondrias, en donde esa 

menor cantid~cf puede llegar a alcanzar una concentración similar a Ja que se 

encuentra;;¡~ él citosol (Fernández-Checa et al., 1991 ). La poza de GSH mitocondrial 

provie~E:l;de·:¡~''poza citosólica de GSH y existe un eficiente sistema acarreador que 

transloc'a EiiJGsH del citosol a la matriz mitocondrial (Martensson et al., 1990). 

· ·; L'as mitocondrias representan la principal fuente celular de radicales libres ya 
'. ·. . ' 

qu.e las. mitocondrias emplean el 90% del oxigeno consumido por las células (Chance 

et al., 1979 y Shigenaga et al., 1990). Los radicales libres, en particular en forma de 

anión superóxido, se forman en segmentos específicos de la cadena del transporte 

de electrones (Chance et al., 1979); los aniones superóxido asf generados se 

convierten en H202 con el concurso de la superóxido dismutasa. Por otra parte, para 

entender los experimentos descritos más adelante, vale la pena mencionar el uso de 

la antimicina A como bloqueador en la cadena respiratoria en el paso de un electrón 

de la ubisemlquinona al ubiquinol, y con ello se logra aumentar la generación de 

aniones superóxido (Turrens y Boveris, 1980 y Turrens et al., 1985). A mayor 

producción de aniones superóxido, mayor formación de H202, pero las mitocondrias 

no poseen catalasa para la conversión del 2H202 en 2H20 + 02, de manera que la 

desaparición de H202 mitocondrial ocurre en presencia de GSH y por acción de la 

glutatión peroxidasa. En conclusión: el GSH en la matriz mitocondrial es la única 

defensa disponible en contra de los efectos tóxicos del H202 generada 

endógenamente en la cadena de transporte de electrones. Algunos experimentos 

apoyan la aseveración anterior: si la poza mitocondrial de GSH disminuye abajo de 

un nivel critico (3 nanomoles/mg de protelna), el tratamiento con antimicina A 

provoca un aumento exponencial en el H202 medible (Garcla-Ruiz et al., 1995). En 

resumen, tanto mitocondrias como células hepáticas integras, en las cuales llega a 

bajar un 20% su poza mitocondrial de GSH, son mucho más sensibles a los efectos 

ocasionados por una excesiva producción de radicales libres a consecuencia de la 

presencia de antimicina A; tales efectos incluyen: peroxidación de lipidos, pérdida de 

Ja actividad del complejo IV mitocondrial y activación de la transcripción nuclear del 

factor NF-K13 (Garcla-Ruiz et al., 1995). 
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La intoxicación crónica con etanol es un ejemplo, entre otros, del efecto de un 

exceso en la formación de radicales libres celulares y cómo son distribuidos por una 

compleja red de antioxidantes, unos de naturaleza enzimática y otros no enzimática, 

los cuales además deberán contribuir para mantener un balance critico (Fig. 11 ). La 

pérdida del balance puede ocurrir por una generación excesiva de radicales libres y/o 

por una limitada disponibilidad de antioxidantes. La Fig. 11, adaptada de Fernández

Checa et al., (1997), muestra en el caso A la situación normal de balance en donde 

una génesis limitada de superóxido es convertido en H202, la cual es destruida por la 

actividad de la catalasa y la glutatión peroxidasa en presencia de una poza normal de 

GSH. En el caso B la actividad de la superóxido dismutasa es mayor con respecto a 

la glutatión peroxidasa, y en el caso C la actividad de la glutatión peroxidasa es 

menor en relación con la actividad de la superóxido dismutasa (nótese que en ambos 

casos no se incluye la actividad de la catalasa, tal como sucede en las mitocondrias), 

en ambos casos aumenta la concentración de H202, lo cual puede ser causado por 

una disminución en la disponibilidad de GSH reducido. La acumulación del H202 en 

presencia de Fe3• podrá elevar la generación de radicales hidroxilo (Fig. 11 ). 

Continuando con el ejemplo seleccionado se sabe que en ratas crónicamente 

intoxicadas con etanol, se desarrolla un defecto selectivo en el funcionamiento del 

translocador mitocondrial de GSH (Fernández-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 ingestión de etanol, y en general al aumentar el estrés 

oxidativo mitocondrial, la situación del GSH mitocondrial es un factor critico para 

determinar la pérdida de la función mitocondrial, la viabilidad celular y la activación 

de factores de transcripción y por ende de la regulación de ciertos genes (Fernández

Checa et al., 1997). 

Bajo condiciones normales, la slntesis celular de ROS es contrarrestada por su 

desaparición mediante una red de antioxidantes, entre los que se encuentran 

algunos sistemas enzimáticos. El balance permite mantener una poza pequeña de 

ROS celulares. El exceso en la producción de ROS, tal como sucede entre otras 

condiciones en la intoxicación alcohólica aguda, altera el equilibrio normal y puede 

llegar a disminuir los niveles de algún componente de los sistemas antioxidantes. El 

más abundante de ellos, y que disminuye con la ingestión aguda de dosis tóxicas de 
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Fig. 11. Balance entre los sistemas antioxidantes en el control de las pozas del 
radical superóxido, H20 2 y radical hidroxilo. (OH"). SOD, superóxido dismutasa y 
GSHPx, glutatión peroxidasas. Para más detalles ver el texto. 
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etanol, es cel glutatión. SI bien, tal como se esbozó en párrafos previos, la fisiologla 

celular del glutatión es particularmente compleja, en este trabajo se limita la 

información al comportamiento parcial de la poza celular del glutatión total en el 

hepatocito. Como. ya se dijo Ja administración aguda de dosis de etanol de 5 g/kg de 

peso corporal/dla, o mayores, ocasionan una disminución cercana al 50% en la poza 

de glutatión hepático. 

De interés para esta tesis es el hecho de que la aplicación del NSAID, 

piroxicam, revierte la disminución de glutatión hepático dependiente de la 

intoxicación con etanol (Zentella de Piña et al., 1994). 

Consideraciones privilegiadas en esta tesis 

Enseguida se incluye una selección de los datos experimentales anotados en 

las páginas previas. La selección se efectuó con la idea de darle sustento al modelo 

experimental escogido para lograr Jos objetivos de esta tesis y con base en el 

siguiente criterio: conjuntar la contribución de los diferentes tejidos durante el 

establecimiento de Jas lesiones hepáticas consecutivas a la intoxicación aguda con 

cantidades elevadas de etanol (5 g/kg pe o mayores). 

En función directa a la dosis de etanol empleada para registrar una intoxicación, 

concentraciones crecientes del mismo afectan de manera simultánea 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 citotóxicos, 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 lipólisis y promueven la liberación de ácidos 

grasos, que son captados por el hlgado donde se eleva la poza de TAG con una 

composición similar a la del tejido adiposo (Lieber y Spritz, 1966) y dispone de más 

ácidos grasos por lo que se acrecienta la lipoperoxidación, 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 ácidos grasos en el tejido adiposo, además de 
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que el tipo de grasa empleada en la dieta favorece o llega a eliminar algunas 

lesiones causadas por la intoxicación alcohólica (Kono et al., 2000b y Nanji et al., 

2001). 

Consecuentemente a la mayor lipoperoxidación resulta lógico postular un mayor 

consumo de glutatión para limitar el estrés oxidativo. No deja de ser interesante que 

sólo con un reto considerable de alcohol se logra observar la respuesta adrenérgica y 

la disminución de glutatión hepático (Anton, 1965 y Videla et al., 1980). 

En este complejo esquema, si los NSAID llegan a impedir la liberación de 

ácidos grasos del tejido adiposo, podrían limitar de manera importante las lesiones 

observables en el hígado después de una intoxicación aguda con etanol. 

NSAID: los antiinflamatorios no esteroideos 

Los antiinflamatorios no esteroideos son una serie de compuestos que no 

presentan una similitud química, pero sí 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 más prescritos, 

ya que representan el 4.5% del total de prescripciones y los de uso más común son: 

aspirina, naproxen, ibuprofen, piroxicam, sulindac e indometacina (Bilodeau et al., 

1995). 

Mecanismos de acción 

Los NSAID actúan inhibiendo la síntesis de prostaglandinas (Vane, 1971), sin 

embargo, este hecho no explica todos sus efectos. Las hormonas eicosanoides 

provienen de ácidos grasos poliinsaturados y se llaman asi por tener 20 átomos de 

carbono y cuatro insaturaciones en la molécula. Se consideran hormonas locales ya 

que son de vida 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 (Frolich, 1997) y, en consecuencia, la síntesis de prostaglandinas, 
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prostaciclinas y tromboxanos. Otros tienen acción dual e inhiben también la actividad 

de la lipooxigenasa y con ello impiden la formación de leucotrienos (Brogden et al., 

1984) (Fig. 12). 

El araquidonato es el principal precursor de las hormonas elcosanoides. La 

prostaglandina sintasa cataliza el primer paso en una ruta que conduce a la 

formación de prostaglandinas, prostaciciinas 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 fisicoquímicas 

que probablemente impiden la interacción de proteína-protefna en muchos tipos en 

membranas biológicas, ya que la mayoría son moléculas planas, sin carga, que 

pueden estar en ambientes lipídicos como bicapas de membranas plasmáticas 

(Abramson y Weissman, 1989). 

Los compuestos químicos precursores del ácido acetil salicilico, además de 

interferir en la síntesis de prostaglandinas, han resultado ser atrapadores de 

radicales libres del oxígeno. Un ejemplo de esto es el ácido benzoico, relacionado 

estructuralmente con el salicilato, que es descarboxilado e hidroxilado por el radical 

hidroxilo (OH') producido por el granulocito estimulado (Sagone y Husney, 1987). 

Esto sugiere que los NSAID podrfan actuar de manera similar reaccionado 

rápidamente con los radicales, lo cual haría más entendible sus conocidas 

propiedades antiinflamatorias. 

En este aspecto, resultan interesantes los experimentos realizados por un 

integrante de nuestro grupo de trabajo: Castrejón y colaboradores han encontrado y 

reportado que el piroxicam disminuye de manera dosis dependiente, la señal de 

intensidad de Resonancia Paramagnética de Electrones (EPR de sus siglas en 

inglés) de radicales aductos concentrados en oxigeno y en carbono (Castrejón et al., 

1996). El piroxicam es entonces un atrapador (scavenger) de radicales libres tipo 

hidroxilo y que puede formar radicales libres menos reactivos que ayudarían a 

explicar los efectos del piroxicam in vivo. Por otra parte se encontró que el piroxicam 

aumenta la producción de radicales libres durante la auto-oxidación de la 

fenilhidrazina y que decrece esa producción de radicales libres en el sistema de la 

reacción de Fenton (Castrejón et al., 1997). 
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Fig.12 Biosíntesis de los productos derivados del ácido araquidónico. Se muestran las rutas principales del metabolismo del 
ácido araquidónico. La via catalizada por lipoxigenasas da lugar a una gran variedad de leucotrienos y la via de las 
ciclooxigenasas cataliza la formación de endoperóxidos (PGG y PGH) y productos subsecuentes. La ciclooxigenasa-1 
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y el pirmagrel son inhibidores selectivos de la tromboxano sintetasa. (+) Activación; (-) inhibición (tomado de Zentella de 
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Aspirina. . , 

La. aspirina (Í:'i~ldo acetil salicllico) es un compuesto anti-inflamatorio no 

esteroideo .. Ef1 1971 Vane et al., demostraron que concentraciones bajas de aspirina 

lnhiblari' 18· .. •pro'dllcclóri enzimática de prostaglandinas. Después, numerosas 

obserlla~l¿~:es 6~~~o.lidaron la información de Vane. Además de la acción anti-

.. lnflamato~l~]:'fas ~clléculas tipo aspirina pueden tener acciones analgésicas y 

.antipI~éti~~s: ya bien descritas y otras acciones que pueden o no contribuir a sus 

• ··efe¡:tos:·t~r~péuticos y solo recientemente se han reconocido, o bien que aún no se 

conocen. A pesar de la introducción de muchas moléculas nuevas, la aspirina es aún 

.•el~~ente analgésico, antipirético y anti-inflamatorio más prescrito y el estándar con el 

que se comparan y evalúan otros fármacos anti-inflamatorios y analgésicos. En 

Estados Unidos se consumen cantidades enormes; algunas estimaciones oscilan 

entre 10 y 20 mil toneladas anuales. 

COOH rgr o - CO-CH3 

Ácido acetil salicllico 

La aspirina ingerida se absorbe principalmente como tal, pero cierta cantidad 

entra como ácido salicllico en la circulación sistémica a causa de la hidrólisis por 

esterasas en la mucosa gastrointestinal y el hlgado. La aspirina puede detectarse en 

el plasma solamente por corto tiempo debido a la hidrólisis plasmática, hepática y 

eritrocitaria; por ejemplo, 30 minutos después de una dosis de 0.65 g solamente el 

27% del salicilato plasmático 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 está unido a protelnas plasmáticas, en particular a la albúmina. La 

aspirina al unirse a la albúmina humana plasmática la acetila en el grupo E amino de 

la lisina y puede cambiar los sitios de unión para varios compuestos; la hemoglobina, 

el DNA, las hormonas, las plaquetas y otras protelnas también pueden sufrir 

acetilación. 
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Biotransformación y exéreción 

La biotransformaéión de los salicilatos se realiza en muchos tejidos, en 

particular en el retlculo endoplasmático y las 111itocondrias hepáticas. Los tres 

productos metabólicos principales son el ácido salicilúrico (el conjugado de glicina), 

el éter o glucurónido fenóllco y el éster o acilglucurónido. Además, una pequeña 

fracción se oxida a ácido gentlsico (ácido 2,5-dihidroxibenzoico) y a ácidos 2,3-

dihidroxibenzoico y 2,3,5-trihidroxibenzoico; también se forma ácido gentisúrico, el 

conjugado de glicina del ácido gentisico. 

Los salicilatos se excretan por la orina como ácido salicilico libre (10%), ácido 

salicilúrico (75%), glucurónidos salicllico fenólico (10%) y acllico (5%) y ácido 

gentlsico (< 1%). No obstante, la excreción de salicilato libre es en extremo variable y 

depende tanto de la dosis como del pH urinario. En la orina alcalina, más del 30% del 

compuesto ingerido puede eliminarse como salicilato libre, mientras que en la orina 

ácida puede ser sólo del 2%. 

La vida media plasmática 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 intoxicación. Esta eliminación dosis-dependiente es 

el resultado de la capacidad limitada del higado para formar ácido saliciiúrico y 

glucurónido fenólico; con dosis mayores, una gran proporción del fármaco se excreta 

por la orina sin cambios. 

Efectos tóxicos 

Como resultado de su uso amplio y fácil disponibilidad, los salicilatos son una 

causa frecuente de intoxicación. A menudo se produce en niños 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. Más aun, la insuficiencia renal o hepática o la hipoprotrombinemia u otros 

trastornos de la sangre potencian la posibilidad de la toxicidad del salicilato. Los 

niños con fiebre y deshidratación son particularmente propensos a la intoxicación con 

dosis relativamente pequeñas de este compuesto. Además, el uso de aspirina está 
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contraindicado en niños y adolescentes con enfermedad febril debido al riesgo del 

slndrome de Reye. DEso 135 mg/kg; DLso 1.1 g/kg para rata 

Naproxen 

El ácido 6 metoxi-1-metil-2-naftaleno-acético o naproxen es un antiinflamatorio 

sistémico muy potente, que como la aspirina, inhibe la sintesis de prostaglandinas 

(Windholz, 1983). Su fórmula quimlca es la siguiente: 

CH3 

1 

roCHCOOH 

La actividad analgésica del naproxen se ha encontrado siete veces más 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 absorción 

depende de la presencia de comida en el estómago. 

Las concentraciones pico en plasma ocurren entre 2 y 4 horas después de su 

administración y su vida media es de 14 horas. La dosis habitual varia de 250 a 500 

mg dos veces por día, y se ajusta según la respuesta clinica, el padecimiento y la 

edad del paciente (lnsel, 1990). 

Con la administración de 500 mg de naproxen se alcanza una concentración 

plasmática máxima de 2 x 10-4 M y minima 6.5 x 10·5 M (Todd y Clisold, 1990). 

Los metabolitos del naproxeno se excretan casi por completo en la orina. Cerca 

del 30% de la molécula sufre 6-desmetilación y la mayor parte de este metabolito, asl 

como el mismo naproxeno se excretan como glucurónido u otros conjugados. 

El naproxeno se une casi por completo (99%) a las protelnas plasmáticas 

después de dosis terapéuticas normales. Atraviesa la placenta y aparece en la leche 

de las mujeres que amamantan en alrededor del 1 % de la concentración plasmática 

materna. 
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Efectos tóxicos 

Las complicaciones gastrointestinales varlan desde una dispepsia relativamente 

leve, malestar gástrico y pirosis a náuseas, vómitos y hemorragia gástrica. Sobre el 

SNC produce desde somnolencia, cefalea, mareos y sudoración hasta fatiga, 

depresión y ototoxicidad. Reacciones menos comunes incluyen prurito y una 

variedad de problemas dermatológicos. Se han informado unos pocos casos d_e 

ictericia, deterioro de la función renal, edema angioneurótico, trombocitopenia y 

agranulocitosis. DE50 2-10 mg/kg; DL50 395 (281-557) mg/kg. 

Nimesulide 

Es otro agente anti-inflamatorio con propiedades analgésicas y antipiréticas de 

la ciase de sulfonanilidos, con potencia anti-inflamatoria semejante al piroxicam y 

más potente que la aspirina en su actividad antipirética. Es un inhibidor débil de la 

slntesis de prostaglandinas y un atrapador de radicales libres del oxigeno, el ion 

superóxido. Además inactiva mediante una acción atrapadora la disponibilidad del 

ácido hipocioroso generado en la via de la mieloperoxidasa. El nimesulide tiene otras 

acciones sobre la actividad de la bradicinina, liberación de TNF, degradación 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 ingestión de 50 a 200 mg de nimesulide, el pico de 

concentración plasmática se alcanza entere 1.20 a 3.20 h. El metabolismo del 

nimesulide se hace de manera extensiva hacia varios metabolitos, con excepción de 

1 a 3% de la dosis que se excreta por via urinaria sin ningún 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 eliminación 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 qulmlca del nimesulide. Se trata de un ácido débil pKa = 6.5 y difiere 

de otros NSAID en que tiene en su estructura qulmica una molécula de sulfonamilida 

como grupo acldico. DE50 0.34 mg/kg; DLso 88.4 mg/kg. 

Piroxicam 

El piroxicam es uno de los derivados oxicam, una clase de ácidos enólicos que 

poseen actividad antiinflamatoria, analgésica y antipirética. Se .han desarrollado otros 

oxicams que están en estudio {p. ej., tenoxicam). El piroxicam es la única 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 administración de 

una sola dosis diaria. Las propiedades farmacológicas 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 fórmula estructural: 

o o 

~t:_f'!-CH3 
~CONH-fcY 

OH N':='i' 
Piroxicam 
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Propiedades farmacológicas 

El piroxicam es un agente antiinflamatorio efectivo; tiene una potencia casi igual 

a la indometacina como inhibidor de la biosíntesis de prostaglandinas in vitro. 

También puede inhibir la activación de neutrófilos, aun cuando estén presentes 

productos de la ciclooxigenasa; por ello se han propuesto modos adicionales de 

acción antiinflmatoria (Abramson y cols., 1985; Lombardino y Wiseman, en Lewis y 

Furst, 1987). El piroxicam ejerce efectos antipiréticos y analgésicos en los animales 

de experimentación y en el hombre. Como con otras moléculas tipo aspirina, el 

piroxicam puede producir erosiones gástricas y prolongar el tiempo de sangría. 

Farmacocinética y metabolismo 

El piroxicam se absorbe por completo después de la administración oral; se 

alcanzan concentraciones plasmáticas máximas en 2 a 4 horas. Ni los alimentos ni 

los antiácidos alteran la velocidad o el grado de absorción. Se produce una 

circulación enterohepática del piroxicam y las estimaciones de la vida media 

plasmática han sido variables; el valor medio parece ser de alrededor de 50 horas. 

Después de la absorción, se une en forma extensa (99%) a las proteínas 

plasmáticas. El estado de equilibrio (p. ej., después de 7 a 12 días) 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 hidroxilación del 

anillo piridilo es I~ transformación metabólica más importante en el hombre y este 

metabolismo inactivo y su conjugado glucurónido constituyen cerca del 60% del 

fármaco excretado por la orina y las heces. 

Efectos tóxicos 

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 

ingestión debido a las acciones colaterales. Las reacciones gastrointestinales son las 

más comunes; la incidencia de úlcera péptica es menor del 1 %. Aí igual que otras 

moléculas tipo aspirina, el piroxicam altera la función plaquetaria y debe suponerse 

que precipitará broncoconstricción en los pacientes hipersensibles a la aspirina. 
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Usos terapéuticos 

El piroxicam está aprobado en los EE.UU. para el tratamiento de artritis 

reumatoidea y la osteoartritls. También se ha usado para tratar la espondilitis 

anquilosante, trastornos musculoesqueléticos agudos, dismenorrea, dolor 

posquirúrglco y gota aguda. DLso 220 mg/kg (rata); DLso 360 mg/kg (ratón). 
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HIPÓTESIS: 

Los anti-inflamatorios no esteroideos (NSAID) antagonizan las acciones 

fisiológicas desencadenadas por el exceso de agentes adrenérgicos liberados a 

consecuencia de una intoxicación 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 analizará si los NSAID modifican la 

liberación de los ácidos grasos del tejido adiposo, y asl influyen en la cantidad de 

ácidos grasos captados por el hfgado (y en su posterior peroxidación) después de 

una intoxicación aguda con etanol. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

Evaluar el papel de los anti-inflamatorios seleccionados sobre la Jipólisis 

estimulada por la epinefrina. 

Investigar el mecanismo de acción de los anti-inflamatorios seleccionados para 

inhibir la lipólisis estimulada por epinefrina; en particular precisar el tipo de agonista 

adrenérgico involucrado, definir la influencia de los NSAID para modificar la unión 

(binding) del agonista con su receptor especifico, y en caso de no haber acción de 

los NSAID sobre el receptor, explorar si la estimulación de la lipólisis ocasionada por 

la adición de segundos mensajeros (ej. El AMPc) es modificada por la presencia de 

los NSAID. 

Conocer la posible influencia de moléculas moduladoras de la lipólisis, tales_ 

como el peróxido de hidrógeno interviniendo en la acción de los NSAID. 

Definir el efecto del etanol y el acetaldehido, a las concentraciones detectadas 

en la sangre de los sujetos con una intoxicación aguda de etanol, sobre la lipólisis 

estimulada por AMPc y en ausencia o presencia de los anti-inflamatorios usados, 
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MATERIAL Y MÉTODOS: 

Material 

Es importante hacer algunas consideraciones sobre el patrón de consumo de 

alcohol. El alcoholismo lleva la connotación de hábito, y efectivamente, es Ja 

costumbre de consumir compulsivamente etanol en forma consuetudinaria y 

exagerada la que ocasiona el datlo celular. Existe otra situación, 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 intoxicación, en ocasiones n;iortal. Con ciertas restricciones menores, 

ambas situaciones: el modelo de intoxicación aguda y el alcoholismo crónico, son 

reproducibles en animales de laboratorio. 

Los reactivos ± alprenolol, ATP, NAO+, glicerol, EDTA, etanol, ácido 

tiobarbitúrico, epinefrina, aspirina, naproxen, nimesulide y piroxicam, dibutiril AMPc, 

glicerol 3 fosfato deshidrogenasa, glicerocinasa, Tritón X 100, ácido N-2-

hidroxietilpiperazima-N-2-etanosulfonico. (Hepes), 4 clorofenol, 4-aminoantipirina, 

peroxidasa, albúmina y TCA se obtuvieron de Sigma, l[propil 2,3,3H] dihidroalprenolol 

(120Ci/mml) fue proporcionado por New England Nuclear Co. (USA). EDTA, 

albúmina, 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 

Preparación de las membranas plasmáticas de hlgado 

Las membranas plasmáticas 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 población grande de receptores a la epinefrina lo 

que permite una clara observación de los efectos sobre dichos receptores. El 

proceso consta de varios pasos, todos ellos se realizan en trio 0-4º C, el medio que 

se emplea en este procedimiento para suspender y homogenizar el tejido es una 

solución 0.001M de NaHC03. En resumen: 
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(1) Una vez ·obtenidos .los ·hlgaaos se les enjuaga para remover el exceso de 

sangre. A continuación se desmenuzan con tijeras muy finas, eliminando el 

tejido conectivo. 

(2) 1 O g de fragmentos pequeños de hlgado se colocan en un homogenlzador 

Dounce grande, se le agregan 25 mi de medio y se homogeniza a 4º C con 

golpes de pistilo lo más fuerte posible contra el fondo del vaso. La 

homogenización se repite una vez y se agregan 500 mi 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. 

(3) En 4 frascos de centrifuga se distribuye el homogenado-filtrado 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. 

(4) Se repiten los pasos 2 a 3 una vez pero ahora se tiene en el homogenizador el 

precipitado resuspendido. 

(5) Se homogeniza el precipitado con 4 golpes suaves de pistilo, se colecta por 

centrifugación para continuar el procedimiento. 

(6) Con la ayuda de un refractómetro, se ajusta una solución madre de sacarosa 

hasta alcanzar una concentración de 69% ± 0.1 %. Colocar 34 mi de esa 

solución en frie en el homogenado que se preparó en el paso 5. Agregar agua 

hasta 60 mi, se mezcla vigorosamente hasta que no haya evidencia de patrones 

de Schlerin. En el refractómetro se ajusta con agua, o con solución de sacarosa 

al 69%, hasta que la nueva mezcla quede a una concentración de sacarosa de 

44.0 ± 0.1%. 

(7) Se colocan 20 mi del homogenizado en cada uno de tres tubos. 

(8) Se llenan con 10 mi de solución de sacarosa al 42.3 ± 0.1 % (ajustado en el 

refractómetro). 

(9) Se balancean los tubos± 0.05 g agregando solución de sacarosa al 42.3%. 

(10) Los tubos se colocan en el rotor 28SW preenfriado a 4º 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 atmósfera de presión. 

(11) Se remueve con ayuda de una espátula la capa que flota, se agregan 8 mi 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 nitrógeno 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 concentración de proteínas antes del experimento. 

Experimentos de saturación de los receptores 

Se realizan experimentos de saturación para obtener la Kd. y una vez calculada, 

se hacen los experimentos de competencia entre el ligando elegido, el 

dihidroalprenolol (DHA), con los NSAID utilizados para cada experimento. 

Los experimentos de saturación de los receptores de las membranas 

plasmáticas de hlgado se hicieron por triplicado. En ellos se resuspendieron 100 µg 

de protelnalml de buffer tris/HCI 50 mM, pH 7.4 conteniendo 10 mM MgCI 2 y se 

incuban por 10 min, a 37° C, adicionado de [3H]-dihidroalprenolol, con el esquema 

propuesto por Villalobos (Reyes-Salcido y Villalobos-Molina, 1999). El pegado total 

de [3H]-dihidroalprenolol se registró usando 8 diferentes concentraciones crecientes 

del ligando tritiado sin dilución, desde 0.1 hasta 30 nM. La unión no especifica fue 

obtenida en presencia de 1 O µM de alprenolol frlo, la unión especifica se calculó 

restando la fracción que fue desplazada por el alprenolol. Al terminar la incubación, 

los 250 µI de muestra se filtraron a través de filtros Whatman GF/C (20 nm de 

diámetro), los filtros fueron lavados con 5 mi de buffer de incubación a 4° C, secados 

y colocados en viales de centelleo, eluldos y contados en 5 mi de mezcla de la 

solución de centelleo en un contador de centelleo (Beckman, mod. L5 6000SC). 

Una ~ de 13.5 nM se calculó para el [3H]-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 añadir el ligando radiactivo e iniciar la incubación, la cual se terminó de 

manera similar a como se describe para los experimentos de saturación. 

Preparación 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 

clásica 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 nucleósido adenosina, el cual inhibe a la adenilato ciclasa de los adipocitos 

del epidldimo, obteniéndose asl adipocitos con valores basales de AMPc, bajos y 

muy similares. 

Técnica de Rodbell 

En esta técnica (Rodbell, 1964) a 100 mi de la solución Krebs-Ringer se le 

adicionan 133.18 mg de CaCl2, se mezcla y se airea con carbógeno, a 37° C, durante 

15 min. Se ajusta el pH a 7.4 con una solución de NaHC03 al 6.5%. Los cojinetes 

grasos del epidfdimo, de 2 ratas macho, cepa Wistar, de 200 a 220 g de peso, 

previamente lavados con solución fisiológica, se fragmentan con tijeras finas, se 

suspenden en 1 O mi de buffer Krebs-Ringer a la cual se le ha agregado 3% de 

albúmina sérica bovina fracción V purificada, a esta mezcla se le adiciona 1mg/ml de 

colagenasa tipo 11 de C/ostridium histolyticum (de Sigma), se coloca en 2 tubos de 

plástico y se incuba en baño maria 60 minutos, con agitación vigorosa. Al finalizar 

ese tiempo se filtran en una malla de nylon se centrifuga y el sobrenadante se lava 

con una solución Krebs-Ringer-albúmina 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 epidldimos 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

albúmina 1%, pH 7.4, suplementado con 30mM de Hepes más colagenasa tipo 11 al 
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1 %, durante 30 minutos, con agitación vigorosa, después de lavar 3 veces con buffer 

Krebs-Ringer-albúmina más Hepes, la última vez se resuspenden en solución Krebs

Ringer-albúmina al 4% más Hepes 30mM. La albúmina empleada es la fracción V de 

Sigma y debe ser desgrasada previamente con carbón activado. 100 µI de adipocitos 

se emplean para cada ensayo, se aforan a 800 µi con el medio de incubación (Krebs

Ringer-albúmina 4% + Hepes 30 mM). Es importante mencionar que en todas las 

soluciones empleadas para resuspender y para incubar, se incluyó adenosina, 200 

nM, como se dijo, para suprimir la producción endógena de AMPc durante el 

procedimiento de aislamiento. 

Diseño experimental para evaluación de la lipó/isis 

Curva dosis respuesta a epinefrina 

A partir de una solución acuosa de epinefrina 1 x 10·2 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 10-4 hasta 1 x 10·ª M, se ajusta el volumen de 

900 µI con buffer Krebs-Ringer-bicarbonato-albúmina al 4%, y se adicionan 100 µI de 

la suspensión de adipocitos. Se corre un experimento paralelo en el que cada tubo 

de la curva lleva una concentración fija de 3 x 10-6 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 estimulación de la lipólisis se hace con Dib-AMPc se prepara una 

solución acuosa de 0.1 M del nucleósido, a partir de la cual, se añaden a los 100 µI 

de adipocitos para alcanzar concentraciones finales de Dib-AMPc que van de 1 x 10·2 

hasta 1 x 10-s 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-s M, incubándose 30 minutos, después de 

los cuales se detiene la lipólisis al transferir los tubos del baño a 37° C a un baño de 

hielo durante 5 minutos. Los tubos se centrifugan durante 10 minutos a 10,000 x g y 

a la temperatura de 4° C. Una allcuota de 100 µI de la solución que está por abajo 
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del sobrenadante se transfiere cuidadosamente a un tubo nuevo para medir el 

glicerol liberado. 

Determinación de .glicerol 

El glicerol se midió por el método colorímetro recomendado por Warnick (1986). 

En este método el glicerol es fosforilado a glicerol 1-fosfato en presencia de ATP y la 

glicerol 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. 

Determinación de proteinas 

Para conocer la concentración de proteinas se empleó el método colorimétrico 

de Bradford (1976). 

Cuantificación del agua oxigenada 

La determinación de agua oxigenada se hizo conforme al método empleado por 

Thurman y cols. (1972). La medición se hace en el internadante, después de 

centrifugar los adipocitos a 13 500 r.p.m. durante 10 mina 4º C. Es importante medir 

el volumen del internadante con exactitud. Se le agrega TCA al 40% en una relación 

de 0.1 mi/mi. La muestra se centrifuga a 27 000, X g durante 15 mina 4ºC, se separa 

el sobrenadante y se le agrega sulfato ferroso amoniacal 10 mM (0.2 mi x mi). Se 

agita y se agrega tiocinato de potasio al 2.5 M en una relación de 0.1 mi x mi. 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 llevan adicionado uno 

de los NSAID, se empleó el análisis de varianza (ANOVA) seguido por la prueba de 

comparación múltiple de Dunn recomendada para muestras pares (Sigma Stat-for 

Windows, versión 1.0 Jandel Co .. San Rafael, CA. USA). En todos los análisis, una 
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p< 0.05 fue considerada como el nivel de significancia. La concentración y afinidad 

de los p receptores fueron determinadas en tres y ocho experimentos individuales 

para los experimentos de saturación y análisis de Seatchar usando el programa 

EBDA-LIGAND (Brisoft, Elsevier, Cambridge, UK}. La prueba t de student se empleó 

para comparar la Bmax y la afinidad entre los grupos. 

51 

_ I 



RESULTADOS 

Los principales resultados experimentales se presentan en tres partes. En la 

primera se incluyen datos sobre la acción de los NSAID inhibiendo la lipólisis 

estimulada por la epinefrina. Después se revisa la incapacidad de esos NSAID para 

modificar la unión (binding) de un agonista [3-adrenérgico con su receptor en el 

adipocito, y enseguida se presenta la acción inhibitoria de los NSAID sobre la 

estimulación de la lipólisis mediada por el AMPc. La segunda parte de los resultados 

se refiere a la acción del etanol, el acetaldehido y ambos sobre la lipólisis estimulada 

por el Dib-AMPc; en esta parte también se analiza la posible acción de los 

compuestos anotados en relación con la acción inhibitoria de los NSAID en la 

lipólisls. La última parte de los resultados comprende los efectos del H202 al 

disminuir Ja acción lipogénica del Dib-AMPc y ofrece una explicación mediada por el 

H202, sobre los efectos antagónicos de los NSAID y el Dib-AMPc, los primeros 

elevando la poza de H20 2 y asi inhibiendo la lipólisis, y el segundo estimulando la 

lipólisis y disminuyendo la poza de H202. 

Efecto de los NSAID sobre la lipólisis 

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

la epinefrina, obtenida en adipocitos preparados conforme a la técnica de Rodbell, 

modificada por Honnor. La mayor estimulación de la lipólisis, medida por la máxima 

liberación de glicerol (5.5 µmoieslg de peso húmedo), se registró a una 

concentración de epinefrina de 10-4 M. Sin embargo, desde una concentración de 

1 o.a M, la eslimulación de la lipólisis es significativamente mayor al ser comparada 

con la actividad lipolftica del tubo control, que no contiene el anti-inflamatorio. La 

adición de cualquiera de los NSAID ensayados, empleados a una concentración de 3 

x 10-s M, produce una inhibición estadisticamente significativa de Ja acción de la 

hormona a partir de la concentración de 10·5 M de epinefrina. La máxima inhibición 

en la liberación de glicerol se observa con el piroxicam, el cual, a las concentraciones 

de epinefrina de 10·6 hasta 10-4 M disminuye en un 60% la liberación del glicerol en 

comparación con los tubos que no contienen el NSAID. Las diferencias entre los 

cuatro NSAID ensayados no fueron estadisticamente significativas. 
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Fig. 13. Efecto de diferentes NSAID sobre la liberación 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 (•), en presencia de 3x10-6 M de aspirina (•), naproxen (+), 
nimesulide (•)o piroxicam (T). Todas las muestras se incubaron durante 30 minutos 
a 37º C. Cada valor representa el promedio ± ee para seis experimentos individuales 
en adipocitos incubados con epinefrina más uno de los NSAID. • p < 0.05, al 
comparar células tratadas con epinefrina más uno de los NSAID. 
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Se sabe que los principales receptores para la epinefrina, localizados en. la 

membrana del adipoclto de rata, son del subtipo 13 (Lafontan y Serian, 1993); por lo 

tanto, se pensó estudiar la acción del etanol y los NSAID seleccionados para modular 

la unión del dihidroalprenolol, un agonista 13 adrenérgico, con estos receptores. Bajo 

las condiciones experimentales aqui descritas no hay efecto del etanol ni de los 

NSAID sobre la unión del dihidroalprenolol al receptor, como puede deducirse por la 

similitud de los valores de la Kd y la Bmax· (Tabla 11). Los NSAID fueron ensayados en 

experimentos de competencia empleando 14 concentraciones diferentes de cada uno 

de ellos, que van desde 10·ª hasta 10·2 M, en ausencia y presencia de etanol. En 

ningún caso tuvieron efecto sobre la unión del ligando al receptor. 

Tabla 11 

NÚMERO DE RECEPTORES Bmax Y Kd PARA EL [3H]DIHIDROALPRENOLOL EN 

MEMBRANAS AISLADAS DE HIGADO 

Sin etanol 

Con etanol 

2167 ± 539 
(n = 8) 

1840 ± 435 
(n = 3) 

18.9±1.6 
(n = 8) 

23.6 ± 2.8 
(n = 3) 

Los valores son el promedio ± error estándar con el número de ratas en paréntesis. Las diferencias 

no tuvieron significado estadlstico. 

Después de medir el efecto inhibidor de cuatro NSAID sobre la lipóiisis 

estimulada por la epinefrina, y de constatar que tanto esos NSAID como el etanol no 

modifican la unión ligando-receptor p, se consideró conveniente conocer la posible 

inhibición de los NSAID sobre la lipólisis promovida por el AMPc. Con ese objeto se 

empleó un análogo no hidrolizable del AMPc, el Dib-AMPc, (citado por Gaudiot et al., 

2000). Al realizar la curva dosis-respuesta de la lipólisis estimulada con el Dib-AMPc 

(Fig. 14) se observa que la máxima producción de glicerol se registró a una 

concentración de 10·2 M de Dib-AMPc que corresponde a 7 .1 O µmoles de glicerol/g 

54 



7 

6 

5 
_¿ 
ci. 

.e> 
~ 4 

-~ * Ci 
Q) * "C 
U) 3 

.9'! o 
E * ::1.. 

2 

o ~r-~~-.-~~~~-.-~---. 

o -5 -4 -3 -2 

[Dib-AMPc] M 

Fig. 14. Efecto de diferentes NSAID sobre la liberación de glicerol estimulado con 
concentraciones crecientes de dibutiril AMPc en adipocitos aislados de ratas. Los 
adipocitos fueron incubados con diferentes concentraciones de dibutiril AMPc, control 
en ausencia de antiinflamatorio (•), en presencia de 3x10-6 M de aspirina (T), 
naproxen (•), nimesulide (+) y piroxicam (•). Todas las muestras fueron incubadas 
30 minutos a 37º C. Cada valor representa el promedio ± ee para seis ensayos 
individuales en adipocitos incubados con dibutiril AMPc y tres ensayos individuales 
en adipocitos incubados con dibutiril AMPc más uno de los NSAID. • p < 0.05, al 
comparar células tratadas con dibutiril AMPc vs dibutiril AMPc más uno de los 
NSAID. 
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de peso húmedo. Los adipocitos que se emplearon para probar si los NSAID 

modifican la lipólisis estimulada con Dib-AMPc, fueron incubados a la concentración 

constante del NSAID ensayado en los experimentos previos con epinefrina, de 3 x 

10·5 M. Puede observarse que los cuatro NSAID empleados, aspirina, naproxen, 

nimesulide y piroxicam, presentaron un comportamiento semejante en cuanto a que 

la inhibición se inicia a la concentración de 10-4 M de AMPc y es mayor a la 

concentración de 10·2 M, siendo la aspirina la que produce un mayor efecto; se 

aprecia una inhibición de 78%, 54% y 68% a las concentraciones 10-4, 10·5 , 10-s M de 

Dib-AMPc, en presencia de una concentración constante de aspirina. La lipólisls 

estimulada con Dib-AMPc en presencia de los NSAID, contra la curva sin NSAID, 

presenta la misma significancia estadlstica con una p < 0.05 para los 4 NSAID a las 

concentraciones del Dib-AMPc desde 10-5 hasta 10-2 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 Ja /ipólisis estimulada por el Dib

AMPc e inhibida por Jos NSA/D 

La siguiente parte de este trabajo se realizó para conocer si los efectos 

descritos para los NSAID suceden en condiciones semejantes a las que existen en el 

organismo durante la intoxicación aguda con etanol. Por consiguiente, se estudió el 

efecto del etanol, el acetaldehido y el de ambos, sobre la lipólisis estimulada por Dib

AMPc, asl como su posible influencia sobre la inhibición registrada con los NSAID 

estudiados. Esta parte del estudio tiene particular relevancia, porque tal como se 

muestra en la tabla 111, los datos hallados en los reportes de la literatura internacional 

son contradictorios en relación con los efectos del etanol y el acetaldehido sobre la 

lipólisis basal y la lipólisis estimulada por agonistas adrenérgicos y el Dib-AMPc. Asl, 

se consideró conveniente establecer de manera más definitiva el papel del etanol, el 

acetaldehido y el de ambos, sobre la lipólisis. Para ello, al sistema in vitro se le 

· adicionó 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 ¡tM 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 además en algunos experimentos, a partir de ratas alimentadas ad 

libitum y sacrificadas a las 8 a.m., en vista de que la alimentación y el ayuno pueden 

influir sobre la respuesta a la lipólisis 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 lipólisis 

estimulada por el Dib-AMPc, mientras que las concentraciones altas, 50 y 100 mM, 

inhibieron en cerca de 50% la lipólisis estimulada por concentraciones de Dib-AMPc 

en el intervalo de 10.a hasta 10·2 M (Fig. 15). En el caso de los adipocitos preparados 

con ratas alimentadas ad libitum es de interés notar que la concentración más baja 

de etanol ensayada, 12.5 mM, estimula de manera estadisticamente significativa la 

lipólisis activada por 10"4 a 10·2 M de Dib-AMPc (Fig. 16). El etanol a mayores 

concentraciones, 25, 50 y 100 mM produjo inhibición estadisticamente significativa 

en la liberación 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 inhibición, al igual que en los adipocitos de las ratas ayunadas, la 

inhibición es mayor del 50%. 

Concentraciones de acetaldehido tres órdenes de magnitud inferiores a las de 

etanol, tal como sucede en la sangre de los bebedores, esto es de 12.5 a 100 ~1M, se 

estudiaron en adipocitos de ratas en ayunas y los resultados se resumen en la Fig. 

17: las dos concentraciones más altas de acetaldehido empleadas estimularon la 

lipólisis 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 acción del etanol y del acetaldehido, añadidos 

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 lipólisis estimulada por el Dib AMPc, 

mientras que el acetaldehido estimula la lipólisis mediada por el mismo Dib AMPC. 

Los siguientes experimentos se realizaron con animales ayunados, con base en dos 
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hechos: no hay cambio en la respuesta por el ayuno de 16 h o la alimentación ad 

JibÍtum 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 último experimento de esta serie se realizó adicionando 

etanol y acetaldehido a los adipocitos estimulados con el nucleótido ciclico. Las 

concentraciones seleccionadas de etanol y acetaldehido fueron 50 mM y 50 flM 

respectivamente, con las cuales se obtuvieron efectos claramente opuestos sobre la 

lipólisis desencadenada por el AMPc. En los resultados de la Fig. 19, se aprecia que 

el efecto inhibitorio del etanol sobre la lipólisis predomina sobre el efecto estimulante 

del acetaldehido. Los resultados no son de extrañar, puesto que en el medio de 

incubación se dispone de 1000 veces más 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 lipólisis promovida por el Dib-AMPc pudieran modificar el 

efecto inhibitorio de los NSAID actuando sobre el mismo indicador metabólico, la 

lipólisis estimulada por el Dib-AMPc. Por consiguiente se exploró la acción 

combinada de cada uno de los cuatro NSAID elegidos junto con etanol (50 mM), o 

acetaldehido (50 fiM), o etanol + acetaldehido (50 mM + 50 ftM) al actuar sobre la 

lipólisis estimulada por Dib-AMPc en adipocitos de ratas con 16 h de ayuno. La 

acción inhibitoria de cada uno de los cuatro NSAID sobre la lipólisis mediada por Dib

AMPc se sumó al efecto inhibitorio del etanol (50 mM) por lo que se registró una 

actividad lipolitica de apenas un tercio en comparación con la cifra basal (Fig. 20). De 

manera análoga, la acción estimulante del acetaldehido sobre la lipólisis en 

respuesta al Dib-AMPc se sumó algebraicamente a la acción inhibitoria de los NSAID 

sobre el mismo indicador, por lo que se contrarrestaron ambos efectos y la resultante 

fue una actividad lipolltica similar a la obtenida en los experimentos control tratados 

exclusivamente con el Dib-AMPc (Fig. 21). Los últimos resultados de esta serie se 

presentan en la Fig. 22. Cada uno de los cuatro NSAID en estudio se mezclaron con 

etanol (50 mM) más acetaldehido (50 fiM) y se cuantificó la lipólisis activada con 

dosis crecientes de Dib-AMPc. En dicha figura se muestra que la acción inhibitoria 

sobre la lipólisis registrada previamente con la mezcla de etanol y acetaldehido fue 

más marcada con los cuatro NSAID utilizados en este estudio. O sea, que los anti-
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Flg. 15. Efecto de diferentes concentraciones de etanol sobre la liberación de glicerol 
estimulada con concentraciones crecientes de dibutiril AMPc en adipocitos aislados 
de ratas ayunadas 16 h. las condiciones de la incubación son 30 minutos a 37º C. 
Control sin etanol (•), etanol 12.5 mM (•), etanol 25 mM (•), etanol 50 mM (+) y 
etanol 100 mM (Á). 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 liberación de glicerol 
estimulada con concentraciones crecientes de dibutiril AMPc en adipocitos aislados 
de ratas alimentadas. Las condiciones de la incubación son 30 minutos a 37º C. 
Control sin etanol (•}, etanol '12.5 mM (Y}, etanol 25 mM (•), etanol 50 mM (+} y 
etanol 100 mM {•). 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. 17. Efecto de diferentes concentraciones de acetaldehido sobre la liberación de 
glicerol estimulada con concentraciones crecientes de dibutiril AMPc en adipocitos 
aislados de ratas ayunadas 16 h. Las condiciones de la incubación son 30 minutos a 
37º C. Control sin acetaldehldo (•), acetaldehldo 12.5 µM (Y), acetaldehldo 25 µM 
(•), acetaldehido 50 µM (+) y acetaldehldo 100 µM (.a.). Cada valor representa el 
promedio ± ee de seis ensayos para el control y de tres ensayos individuales en los 
adipocitos incubados con acetaldehldo. • p < 0.05 al comparar glicerol liberado de 
células incubadas sin acetaldehido vs incubadas con acetaldehldo. 
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Fig. 18. Efecto de diferentes concentraciones de acetaldehfdo sobre la liberación de 
glicerol estimulada con concentraciones crecientes de dibutiril AMPc en adipocitos 
aislados de ratas alimentadas. Las condiciones de la incubación son 30 minutos a 
37º C. Control sin acetaldehfdo (•). acetaldehfdo 12.5 ¡1M ('~). acetaldehfdo 25 ¡1M 
(•), acetaldehfdo 50 ¡¡M (+) y acetaldehfdo 100 ¡¡M (•). Cada valor representa el 
promedio ± ee de seis ensayos para el control y de tres ensayos individuales en los 
adipocitos incubados con acetaldehfdo. • p < 0.05 al comparar glicerol liberado de 
células incubadas sin acetaldehido vs incubadas con acetaldehfdo. 
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Tabla 111 

RESUMEN CON LOS DATOS DE LA LITERATURA BIOMÉDICA SOBRE LAS ACCIONES DEL ETANOL Y EL 

ACETALDEHÍDO SOBRE LA LIPÓLISIS IN V/TRO 

Referencia Éstaito nutritivo Muestra estudiada · Lipólisls estudiada · Etano1:3: 
~,..·,' 

. Aceialdeliriió 
AJiri.~ntado A)'unado 

,· 

Epidídímo Adipocitos Basal· Estímulada con Dosis usada · •. '.Eiiictó' .. : Dosis usad',{.''· .. · :.Éiecto 
·aislados :.:. :· ~ ~~~~ ;·· . . -

Bizzi y Carlson 1965 + + + 2.2x10'1 j26% 
24 h + + 2.2x10'1 ninguno 

Giudicelli et al., 1972 a 18h + + 10·2 a2x10" !30% 5x1 o" a 2x1 o" ¡ 220a 350% 

Giudicelli et al., 1972 b + + 5x1!T' 
+ + 10" 
+ 5.9x10'" 10" 

norepinefrina 

Giudicélli et al., 1978 24h + 10'" norepinefrina 10-' ninguno 
24h + 1 o" Dib-AMPc 10·1 ninguno 
24h + 1 o'" norepinefrina 1<r5 a 10·2 

24h + 10" Dib-AMPc 10" 

Nilsson y Belfrage 1978 + + 1.8x10 10' ninguno 
norepinefrina 

+ + 1.8x10'" 10" no reproducible 
norepinefrina 

El resumen incluye la infonnación publicada desde 1965 hasta agosto del 2002. La lipóüsis fue medida por la liberación de gücerol. En todos los casos el co¡1nete del 
epidídimo o los adipocitos se obtuvieron de la rata 
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Fig.19. Efecto de la adición de etanol 50 mM y acetaldehfdo 50 µM o de ambos 
sobre la liberación de glicerol en adipocitos aislados de rata ayunadas, estimulados 
con diferentes concentraciones de dibutiril AMPc. Las condiciones de incubación de 
las células son 30 minutos a 37º C. Control sin etanol y sin acetaldehfdo (•), etanol 
50 mM (~). acetaldehfdo 50 ¡1M (•) y etanol 50 mM- acetaldehfdo 50 ¡1M (+). 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 acetaldehfdo. • p < 
0.05 al comparar glicerol liberado de células incubadas sin etanol y/o acetaldehfdo vs 
células con etanol y/o acetaldehfdo. 
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Fig. 20. Efecto de los NSAID sobre la liberación 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 (•). con etanol y sin NSAID 
("1'), etanol más NSAID (empleado a la concentración de 3 x 10-a M en todos los 
casos en que se adicionó) (•) y NSAID solo (+}, panel del a al d, representan 
aspirina, naproxen, nimesulide y piroxicam respectivamente. Las condiciones de 
incubación y la significancia estadistica son iguales a las anotadas en las figuras 
anteriores. 
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Flg. 21. Efecto de los NSAID sobre la liberación de glicerol en adipocitos aislados de 
rata, con 16 h de ayuno, estimulados con diferentes concentraciones de dibutiril 
AMPc y acetaldehfdo 50 ~1M. Control sin acetaldehfdo y sin NSAID (•). con 
acetaldehfdo y sin NSAID (•). acetaldehfdo más NSAID (en todos los casos en que 
se adicionó fue a una concentración de 3 x 10·5 M) (•) y NSAID solo (+), panel del a 
al d, representan aspirina, naproxen, nimesulide y piroxicam respectivamente. Las 
condiciones de incubación y la significancia estadistica son iguales a las anotadas en 
las figuras anteriores. 
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Fig. 22. Efecto de los NSAID sobre la liberación de glicerol en adipocitos aislados de 
rata, con 16 h de ayuno, estimulados con diferentes concentraciones de dibutiril 
AMPc y etanol 50 mM más acetaldehido 50 DM. Control sin etanol y acetaldehido y 
sin NSAID (•),con etanol y acetaldehldo y sin NSAID (•),etanol y acetaldehido más 
NSAID (3 x 10·5 M) (•) y NSAID solo (+). panel del a al d, representan aspirina, 
naproxen, nimesulide y piroxicam respectivamente. Las condiciones de incubación y 
la significancia estadlstica son iguales a las anotadas en las figuras anteriores. 
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inflamatorios inhiben la lipólisis en adipocitos bañados con concentraciones de etanol 

y acetaldehido similares a las recuperadas en individuos intoxicados con etanol. 

Participación del Hz02 mediando los efectos del Dib-AMPc y los NSAID 

La parte final de este trabajo se refiere a la posible acción de los NSAID 

modulando los niveles celulares del Hz02 en los adipocitos. Se enfocó el proyecto en 

este sentido porque existen datos de la literatura en los cuales se evidencia que un 

exceso del H202 inhibe tanto la lipólisis estimulada por hormonas o por análogos del 

AMPc, como la actividad de la protelna quinasa A (Beebe et al., 1985). Por lo tanto, 

se consideró fundamental estudiar la posible formación del agua oxigenada en el 

proceso de la lipólisis, por un lado estimulada con el Dib-AMPc, y por el otro inhibida 

por medio de los NSAID. La curva dosis-respuesta lipolitica al peróxido de hidrógeno, 

medida como liberación de glicerol producido por los adipocitos estimulados con Dib

AMPc (1x10"3 M) muestra una relación directa entre la inhibición de la respuesta 

lipolltica y las concentraciones elevadas del peróxido de hidrógeno (Fig. 23). Por esta 

razón en los experimentos iniciales se empleó una concentración 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 1 mM; desde luego esta 

concentración es más alta que la fisiológica, aunque se demuestra 

experimentalmente que una vez mezclada con la solución Krebs Ringer albúmina, 

parte del agua oxigenada se une a la protelna y la concentración aparente desciende 

a 750 ~1M (Fig. 24). Al agregar esa concentración de agua oxigenada a una curva 

dosis respuesta para el Dib-AMPc se observa que la liberación de glicerol se inhibe 

en 60% aproximadamente, a las concentraciones 1 x 104 hasta 1 x 10·2 M de Dib

AMPc (Fig. 25). Más aún, la adición de catalasa aumenta la lipólisis estimulada con 

Dib-AMPc a todas las concentraciones del nucleótido usadas. Además, la lipólisis 

sobreestimulada en estas condiciones, no se inhibe por la adición de ninguno de los 

cuatro NSAID ensayados (Fig. 26), tal como si se observa cuando la lipólisis es 

estimulada solamente con el nucleótido ciclico. 
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Fig. 23. Curva dosis-respuesta lipolltica al peróxido de hidrógeno, medida como 
liberación de glicerol resultante de la incubación de adipocitos con una concentración 
fija de Dib-AMPc (1x10"3M) y variables de H202. Cada punto representa el promedio 
de 3 experimentos ± ee. 
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Fig. 24. Curva estándar de peróxido de hidrógeno disuelta en un amortiguador de 
Krebs-Ringer sin albúmina (•) (n = 3) y con albúmina (T) (n = 12). Cada punto 
representa el promedio ± ee. 
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Fig. 25. Efecto del peróxido de hidrógeno (1 mM) sobre la lipólisis en adipocitos 
aislados de rata incubados 30 min con concentraciones crecientes de Dib-AMPc sin 
peróxido de hidrógeno (•) y con peróxido de hidrógeno (~). Cada punto representa 
el promedio de 3 ensayos ± ee. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

71 



9 

8 

7 

,¿ 
ci. 

.!2' 6 e 
2l 
~ 
Q) 5 

"O 
U) 
Q) 

o 
§_ 4 

3 

2 

o 

[Dib-AMPc] M 

Fig. 26. Efecto de la catalasa sobre la lipólisis en adipocitos aislados de ratas con 16 
h de ayuno, estimulada con Dib-AMPc en ausencia o presencia de NSAID a la 
concentración de 3 x 10·5 M durante 30 min. Control sin catalasa y sin NSAID. Curva 
dosis respuesta al Dib-AMPc sin catalasa y sin NSAID (•). Con 1000 ~1U de catalasa 
adicionadas (T), más aspirina (•), más naproxen (•). más nimesulide (4), más 
piroxicam (• ). Cada punto representa seis ensayos individuales sin NSAID y tres 
ensayos con catalasa con o sin NSAID. • Significancia estadística como en figuras 
anteriores, comparando la curva sin y con catalasa. 
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Flg. 27. Generación de Qeróxido de hidrógeno durante la estimulación de la lipólisis 
con por Dib-AMPc 1x10·3 M en adipocitos aislados de rata ayunada, en ausencia de 
NSAID (•), y en presencia de NSAID 3x10-6 M, aspirina ('1'), naproxen (•). 
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 
algún NSAID 
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La siguiente etapa consistió en cuantificar la concentración de H202 durante la 

estimulación de la lipólisis con el análogo del AMPc en el medio, con ese objeto se 

realizó un curso temporal para una concentración fija de Dib-AMPc igual a 10"3M. Se 

observa que los niveles de agua oxigenada son bajos en todos los tiempos 

estudiados, excepto a los 30 min, en donde es prácticamente nula. Al agregar los 

NSAID aspirina o piroxicam (3 x 10º6M) la producción de agua oxigenada se estimula, 

en sólo 1 O min de incubación, en 4 a 5 veces (Fig. 27). Después de los 15 min la 

producción de H202 desciende. 

También se estudiaron a los 10 min de incubación las modificaciones en la poza 

de H20 2 en función de las concentraciones de Dib-AMPc añadidas a los adipocitos. 

Si bien los valores de la poza de H202 son bajos, no superan las 140 nmolas/g p h, el 

perfil de la curva es poco usual, las cifras suben a concentraciones del nucleótido de 

10·5 y 1 o-" M, para disminuir cuando dichas concentraciones ascienden a 10·3 y 10·2 

M (Fig. 28). 

Los experimentos realizados después fueron incubados por 10 min y se registró 

la poza de H20 2 en función de la dosis de cada uno de los 4 NSAID seleccionados, 

en ausencia y en presencia de una concentración de Dib-AMPc de 10·3 M, 

seleccionada por ofrecer una muy buena respuesta lipolftica y un pobre aumento en 

la poza de H20 2 (Fig. 29). Las curvas obtenidas fueron muy similares para Jos 4 

NSAJD; en ausencia del Dib-AMPc la máxima poza de H202 fue cercana a la 1100 

nmolas/g p. h. (cifra más alta 1,400 n molas/g p. h. con naproxen) alcanzada con una 

concentración de anti-inflamatorio de 10-e M (Fig. 29), excepto para el piroxicam que 

fue de 10·2 M (Fig. 32). En dicho sistema, la adición de Dib-AMPc disminuye a cifras 

cercanas a 300 n molas/ g p h la poza de H202. y la producción máxima se obtuvo 

con 10·3 M del nucleótido clclico y 10·7 M de cualquiera de Jos anti-inflamatorios (Figs. 

29-32). 
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Fig. 28. Formación de peróxido de hidrógeno por adipocitos aislados de rata 
incubados con concentraciones crecientes de dibuliril AMPc. El tiempo de incubación 
fue de 10 minutos a 37º C. Cada punto representa el promedio de 7 ensayos± ee. 

Tp.-.r~ CON ~0~>.1 .l 75 

FALLA DE ORIGEN 



1600 

1200 

_¿ 
ci. 
C> 

°Ñ o 800 
N :e 
o 
E 
e: 

400 

o ~,,--,.-~~~~~~~~ 
O -B -7 -6 -5 -4 

[Aspirina] M 

Fig. 29. Formación de peróxido de hidrógeno por adipocitos aislados de rata 
incubados por 10 min con concentraciones crecientes de aspirina, en ausencia (•)y 
en presencia (T) de dibutiril AMPc 1x10·3 M. Cada punto representa el promedio de 
tres determinaciones individuales ± ee * p < 0.05 se consideró estadísticamente 
significativa al comparar las determinaciones que se hicieron en presencia de dibutiril 
AMPc vs ausencia de dibutiril AMPc. 
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Fig. 30. Formación de peróxido de hidrógeno por adipocitos aislados de rata 
incubados por 10 min con concentraciones crecientes de naproxen, en ausencia (•) 
y en presencia (~)de dibutiril AMPc 1x10·3 M. Cada punto representa el promedio de 
tres determinaciones individuales ± ee • p < 0.05 se consideró estadfsticamente 
significativa al comparar las determinaciones que se hicieron en presencia de dibutiril 
AMPc vs ausencia de dibutiril AMPc. 
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Flg. 31. Formación de peróxido de hidrógeno por adipocitos aislados de rata 
incubados por 10 rnin con concentraciones crecientes de nimesulide, en ausencia(•) 
y en presencia ("')de dibutiril AMPc 1x10·3 M. Cada punto representa el promedio de 
tres determinaciones individuales ± ee • p < 0.05 se consideró estadlsticamente 
significativa al comparar las determinaciones que se hicieron en presencia de dibutiril 
AMPc vs ausencia de dibutiril AMPc. 
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Fig. 32. Formación de peróxido de hidrógeno por adipocitos aislados de rata 
incubados por 10 min con concentraciones crecientes de piroxicam, en ausencia(•) 
y en presencia (Y)de dibutiril AMPc 1x10-3 M. Cada punto representa el promedio de 
tres determinaciones individuales ± ee • p < 0.05 se consideró 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 participación del H202 en la regulación del 

proceso lipolltico en adipocitos aislados y plantean la posibilidad de que los NSAID 

Inhiban la lipólisis al elevar la poza de H202, mientras que el Dib-AMPc activa a la 

lipóiisis lo cual coincide con una poza más baja de H202, lo anterior es cierto cuando 

menos en el caso del peróxido formado con la participación 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 lipólisis, y que el Dib-AMPc es capaz de revertir 

parcialmente esta situación, al disminuir notablemente la concentración de agua 

oxigenada y sólo permitir una inhibición limitada de la lipólisis. 

Por último, se ha pretendido en este trabajo establecer una relación entre la 

presencia de etanol en el medio de incubación de los adipocitos estimulados con Dib

AMPc y la producción de H202. Para ello se incubaron los adipocitos con una 

cantidad fija de Dib-AMPc en el medio igual a 1x10'3M y con concentraciones 

crecientes de etanol, que van de 12.5 mM hasta 100 mM, con objeto de medir si se 

formaba peróxido de hidrógeno durante la inhibición de la respuesta lipolltica 

producida por el etanol (Fig. 16). En las condiciones del ensayo no fue posible 

detectar la presencia de peróxido de hidrógeno en el medio de incubación 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 incubación de los 

adipocitos a concentraciones que van de 12.5 ~1M a 100 ~1M, la determinación de 

peróxido de hidrógeno no arrojó valores detectables por el método empleado. Cabe 

mencionar que en ninguna de estas dos series de experimentos (etanol y 

acetaldehfdo) estuvieron presentes los NSAID y que el acetaldehfdo por sf solo 

estimula la respuesta lipolftica del Dib-AMPc (Fig. 17). 
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DISCUSIÓN 

En la discusión 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 Jos NSAID 

para modificar los efectos metabólicos y tóxicos consecuentes a una intoxicación 

aguda con etanol. Por lo tanto, esta discusión incluye los datos publicados en los 

articulas señalados como antecedentes, y parte de la tesis es mostrar la continuidad 

del trabajo para transitar, desde el aspecto fenomenológico en el animal Integro, 

hacia los cambios moleculares que permitan explicar Jos efectos reportados 

inicialmente. 

Entre la lista de acciones desencadenadas por una intoxicación aguda con 

etanol, se escogieron para el estudio inicial en el modelo de rata a tres indicadores 

hepáticos y uno sangulneo, a saber: el contenido de TAG, la poza de TBARS y Ja 

poza glutatión total, asl como el nivel de etanol en sangre. Las cifras de TBARS y Ja 

poza de glutatión son indicadores de un proceso biológico identificado como estrés 

oxidativo. Se conoce que el etanol eleva los niveles de TBARS (Kalish y Di Luzio, 

1966) y disminuye las cifras de glutatión, particularmente el reducido (Videla et al., 

1980). Con objeto de modificar Ja respuesta lipolltica a la intoxicación alcohólica 

aguda se seleccionaron cuatro anti-inflamatorios no esteroideos que tuvieran 

diferencias en su vida media farmacológica útil, piroxicam 40 horas vs aspirina 4 h 

(lnsel, 1990) o en la ciclooxigenasa, que inhibieran la isoforma 1 como la aspirina a 

dosis bajas y no selectivas como el piroxicam, naproxen; o bien selectivas para 

inhibir a Ja COX-2, como el nimesulide (Frolich, 1997). 

Los resultados iniciales fueron de enorme interés, Jos cuatro NSAJD ensayados 

disminuyeron Jos efectos que el etanol, a dosis de 5 glkg de peso, ocasionó en el 

hlgado: aumento en Ja poza de TAG, aumento en el contenido de TBARS y 

disminución del glutatión total (Zentella de Piña et a/., 1992 y 1993). Además, con 

algunos de los NSAID se observó una tendencia a disminuir los valores de etanol en 

sangre. 

Para tratar de explicar la acción de los NSAID en el hlgado se usaron 

hepatocitos aislados y se incubaron en presencia de piroxicam (Saldaña-Balmori et 

al., 1996 y Riveras-Rosas et al., 1999); el anti-inflamatorio con el que previamente se 

habla demostrado un restablecimiento en los niveles de GSH hepático, Jos cuales 

81 



son abatidos por la intoxicación etllica (Zentella de Piña et al., 1994). Además, el 

piroxicam es el anti-inflamatorio que baja los niveles de etanol en sangre a la mitad, 

en comparación con los animales que reciben la misma dosis de etanol en ausencia 

del NSAID (Zentella de Piña et al., 1992). Los resultados de los trabajos de Saldaña

Balmori et al., (1996) y de Riveros-Rosas et al., (1999) son de primordial relevancia 

para avanzar en el mecanismo de acción de los NSAID al revertir las acciones del 

etanol. Por un lado se encontró que el piroxicam activa la oxidación de substratos 

oxidables, por otro lado, antagoniza las respuestas metabólicas promovidas por la 

epinefrina en los hepatocitos aislados y además disminuye el nivel de substancias 

reactivas al ácido tiobarbitúrico. A lo largo de la discusión se revisan estos tres 

aspectos. 

La acción del piroxicam al activar la oxidación de diferentes sustratos entre ellos 

al etanol, puede ser la base molecular que explique la importante disminución del 

etanol en sangre que se observa en particular con este anti-inflamatorio. Los 

resultados independientes reportados por Moreno-Sánchez et al., (1999) confirman y 

apoyan nuestros hallazgos, un grupo de NSAID, entre los que se encuentra el 

piroxicam, al ser añadidos a mitocondrias aisladas de hlgado de rata, estimularon la 

respiración basal, desacoplaron la fosforilación oxidativa, inhibieron la slntesis de 

ATP y colapsaron el potencial de membrana. Desde un punto de vista práctico es de 

interés que un anti-inflamatorio disminuya la concentración de etanol de manera tan 

importante y que lo haga elevando su oxidación hepática, ya que es precisamente la 

velocidad de oxidación hepática del propio etanol, el factor limitante para su 

desaparición en sangre. El poder bajar los niveles sangulneos 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 podrla existir un antagonismo similar, 

a nivel del adipocito, entre Jos agonistas adrenérgicos y los NSAJD. 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 lipoperoxidación, medida como poza de substancias reactivas 
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al ácido tiobarbitúrico (Saldal'la-Balmori et al., 1996). Por consiguiente, en el resto de 

Ja discusión 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 Jos 

efectos opuestos del etanol y los NSAID. 

Participación de los NSAID en el tejido adiposo 

El etanol puede afectar la lipólisis en el tejido adiposo por dos rutas, mismas 

que se analizan de manera directa o a través de su acción estimulatoria sobre los 

niveles de catecolaminas. 

Los datos que apoyan la consideración anterior los proporciona el trabajo de 

Horning et al., (1960), quienes observaron que al administrar agonistas p 
adrenérgicos se estimula la lipólisis. Este hecho está aunado a la observación de 

Anton (1965) sobre la descarga adrenérgica importante que ocurre al administrar 

dosis altas de etanol (5 a 7 g de etanol por kilogramo de peso).· En relación a la 

participación de los NSAID como inhibidores de la lipólisis estimulada, uno de los 

primeros trabajos es el Stone (Stone el al., 1969). El autor estimula la lipólisis en el 

adipocito aislado de rata con varias hormonas, y ya estimulada, la inhibe con la sal 

sódica del ácido saiicllico, principal producto metabólico de la aspirina. El autor 

propone como posible explicación que el ácido salicllico puede inhibir la activación de 

la lipasa que hidroliza a los triglicéridos, vla AMPc, o bien directamente al sistema 

enzimático de la lipasa. 

Las observaciones anotadas prácticamente permanecen sin cambio por varios 

años. Sin embargo, Vik-Mo y Mjosole (1978) retoman el estudio y miden ácidos 

grasos y glicerol liberados de tejido adiposo subcutáneo canino y concluye que la re

esterificación total de ácidos grasos no cambia de manera importante pero la 

cantidad de ácidos grasos re-esterificados, relativos a la cantidad de ácidos grasos 

liberados, aumentó significativamente en los que recibieron la infusión de salicilato de 

sodio, aun sin estimular la lipólisis. Los resultados son más evidentes cuando 
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estimulan la lipólisis con un agonista adrenérgico: la isoprenalina. Se puede concluir 

que el salicilato de sodio reduce la liberación de ácidos grasos de tejido adiposo 

mediante un efecto combinado sobre la re-esterificación y la lipólisis. 

Efectivamente, se demuestra que la acción estimulatoria de la epinefrina sobre 

la lipólisis 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 farmacológico reportado. Esta 

inhibición debe agregarse a la lista creciente de efectos biológicos inhibidos por los 

NSAID, que bien se sabe no tienen conexión aparente con la activación de la 

ciclooxigenasa, reportada hasta ahor.a como el principal mecanismo de acción para 

estos fármacos (Vane, 1971). 

Para explicar el mecanismo por el cual los NSAID inhiben la lipólisis estimulada 

por hormonas se estudió si a nivel de los receptores membranales, estos fármacos 

pudieron crear alguna interferencia. La falta absoluta de efecto de los diferentes 

NSAID sobre la unión del radioligando [H 3] dihidroalprenolol a los receptores de 

epinefrina de las membranas celulares hepáticas (Tabla 11), indican que los NSAID 

interfieren con la vla lipolltica hormona-estimulada en un nivel posterior. Para 

encontrar el probable sitio afectado, se diseñaron experimentos en los cuales se 

estimuló la lipólisis directamente con un análogo del AMPc, el dibutiril AMPc, y se 

observó que los NSAID interfieren en la via adrenérgica ya sea a nivel de Ja protelna 

cinasa A dependiente de AMPc, o bien en Ja cadena de amplificación resultante (Fig. 

34). 

La acción antilipolitica de los NSAJD permite relacionarlos con hormonas y con 

otros agentes que tienen en común ejercer el mencionado efecto antilipolitico en 

adipocitos. Cabe anotar, en primer lugar a la insulina, cuyo efecto ha sido 

relacionado con la producción de agua oxigenada, Ja cual mimetiza en buena parte Ja 

acción 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 Ja mediadora de Ja acción antilipolitica de la 

insulina y que existe una relación inversa entre el agua oxigenada y la lipólisis. 

Incluso en una publicación reciente (Gaudiot et al., 2000) se demuestra que el agua 

oxigenada inhibe la actividad de la proteína cinasa A en adipocitos, por lo que parece 
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muy probable que los NSAID inhiban la lipólisis mediante una disminución en la 

actividad de la protelna cinasa A mediada por el H202. El conocimiento de estos 

hallazgos permitió el planteamiento de ensayos conducentes a valorar el papel de los 

·NSAID en el metabolismo peroxidativo, midiendo directamente la producción de agua 

oxigenada durante la estimulación de la lipólisis con dosis crecientes de AMPc, en 

presencia y ausencia de los agentes inflamatorios motivo de este estudio. En primer 

lugar se observa que la adición de agua oxigenada a concentración 1 mM (que viene 

a ser 750 µM según curva patrón realizado en una solución Ringer Krebs-albúmina, 

ya que la albúmina fija parte de la H202 adicionada), inhibe la liberación de glicerol 

medido como Indice de lipólisis estimulada con AMPc (Fig. 23). En este sistema, la 

sola adición de catalasa evita la inhibición de la lipólisis observada con los NSAID 

(Flg. 25). Un apoyo importante en este esquema es el hecho de que la adición de 

cualquiera de los cuatro NSAID eleva la producción de agua oxigenada (Figs. 29 a 

32). Cabe comentar que, si bien el pico máximo de producción de agua oxigenada 

ocurre en los primeros 10 min y la máxima inhibición de la lipólisis por NSAID fue 

medida a los 30 min, no se invalida la relación directa que existe entre la 

concentración de NSAID y la producción de agua oxigenada. 

A continuación se plantean posibilidades sobre el origen y significado del 

aumento en H202 promovido por los NSAID en los adipocitos aislados. El origen más 

probable del H20 2 en los adipocitos es la activación 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 H202 por los 

NSAID. Dos comentarios al respecto. Se ha descrito que los NSAID tienen un efecto 

hipoglucemiante del tipo de la insulina (Carlson y Ostman, 1961). Ambos, insulina y 

NSAID producen H202 y el H202 mimetiza los efectos de la insulina (Czech et al., 

1974). Parece obvio que la similitud de acciones de ambos compuestos dependan 

precisamente del H202 que generan. Por otra parte, el efecto molecular más 

conocido de los NSAID es su acción inhibitoria sobre las ciclooxigenasas lo que le 

valió a su descubridor (Vane 1971) el haber recibido el Premio Nobel. Actualmente 

se sabe que peróxidos del tipo del H202 son cofactores esenciales para la reacción 

catalizada por la ciclooxigenasa y asl son potentes estlmulos para la producción 
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tisular de prostaglandinas (Wolin y Mohazzab, 1997). Se abre la posibilidad de que la 

inhibición de los NSAID sobre la ciclooxigenasa no sea directa sino mediada por una 

elevación celular de la poza de H202. Respecto a las nuevas acciones que han sido 

reportadas para los NSAID (Zentella de Piña 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 la lipólisis estimulada por epinefrina impiden el 

arribo de cantidades importantes de ácidos grasos no esterificados al hlgado, una de 

las acciones tóxicas del etanol a través de su estimulación adrenérgica (compárese 

Fig. 33 con Fig. 34). 

Relevancia del aporte de ácidos grasos en el estrés oxidativo hepático causado por 

e/etanol 

Existen varios reportes de diferentes grupos de investigadores en Jos cuales se 

hace aparente Ja contribución sobresaliente de Jos ácidos grasos que recibe el 

hlgado para conformar el cuadro completo de patologla hepática consecuente a una 

intoxicación con etanol, si bien, en ocasiones, el modelo es de intoxicación crónica. 

Desde luego, Jos datos experimentales presentados en esta tesis apuntan en el 

mismo sentido, en este caso, a una intoxicación aguda. 

La proporción de grasa en la dieta recomendada para la rata no rebasa el 10% 

del total de calorias (Rocha-Hernández, 1996). Los experimentos en Jos cuales se 

trata de obtener modificaciones moleculares de patologia hepática incluyen el 

siguiente diseño: 6 a 8 semanas de duración 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 hepáticas (French et 

al., 1986) y por otra parte el tipo de grasa proporcionada en la dieta es fundamental 

para definir las modificaciones moleculares de patologia hepática. Cuando Jos ácidos 

grasos de la dieta son insaturados las lesiones hepáticas son mayores en 

comparación con Jos casos en los que se prepararon las dietas con ácidos grasos de 

cadena media y saturados (Kono et al., 2000b). Incluso, en otros experimentos se 
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aguda de etanol que se revisan en esta tesis. 
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describe que las lesiones hepáticas llegan a ser reversibles si se sustituyen en Ja 

dieta -a los ácidos grasos de cadena media y saturados, no obstante que se continúe 

la administración cotidiana de etanol (Nanjl et al., 2001). 

El experimento resumido en Ja Fig. 10 es muy Ilustrativo. Los ácidos grasos 

inyectados subcutáneamente se movilizan hacia el hlgado en función directa a Ja 

, cantidad de triacilglicéridos inyectados, e independiente de la participación de 

hormonas u otros sistemas de regulación (Terrazos-Luch et al., 1997). En tales 

condiciones se obtuvo una altfsima correlación directa entre Ja cantidad de aceite de 

__ malz colocado subcutáneamente, y el nivel de peroxidación de llpidos medido en el 

hlgado (Flg. 10, tomada de Terrazos-Luch et al., 1997). O sea, el hlgado en 

condiciones fisiológicas recibe un aporte definido de ácidos grasos y manifiesta 

- niveles bajos de lipoperoxidación, cuando ese hlgado es forzado a recibir un exceso 

de ácidos grasos, una fracción de ellos son lipoperoxidados de manera proporcional 

a Ja cantidad extra de ácidos grasos recibidos y de acuerdo con su grado de 

insaturación. 

Una parte de los resultados experimentales de esta tesis demuestran la 

inhibición de la lipólisis en Jos adipocitos mediada por los NSAID; lipólisis que a su 

vez es promovida por el etanol a través de Ja liberación de catecolaminas; el efecto 

se mantiene in vitro en presencia de concentraciones de acetaldehido y etanol en el 

intervalo de concentraciones presentes en Ja sangre, y presumiblemente en los 

tejidos, de animales intoxicados con concentraciones de etanol similares a las 

empleadas en esta tesis (Caballero-Cruz, 1998), Los NSAID, administrados en 

animales intoxicados con altas dosis de etanol, simultáneamente a producir una 

inhibición de la lipólisis en los adipocitos, disminuyen la poza hepática de TAG 

(Zentella de Piña el al., 1993) por Jo que una de las grandes conclusiones de esta 

tesis es que esa disminución en la poza hepática de TAG obedece a la inhibición de 

la lipólisis, precisamente cuando dicha lipólisis es el resultado de una estimulación 

por epinefrina (Anton, 1965). Continuando con la linea de pensamiento planteada en 

esta sección, la menor cantidad de ácidos grasos recibida por el hlgado de las ratas 

tratadas con etanol y uno de los NSAID, es una de las causas importantes por h;i cual 

es menor la poza de TBARS en esos hlgados (Zentella de Piña el al., 1993). 

Además, puede añadirse 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 intoxicación, no sucede la 

reacción en ca.dena promovida por la lipoperoxidación, existen menos radicales libres 

y no se invierte o gasta tanto GSH con la finalidad de mantener las células hepáticas 

con bajos niveles de estrés oxidativo, tal como sucede en los animales intoxicados 

con etanol pero en ausencia de NSAID {Videla et al, 1980). Asl se observa que 

cuando menos el piroxicam impide que disminuyan los niveles de GSH hepático en 

ratas intoxicadas con etanol {Zentella de Piña et al., 1994). 

Acciones opuesta del etanol y los NSAID en el hepatocito 

En los animales intoxicados con etanol, la administración de cuando menos uno 

de los NSAID, el piroxicam, además de afectar la distribución y la lipoperoxidación de 

los ácidos grasos, tal como se detalló en el párrafo anterior, también tiene un efecto 

sobre los hepatocitos, según se concluye de los trabajos de Saldaña-Balmori et al., · 

(1996), en donde se reporta que el piroxicam modifica los efectos del etanol medibles 

en hepatocitos aislados. Este es el tópico que se revisa a continuación y que desde 

luego se suma a lo ya dicho en cuanto a la redistribución de ácidos grasos, si 

además 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 hepáticas tempranas 

promovidas por el etanol". En esa secuencia, el etanol administrado crónicamente 

por vla oral modifica la permeabilidad de las células intestinales y asl 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 diseño experimental (brevemente resumido en la 

introducción), se encuentra inmerso en altas concentraciones de etanol y de ácidos 

grasos (35.5% y 37% de las calorías totales, respectivamente). En ese conjunto de 

condiciones las células de Kupffer liberan NF-kB y TNF-a asl como especies de 

oxigeno reactivas en forma de radical superoxido. Es significativo el hecho de que el 

02º - generado en exceso proviene de la estimulación 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 participación de las células de Kupffer, al grado de que 

la inactivación de dichas células con GdCb previene las siguientes acciones del 
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etanol en el hígado: lesión hepática (Adechi et al., 1994), hipoxia (Arteel et al., 1996) 

y formación 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 está oxidando activamente el etanol, y en donde favorecen 

el mantenimiento de un estado de estrés oxidalivo mayor, a medida que el mismo 

hepatocito esté recibiendo mayor proporción de ácidos 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 

disminución de las TBARS, observado en hepatocitos aislados e incubados con 

etanol y piroxicam (Saidaña-Balmori et al., 1996), asi como al restablecimiento de los 

niveles de GSH cuando a la intoxicación con etanol se añade el tratamiento con el 

mismo piroxicam (Zentella de Piña et al., 1994). 

Como atrapadores de radicales libres los NSAID pueden abatir directamente la 

poza de 0 2" - ocasionada por el etanol, asi se ha demostrado para los salicilatos 

(Sagone y Husney, 1987) y para el piroxicam (Castrejón et al., 1996 y 1997) en 

sistemas completamente libres de células. 
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CONCLUSIONES 

La acción de los NSAID en cuando menos tres tipos de estirpes celulares 

contribuyen simultáneamente y coordinadamente para revertir algunos efectos de la 

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

1. Disminuyen los niveles de etanol en sangre al promover la oxidación hepática 

del propio etanol mediante un desacoplamiento de la fosforiiación oxidativa. 

2. Inhiben en los adipocitos la lipóiisis mediada por la epinefrina, liberada a 

consecuencia de la elevada carga de etanol. La inhibición de la lipólisis 

disminuye la recepción de ácidos grasos en el hfgado, con lo que a pesar de la 

presencia de etanol, limita el crecimiento en la poza de triaciigiicéridos en el 

hfgado, Jo cual abate la formación de substancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico asf como el consumo elevado de giutatión. 

3. Disminuyen Ja presencia de substancias del oxigeno reactivas, generadas en 

las células de Kupffer al ser activadas por Ja presencia de etanol. De esta otra 

manera se restringe Ja formación de substancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

en la glándula hepática en general. 

Por todas las acciones de los NSAID, resumidas en los tres incisos anteriores, 

se concluye que son Jos medicamentos de elección para revertir las acciones tóxicas 

agudas de elevadas dosis de etanol. 

El etanol y Jos NSAID son las drogas (en estricto sentido farmacológico) más 

consumidas por los humanos. En esta tesis además de que se aportan nuevos 

conocimientos de interacción entre ambos xenobióticos, se profundiza sobre el 

mecanismo de acción de los NSAID. Los datos del trabajo amplfan la información 

disponible al respecto y sobre el probable empleo simultáneo de ambos en la 

intoxicación aguda con etanol y el uso farmacológico ·de NSAID. Sin embargo, el uso 

crónico de ambos compuestos podrfa ofrecer un cuadro diferente en el cual 

participan otros tejidos y otros sistemas regulatorios tales como el control de Ja 

expresión genética. Considero importante acrecentar el conocimiento de Ja 

interacción entre etanol y NSAID para lograr entender mejor las ventajas y riesgos 

del empleo de los NSAID en los pacientes alcohólicos. 
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PROSPECTIVA 

Como sucede con frecuencia al ampliar los horizontes por medio de la 

investigación cientffica, es mucho más lo que falta por hacer que lo ya realizado. 

En el aspecto molecular, la elevación en la poza de peróxido de hidrógeno por 

acción 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 slntesis del 

peróxido de hidrógeno. Queda por definir también el significado biológico del 

aumento de peróxido de hidrógeno tanto en el adipocito como en otros tipos 

cel~lares. Por lo pronto, el H202 inhibe la protelna cinasa A purificada a partir de 

corazón de bovino (Fig. P-1). Incluso serla conveniente aclarar la participación del 

peróxido de hidrógeno en la regulación de la actividad de las ciclooxigenasas, la 

etapa metabólica considerada desde hace más de 30 años como la clave para 

entender la acción farmacológica de la aspirina y todas las "aspirin-like drugs". 

Por otra parte, resulta atractivo el análisis de la acción de los NSAID sobre la 

actividad de la proteln cinasa A, la enzima que resulta activada por la presencia del 

AMPc, e inhibida probablemente por el H202 tal como se menciona en las lineas 

anteriores, y que es la que cataliza con el concurso del ATP la fosforilación de un 

buen número de enzimas, las cuales al ser fosforiladas pueden ser activadas, o por 

el contrario, inactivadas, dependiendo del tipo de reacción que cataliza y del tejido 

donde se ubican. Los experimentos preliminares realizados nos muestran una 

inhibición de la proteln cinasa A, con dosis ligeramente superiores a las 

farmacológicas, con los 4 NSAID escogidos (Fig. P-2). Una inhibición de la enzima 

en cuestión por los NSAID tendrla enorme repercusión en la regulación metabólica 

de las células afectadas. 

En el área clfnica resulta muy atractivo el proponer un estudio para evaluar la 

eficacia de los anti-inflamatorios con objeto de revertir, desde el punto de vista cllnico 

y del comportamiento humano, las acciones de una intoxicación aguda con etanol. 
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P1. Inhibición de la actividad de la protelna clnasa dependiente de AMPc, de corazón 
de bovino por H202. Promedio ± desviación estándar, n = 3, p < 0.05 vs control. 
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The non-steroidal unli·intlammatorydrug, plroxicam, prc\•cnts thc hcpatic incrcasc oftrillcylgl)·ccrols ani.l malondialdehyde rcsulting from theacutc 
lntoxieation of n1ts with cthanol. In addition, in the intoxicatcc.1 rats, piroxic-.irn consistently produces a decreasc in thc levcls of blood cthanol in 

comparison wilh 1..-ontrol unimals. 11 is suggcsted that 1hc anti·lnfllunnmlory compound stimulutcs cthnnol oxidatlon. 

I!thyl alcohol; Alcoholic intoxicution; Non·stcroidal mlll·infüunm111ory agcut; Alcoholic hepatitis; Mnlonatcs; Piroxicam 

1. INTRODUCTION 

Piroxicam, u non-stcroidul anti-inflammatory drug 
(NSAID), administcrcd in rats simultancously with 
CCl4 , partially prcvcntcd lhc incrcascs in scrum ac
tivitics of two uminotransfcrases, maintaincd livcr lipo
pcroxidution nntl triacylglyccrides (TAG) contents nt 
normal \'alucs, und attcnuatcd thc livcr morphological 
changcs causcd by thc hcpatotoxic compound [I]. For 
thcsc rcasons \\'C scarchcd for thc putativc uction of 
piroxicmn prcvcnting thc biochcmical altcrations 
produccd in thc wholc ~mimal by an cxtrcmcly common 
hcpatotoxic compouml: cthanol. 

2. MATERIALS AND METllODS 
Malc Wistar mi~ (200··:?.25 g) "ere fastcJ 16 h bcforc trcatment anJ 

di\'idcd into four ¡!roups: con1rol. rccci\·ing isoc:iluric amtmnts of 
glm:o!tc (:1!1 40% W/\' solution) with rc~:mt to thc doses of cthanol and 
equivalen! :tmounts oí piroxicam \'Chicle solu1ion; eth;moJ, rc1.:civing 
3 or 5 g oí ethanol/kg bo<ly wcight (as 30% solutil1n) nnd cquivalcnt 
amounts (lf piro.\icam \'d1ide solutiun; piro.\ic;un, TLx·civing isocaloric 
¡unuunts of !!luco\C mul pinuicam IO mg/kg hody wcight (as 7.5 mS/ml 
in a 25% glyccrnll"alcr solutiun \'/\'); <.llld cthanol plus piroxicam, 
rwc1\'i11g cthanol 3 ur 5 g'kg :md piro.\k:uu 10 mg/1.g body wcighl. Tite 
;1i.lminisll"n:d L'Oillpnunds \\WC ghcn hy oro¡!astric \'iil (OGV) unlcss 
olhcr\\Ü.C imlicatcd. In llW!ll uf thc cxpcrimcnts rals wcrc killcll by 
dccapi1:1tion, hhmd w:ts cl1llcctcd in EDTA :111d li\'cr samples wcrc 
l<1kc11 tn ernluah.· TAG, prolcin and malondialdchyi.lc (MDA). TAG 

Ah/,,aiati11m: NSAJD, non-stcrui<lal anti·inO:unmatory drug; MOA, 
m:tlondialr.lchydc; TAG, triaqlglyccridcs; OGV, orogastric \Ü; JPV, 
intrapcritoneal \'ia. 

Corn·:tporukna tuldr"n: M. Zcntella Je Pirla, J)cplu. de Hioqulmica, 
F;1cultaJ de Medicina. Univcrsid•td N•tcimml Autónoma de México, 
A Postal 70159, Q.ISIO Mé~ico, D.F., Mcxico. Fux: (525) 548 3603. 

1'11h/i:Jlrl'd by E/sel'ier Sdt'nce P11bli:Jhers B. V:. 

wcrc dc1cnnincd by thc method dcscribeJ by Gottfrit."ll et al. [21 Ji
rcctly in li\'cr homogc11:1tcs prcpurcd in doublc distillL-J water (1 :9, 
w/\'). MOA was quantificd by thc barbituric acid mcthod [3J, modificJ 
ns rccommcm.Jcd by llcrnándcl·Munor. et al. (-1}. Protcin was dctcr· 
mincd hy thc Hradford colorime1ric rnethud (S). IUood etlmnol was 
as5<1)'cd csscntiall}' h.)' lhc mctholl of Bcnit illld Guttman [6). J lcnm· 
tocrit wus 111e;1surcd with standard clinical lahorntory tcchniqucs. 

In smnc cxpcrirncnts rats "ere sacrificcd 2 h 11ftcr tn:<1tment, 
stomachs wcrc c.~ciscd and "cighcll, thc contcnt of c<tch stomach was 
carcfully n-covcrc.•ll with thc aii.1 llf s;1li11c solution in ordcr lo 111casure 
cthanol gastric content. In a1101hcr i;crics of c~pcrimcnts, rats wcrc 
m:1intaincJ aftcr trcullncnt in indh·idual mclaholic cages and urinc 
was colkctcJ to Jctcm1inc cth:uwl conccntrntion. 

Rcagcnh "ere uhtaincd fro111 Sigma Chcmical Co. (St. Louis, MO). 
Ethanul ;malyticnl !!ntdc w;u purch:m•d from Hakcr. Stalistical analy· 
sis was pcrfonucd using Stui.lcnt's r-tcst. 

3. RESULTS 

The wcll known increasc in livcr TAG contcnt 
produced by cthanol was ncarly blockcd by piroxicam, 
whcreas tite NSAID alonc cxhibilcd non·significant 
altcrntion in thcse TAO (Fig. 1). 

Glucosc or piroxicam did not chungc MOA lcvcls 
uscd hcrc as an indcx of hepatic lipopcroxidation. 
ctlmnol trcatmcnt showed a significant increasc of 
f\.fDA con1cnt bctwccn 8 and J2 h aftcr intoxication. 
bcing maximaJ at 8 h; piroxicam produccd a stutistically 
significanl diminution of MOA valucs reached with 
cthanol alonc (Fig. 2). 

Since alcohol oxidalion is rcquircd to augmcnt the 
lipopcroxidation index in livcr [7] and sincc piroxicam 
trcntment avoids thc incrcasc in t\.IDA promoted by 
ethyl alcohol (Figs. 1 and 2), an inhibition in ethanol 
oxidation and a consequcnt risc in ils hloo<l Jcvels due 
to piroxicarn adminislration could be cxpcclcd. Nevcr
thcless, in rats intoxicatcd with cthnnol by OGV, thc 
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Fig. l. Effect of piroxicam on cthanol-promotcd lipid nccumulation 
in Jiver. Le\•els of 1"AG in the Ji\·er of rnts al dHTcrcnt tinics aflcr 
treatmenl. The dosc of e1hanol was 5 g/L:g of body wcighl by OGV, 
Pirollicnm was administcret.1 consccutivcly to glucose or ethanol and 
by thc same routc. Rangc of indh·idual nssays (n) from 4 to 15; P 
valucs oomparing ethanol group vs cthanol + piroxicam group; • P < 

0.001, up < 0.01 and •••p < 0.05. 

curve of blood ethanol as a function of its administra· 
tion wus Jowcred with piroxicam. cithcr uscd by OGV 
or intrnpcriloncal viu (IPV) (Fig. 3). This aclion ofpiro
xicam wns also observcd whcn cthyl alcohol, 3 g/kg, wns 
providcd by IPV (dala not shown). 

Ethanol contcnt in thc stonmchs of rats rccciving 5 g 
ofethanol pcr kg ofbody wcight by OGV 2 h bcfore was 
4.62 ± 1.14 mmol/g of stomach (n=4). whcn ethanol was 
given nlone, and il was 6.22 ± I.51 (11=4) whcn ethanol 
wus supplcmcnted with piroxicum; the differcncc was 
without stnlistical signific:ince (/' < 0.2). Similarly, the 
trcatment \\'ith piroxicam produccd no diffcrcnce in thc 
amount ofcthnnol climinatcd by urine from rats trcated 

2.0 

o GWCOSE m ETllANOL 

IZJ OUJCOSE+ m ETHANOL+ 
PIROXICAM PIROXICAM 

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

4. DISCUSSION 

Administration of thc NSAID impaircd thc hepatic 
increase in TAG content and in MOA gencration 
promotcd by elhanol trenlment (Figs. 1 and 2). These 
'protcctivc' actions of piroxicam toward alcohol in
toxication coincided temporarily with its capucity to 
dccrcasc blood cthanol lcvels (Fig. 3), which cannot be 
altributed to a del:iy in alcohol absorption from the 
gastrointestinal tubc sincc the effcct was present in 
animals receiving the toxic compoun<l by IPV. and pir
oxicam <lid not modify thc rate of nbsorption of cthanol 
by lhe slomach. In addition, the NSAID ncilher stimu
lntcd the elimination of ethanol by tite kidncy, nor orig
inated hemodilution. Thcrefore, it uppcars that pirox· 
icam cnuscd nn incrcasc in cthanol oxidation probably 
due to nn induction in thc synthesis or nonspecific 
oxidases, as has bccn reported, for example, with barbi
turatcs (8). Thc activation in cthanol disappcarance 
caused by piroxicam contrnsted with the rcported efTect 
of aspirin, the prototype of NSAIDs, decreasing the 
activity of gastric alcoholic dchydrogcnase in human 
subjccts and in rat models a t low cthanol doses [9]. 

DiLuzio and Stcge clcarly showcd that peroxidative 
lipid degradation products formed nfter cthnnol con· 
sumption wcrc markedly rcduccd whcn ethunol metab
olism was blockcd by pyrazolc, which <liminishes acetal· 
dehyde formation, and wcrc ¿tugmcnted by disulfiram, 
an inhibitor thnt promotes acctaldchyde accumulation 
[7]. Thus, the incrc:isc in clhanol oxidation promotcd by 
piroxicam should be accompanicd by a similar or higher 
increasc in acetaldchydc oxidation (thcrc is a report on 
thc induction of cytoplasmic al<lehyde dehydrogenase 
by drugs (8]) in order to discouragc a rise in lipopcr. 
o:ddation nnd in tum in MDA lcvcls. 

Soffic conscquenccs of a piroxicam·mcdiated lower 
blood cthanol lcvcl might includc thc diminution of liver 

'""' 
* 

12 

HOURS AFTEA ETHANOL TREATMENT 

16 

Fig. 2. EfTcct of piroxicam on cthanol-rrontoled Ji\'cr pero:\idation. Le\'cls of MOA in the liver of rats at diíl'erent times nfler recciving tite treatmcnt 
indicaled in thc figure. Othcr indications as in Fig. l. 11 from 3 to 7. •p < 0.001 contparing cthanol \'S, ethanol plus pcroxicam. 

124 



¿ 
Volume 298, numbcr 2,3 Fl!OS Ll!TTl!RS Fcbruary 1992 

1 ti1.-

l 
40 

3 30 

'º 

0 o ~ 8 12. 16 
HOURS AFTER ETHANOL TREÁTMENT 

f'ig. 3. Role or piro:dc11m on lime C'OlJr!ie cth1mol lc\·cls in hloud. Ali 
animals rL-CC:Í\'ed 5 g/kg cthanol by OG\' plu!i: (L\-L\). U.l mi salinc 
by OGV; (.t.·--.t.), 11. I mi 211 mg.linl piroxicam by OG\';nml 20 mglml 
piro:f.icam by IPV. ('f'-T). For 2 h tr=8,and 11=5 in uthcrdata. Other 
indicutions as in Fig. 1. Values or /'are replnlcd comp;1ring rc5ults 
oíelhanol \'S, cthanol + pirmdcam al each of thc differcnt tilncs: /'..;; 
0.001, 8 h OGV, 2 h and JO h IP\'; /' ·~ O.OI, 6 h and 8 h IPV; /'..;; 

0.05, 2 and 4 h OG\', 12 h JI'\'. 

TAG contcnt (Fig. 1), a minur ccllulnr lrnnsformation 
lo hydroxycthyl free radical (10,1 IJ ami thcrcforc no 
nctivution of lipopcroxidation, and nlso thc rcportcd 
dccrcasc in thc duration of hypnosis (12]. Finally, thc 
nction of piroxicam limitating lipopcroxidution und 
MDA production (Fig. 2) might also be relatcd to thc 

'' rcportcd nction or NSAIDs to scnvenge, or to inhibiÍ~ 
lhc gcneration of free radicals [13,14]. 
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Nonsteroidal Antiinflammatory Drugs Lower Ethanol
Mediated Liver lncrease in Lipids and Thiobarbituric Acid 

Reactive Substances 
Martha Zentella de Piña. Yolanda Saldaña·Balmori, Aída Hernández-Toblas, and Enrique Piña 

Four nonsteroldal anlilntlammatory druga-namely, acetytsallcyllc 
acld, nsproxen, nlmeaullde, and dlpyrone-were ••••ved to search 
thelr capablllty In preventlng lhe hepatlc lncrease of trfacyfglycerol• 
and thlobarblturtc acld reactive substances, H an lndicatlon or llpld 
peroxldallon, resultlng from the acule lntoxlcaUon ot rats wllh 
elhanol, The tour anlllnflammatory compounds lnhibiled the ethanol· 
medlated lncrHse In trlacylglycerola and thlobarblturtc acld reactive 
1ubatancea. Furthermore, each one ot theae antllnllammatory drug• 
produced dlatlnctlve actlona on blood ethanol levels: a temporal 
dlmfnutlon wlth Hplrtn and neproxen, no changas wlth nlme1ullde, 
andan lncreaae wlth dlpyrone. 11 I• concluded that the nonsteroldal 
antllntlammatory drugs contrtbuted to controlllng hepatlc llpld per· 
oxldatlon, and hence the oxldetive tlreH promoted by ethanol lntox· 
lcatlon. 

Ke)' Words: Nonsteroldal Antllnflammatory Oruga, Ethanol, Trt· 
acylglyceridea, Free Radlcala, Oxldatlve Stress. 

SITUA TIONS WHICH augmcnt oxidant cxposurc, or 
compromise antioxidant capacity, nrc commonly re

fcrrcd lo as oxida ti ve stress. 1 Oxidativc stress has long bccn 
known to cause lipid peroxidation (LP)' and incrcased LP 
in vivo after acutc ethanol intoxicution wns rcported more 
than 25 ycars ago.::: On thcse bases, cthanol can be includcd 
in thc list of xcnobiotics capable of producing oxidouive 
stress. Morcover, assessment of oxidativc stress is compli
catcd by thc lack of a universal oxidunt stress product or 
markcr.' Colorinietric assay. thiobarbituric acid (TDA) for 
malondialdchydc (MDA), and othcr substanccs, is prob
ably the most widcly uscd single test for measuring LP.4 

Prctrcatmcnt with antioxidants was shown to be cffcc
tive against cthanol-induccd LP.::: Intercstingly. this prc
trcatment was effcctive also in prc\·enting cthanol-induccd 
fütty livcr. 5 Howcvcr, it is not npparcnt why a nonstcroidnl 
antiinflammatory drug (NSAID), piroxicam, inhibits hc
patic incrcase of TDA rcacti\'c substanccs (TDARS) and 
triacylglycerols (TAGs) mcasurcd aíler thc acutc intoxi
cation of rats with ethanoJ.fl Funhcrmorc. in thc intoxi
catcd animals, piroxicam produccd a dccreasc in the lcvcls 

From tlu• D,•partami•nw dt• Bioq11imica. Fa('ll/tad d,• Afrdicina, Uni· 
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of hlood cthanol in comparison with control ones.6 The 
purposc ofthis work is to lcarn whether diITcrent NSAIDs 
sharc with piroxicam thc action of prevcnting the incrcase 
in TAGs and TDARS, caused by cthanol intoxication. 
Thcse expcrimcnts could be imponant duc to the wide
sprcad clinical use of NSAIDs.7 

METHODS 

Mate Wistar rats (200-225 g) wcrc ícd ad Iibitum Y.i1h a commcn:ial 
dict (Nutricubos from Purina, Mcxico). The contcnl oí minero.Is and 
vitamins in the dict was maintaincd constant, according to thc produc-cr. 
Thc anima.Is wcrc fnstcd 24 hr tlcforc trcatmcnt, but frtt acccss to water 
was pcnnittcd. Rats wcrc di\·ided inlo four groups and trcated as íollow: 
~/uco.n•, rccci\·ing gavagc glucosc 37.5 kcal/kg hody y,·cight (as a 403 
w/\' solu1ion) plus a corrcsponding amount oí NSAID \'Chicle~ ,•thatwl, 
rereiving g.a\•agc cthanol .17.5 kcaf/kg body wcig.ht (as a 303 solution) 
plus cquivalcnt amounts or thc NSAID \·chicle: gl11rc•st' p/11.r a NSAID. 
rccciving gavagc glucosc as in the control group and onc oíthc following 
NSAIDs: acctylsalicylic add (ASA), dipyronc, naproxcn, or nimcsulide, 
al lhc doses indicatcd ~low: and nhatwl pllua N!l:-t/D, rcccivinggavagc 
cthanol as in 1hc clhanol groups and onc uí thc lislcd NSAIDs at thc 
doses dcscribcd in lhc following paragraphs. Each onc oí thc NSAIDs. 
dissolvcd in NuCI (0.9%), was gi\·en orogaslrically immcdialely after 
glucose or t'lhanol solutions. Doses oí NSAIDs u5Cd wcrc as íollows: 
ucctylsalicylic acid as aspirin (commcrcial prescntation írom Bayer) 56 
mg/J..g body wcigh1, apprmdmately onc·halí or 1hc daily doses quolcd by 
Jnsel' for paticnts with acule rhcumatic ÍC\'Cr: in 3 difTcrent modcl, 56 
mg oí ASA/kg is as cfTecti\'e as 10 nig/kg body wcighl piroxicam,• which 
was thc dosc usOO 10 inhibit 1he ethanol·mcdiatcd incrcasc of TBARS 
und T AG li\'cr con1cn1.• In cxperimenls clitp~.ing more than 8 hr, a 
second idcntical dosc or ASA was gi\·cn 8 hr ancr thc fint administration. 
hccausc lhc climination half·liíc for ASA might tlc shortcr than 1 hr.• 
Dipyronc (Neo-mclubrina from Hocchsl), 43 mg/kg body weighl, and 
naproxcn (Naxen from Synlc.\), 7 mg/l.g tx>dy wcighl, wcrc uscd at 
cqui\·alenl doses to those suggcstcd for thcir use in humans (reí. 10 for 
dipyronc and rcf. 7 íor naproxen). Duc to thc high thcrapcutic indcx or 
nimesulidc (Mesulide írom l.akcsidc) lethal doscxi/cfTccli\'C dosc)O • 
260, 11 it was used al thc doSt"S oí 30 mg/kg body wcight, which is fü·c 
times highcr titan the dosc rttommended for human usc. 12 

Rals wcre killcd by dccapitalion 4, 8, and 12 hr aftcr lrcatmcnt. Blood 
samplcs wcre collccted in EDTA for cthanol detcnnination and lh·er 
homogcnates prcparcd in douhle distillcd water for protcin, TBARS, and 
TAGs dctcnninalions. TAGs "ere cxtraclcd with hcptanc and hydro
lyzcd "ith KOll as dcscribcd by Gottfricd and Rosenbel'B' 1: glyccrol was 
then oxidizcd Y.ilh pcriodate and the rcsulting fonnaldchyde condcnsed 
wilh acctylacctone to fonn a yelluwdchydrolutidinc dcri,·ati\'c, mcasurc-d 
colorimctrically. 11 TBARS wns detcnnincd by minor modifications to 
thc TBA original mcthod 14

: thc lh·cr homogenatc was passed through a 
chcesccloth and a 0.2 mi aliquot incubatcd Y.ith 1.0 mi of 0.15 M 
phosphatc buffer (pll 7.0) for JO min at J1•c, 1.5 mi acetic acid (20%) 
(pH 2.5), and 1.5 mi TOA (0.8%) wcrc- lhen addcd. Thc mixture '*'ll.S 

A.kvh11/C/u1 Exp Rt's. Vol 17, No 6, 1993: pp 1228-1232. 
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then placed in boiling wntcr for 45 min, the cold tul>es "ith 1 mi Ka 
(2%) nnd 5 mi bulanol;pyridinc ( 15: 1) werc mb.cd vigorously, and 
ubsorbance of the organic !ayer was measurcd al 532 nm. The liver 
homogenatc aliquot was substiluled by thc phosphnte buffer or by known 
amounts ofTllA reactive substanecs in lhe phosphate buffer in lhc blank 
tubc and in thc calibration curve, rcspeclÍ\.'Cly. When lhc NSAIDs wcrc 
testcd for their capability lo interfcrc with the color dcvclopmenl (i.c., 
acting as fn-e radical scavengers durina thc incubation step), they were 
included al the final conccntrations indicated below, in thc 0.2 mi 
homogcnatc, phosphatc huflCr or the known amounts oí TOA reacth·c 
substanccs. No aucmpts werc madc to c\.'aluatc thc C\'entual inlerference 
of color dc\.'clopmcnt pro<luccd by the li\.'cr mctabolites originated from 
thc NSAIDs uscd. H.csults are rcporttd as MOA com:cntrations rcquircd 
lo develop an cquh·alcnt color to thc une de\'elopcd by the TRARS from 
the li\'cr. 

Thrt•c diffcrcnt conccntratioru of NSAIDs wcre used in lhe THARS 
test, and lhey wcrc sclcctcd on thc following basis. Thc fi~t concentralion 
was preparcd assuming that the doses of cach onc of the administcred 
NSAIDs is unifonnly distrihute<l in the total body water of the animal; 
the conccntrution ofthe NSAIDswa.s: O.OH mg/ml for ASA, 0.06 my,/ml 
forJipyronc, 0.01 mg/ml for naproAen, and 0.042 my,/ml fur nimc~ulide. 
A sccond comparati\.'e conccntration 5-fold higher was prcpared. A third 
conccntration was conductcd by Ji\'cr homogcnization, which dilutcd the 
tissuc sample by a factor of 7; that way, the final conccntration in thc 
homogenatcd hccamc 11.4 µg/ml for ASA, 8.5 µg/ml íor dipyronc, 1.4 
µg/ml for naproAcn, and <i.O µg/ml for nimcsulidc. 

Protein was quantificd by Rradfonl colorimetric mcthod.11 For the 
blood ethanol detennination 1he spcctrophotometric mcthod of lkmt 
and Gulmann," using alcohol dchydrogcnasc, was uscd. For statisticnl 
analysis Sludcnt's t tests wcrc pcrfonncd, and p \.'alucs cakulated und 
includcd in the corrcsponding figure. 

RESULTS 

ldentical standard curves with known amounts of 
TBARS were obtained when cach 1 of the .¡ NSAIDs was 
addcd nt the thrce sclected conccntrations described in 
"Mcthods." \Vith onc singJe cxccption. dipyrone, the othcr 
three NSAIDs at the thrce indicated concentrutions did 
not modify the TBARS test when they were included in 
the homogennte of rat li\'cr trcatcd with glucose or with 
cthanol, or when the colorimctric assay was performcd 
with or without the 30 min incubation at 37"C (see "Meth· 
ods"). Dipyronc lowcrcd thc devclopmcnt of color from 
TBARS in the liver cxtract of rats treated with glucose or 
ethanol in 55% whcn thc NSAID was addcd in vitro at a 
conccntration af0.3 mg/ml, which is more than Íl\'C times 
higher than thc calculatcd conccntrntion of dipyronc in 
the total body water and 35 times highcr than the calcu· 
latcd conccntr.Uion in thc homogcnatc '"'Itere thc assay 
for TBARS was madc. These rcsults were obtained 
whether ar nat the test was incubatcd at 37•c for 30 min. 
In short, under thc conditions dcscribed hercio, thc in 
vitro prcscnce of NSAIDs. at the conccntrations prcsum
ably present in thc homogcnatcs, do not intcrfcre with thc 
development of color far TBARS and thcrcfore can be 
considercd an indication of LP in vivo. 

Onc glucosc- amJ one ethanol-trcatcd rat were included 
in each experimcnt. Becausc four NSAIDs were tested, nt 
the end of thc experimental period, data from near 20 rats 
from eithcr the glucosc or ethanol groups were available 
in each one of the sclccted times (4, 8, or 12 hr). For this 
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reason cach value in thc glucosc- or in the ethanol-treated 
group within the four figures includcd corresponds to -20 
detcrminations ofblood cthanol, TBARS, and TAGs liver 
con ten t. 

The doses of ethanol uscd in this work produccd an 
incrcase in hepatic content of TAGs and TBARS, which 
was clcarly cvident 4 hr aftcr thc intoxicntian nnd was 
quantitativcly more important when th.c action ofethanol 
clapsed far 8 or 12 hr (Fig. 1 ). 

Aspirin, in onc single <lose or aficr a second administrn
tion R hr lalcr, has minar cffccts on thc hepatic content of 
TAGs ami TBARS from control rnts treated with glucose; 
this NSAID produced a diminution of thc TAG and 
TBARS val u es reachcd with ethanol al o ne (Fig. 1 ). Dim
inution in TBARS was st:itistically significan! 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 cthanol alonc. Anothcr cffect of this drug, 
cither aftcr one or two administrations, was to lower at 8 
hr the concentration of blood ethanol (Fig. 1 ). 

Althougll dipyronc produccd some changcs in thc livcr 
valucs ofTAGs and TBARS of mis receiving glucose, the 
important action of this compound was to promote a 
significant dccrcasc in the livcr contcnt of TAGs and 
TDARS in ethanol-intoxicated mts (Fig. 2). Dipyrone 
trcatment far 4 or 8 hr rcsultcd in a statistically significant 
incrcasc in the concentration of blood cthanol (Fig. 2). 
Naproxcn was cfTcctivc in lowering the valucs of TAGs 
and TDARS in the liver of rnts treated with ethanol (Fig. 
3). This NSAID also promoted minar actions in the 
glucosc-treatcd rats (Fig. 3) and lowered blood ethanol 4 
hr afler treatment (Fig. 3). 

In regard to the hcpatic valucs of TAG and MOA 
rccovcred from rnts recciving glucose or ethanol, nimesu
lidc exhibitcd similar actions as the other NSAIDs studied 
hcrcin (i.e., no changes in the control rats and significant 
decrcascs in thc values from cthanol-intoxicated rats) (Fig. 
4). Nimesulidc produccd minar modifications on thc con~ 
centration of blood ethanol (Fig. 4 ). 

OISCUSSION 

Ali animals reccived the same diet. The fasting pcriods 
wcrc comparable among thc diffcrent experimental 
groups~ thcrcforc, the influence of mincmls and vitamins 
from the dict on LP17 was maintaincd constant in the trial, 
and in this way is most probahly unrclated to the actions 
describcd for the NSAIDs. 

lt is documented that the TDARS test lacks spccificity 
and rcquircs numcrous controls4

; nc\'erthclcss, it is the 
most widely uscd single test far mcasuring LP.4 Within 
the controlled experimental conditions described in this 
study, thc quantified TBARS appcar to represen! a rcliable 
indication of LP in vivo. That thc four NSAIDs testcd 
effectively decrease thc LP stimulatcd by ethanol might 
be strengthened by the fact that they also diminished the 
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gtOUpt: otucos• (O), receMng gavage glucose 37 .5 kcalfkg body welght, as a 40% (O). recetvlng gavage glUcose 37 .5 kcalfkg body weigtlt, as 40% W/v sdubon, and 
wfv ao1utJon. plus 0.9% NaCI In equivalan! amounts osed to dlssolve ASA; elhanol 0.9%Na01nequvalentamouitstodauolveBpyrone:ethanoJ(e),reoelvlnggavege 
¡e), receMng gavage elhanol 37.5 ke&l/kg body welght, as a 30% solubon, plJs - ethanol 37.5 kcal/kg body wetght, as 30% solutlon, and 0.9% NaCI In 9QUlvalent 
0.9% NaCI n equlvBlent amooots used to dissolve ASA; glucos• ~ ASA (one atn0U1IS 10 dlssolve c.11pyrone; QlucoH plus dipyron. (.0.). glucose as pt9Yloutly 
dOse) (.O.-A), glucosa as preriously ndlcalecl With ene aingle dose of 56 mg lndlcated and 43 mg¡kg bOOy Wt:llght dipyrone In 0.9% NaCI; elhanol plus d1pyrot'le 
ASA¡kgbodyweigtltdissolvedln0.9% NaCl;g/uCOHp/uSASA(twodoseS)(.0. •. D), 1•1. ethanol as previous/y lf'ldlealed and 43 mg/kg body weight dipyfOne In 0.9% 
glucose as prevlously indiea1ed and two ldentk:lll doses ol S6 mg ASA¡kg body Naet S1a1rs11cs: •p < 0.05. ''p < 0.01, •••p < O.OOt, compartng ethanol group vs. 
weighl dissolved In 0.9% Nacr, lhe rwst dose waa gven al the beglming ot the ethanol plus NSAID group (n - 18 IOf glucose and ethanol groups and n • 5 far 
experWnent and the •econd one was g1ven 8 tV" latet; ethanol plus ASA (one dosel glucosa plus dcpyrone and ethanol plus dlpyrone groups). 
(A-A), ethanol and one ~ dose ol ASA as lndicatect, and elhanol plus ASA 
(lwo doses) (A .. .8), elhanOI and two ldenlical doses ol ASA as prevlously va. ethanol plus ASA group (n • 18 lor glucose anct ethano( groups and n • 4 lor 
lndlcatect. Stabsllcs: •p < 0.05, ••p < 0.01, ... P < Q.001, companng elhanol group glucose plus ASA, one Of twodoses. and lor ethanol plus ASA, one or twodoses). 
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liver increase in TAG content, equally promoted by an 
ncute ethnnol íntoxicntion. In n similor way, treatment 
with antioxidants also controls ethanol-induced LP and 
fatty Jiver.'" Furthermore, the described actions oí the 
presently studied compounds are shared by piroxicam,• 
another member oí the NSAIDs family, thus giving a 
positive answer to the question dcpictcd in the introduc .. 
tion to this study. 

Beca use quite different doses oí the NSAIDs were used 
herein, a strict comparison on the relative potcncy ofthese 
drugs reversing Jiver TBARS and TAG increases is not 
reliable. Thus a more detailed study is required to correlate 
the quantitative diffcrences in the described actions oíthe 
selected NSAIDs used with their reported phannacoki
nctic propcrties, such as effective doses, measured blood 
concentrations, and spccific haJf.Jivcs. 

However, the action of the NSAIDs was distinctive 
related to the leve! OÍ blood ethanol. lnasmuch as aspirin 
a·nd naproxcn lowered tcmporarily thc conccntration of 
ethanol in blood, nimcsulidc was without elTect, but di· 
pyrone increased its concentration. In a previous work it 
has bcen shown that piroxicam was effective in consist· 
ently decrcasing the leve! oí blood ethanol.6 

Thc rather high doses oí NSAJDs used in this work and 
in a previous onc6 do not minimize their remarknble 
similar nctions on rcvcrting TBARS and TAG incrcases 
in the liver as effects of cthanol intoxication. At this stage 
of thc experimental work, a possiblc mcchanism of thesc 
NSAIDs actions is only spcculative. The anti-LP effcct oí 
thc NSAJDs described hercin might be rclated to the wcll
established action oí these drugs on the cyclooxygenase 
inhibition, 11 but a more dircct activity oí the NSAIDs 
working as free radical scavengers has bcen dcscribcd for 
sorne of them, 19•20 and this possible mechanism cannot be 
ruled out. 

lt might be concluded thcn that the NSAIDs used 
contribute to the control oí thc oxidative stress and the 
TAG accumulation observcd in the Jivcr and promoted 
by thc acule intoxicntion with ethanol, thc most cxtcn .. 
sivcly toxic compound consumed by humans.21 .n 
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Summary 

The effect of plroxicam, a nonsteroldal anti-lnflammatory drug, on 
blood ethanol and on trlacylglycerols, malondlaldehyde and glutathlone 
levels In llver of fed rats acutely intoxlcated with ethanol was studled. As 
prevlously reponed for fasted rats. plroxlcam In fed rats decreases the 
concentration of ethanol In blood and lnhibits the hepatlc lncrease of 
trlacylglycerols and malondlaldehyde consequent to ethanol admlnlstratlon. 
In addition, the hepatlc depletion of reduced and reduced plus oxidlzed 
glutathlone observad 8 and 12h after gavage of ethanol was reversed when 
plroxlcam was admlnlstered simultaneously with ethanol. The lmportance 
of the findlng Is dlscussed in light of the paramount partlclpatlon of 
glutathione durlng the cellular oxldatlve stress. 

Key IVords: piroxicam, clhanol, alcohol intoxication, nonstcroidal anti-inílamma1ory drugs, glutathionc 

Acute ethanol lntoxlcatlon produces, In the llver cells, a typlcal sltuatlon 
commonly referred to as oxidative stress 11 ); In this case characterlzed by an lncrease 
In llpid peroxldation (LP) (2,3), in whlch maxlmum enhancement coincides wlth a 
depletlon In the pool of reduced glutathlone (GSH) (4-6). GSH Is a physlological free 
radical quencher wlth ability to protect cells against the deleterlous effects of reactive 
oxygen lntermediates and free radicals (7). On the other slde, it seems convenlent to 
keep in mind that the most widely used single test for measuring LP, consecutiva to 
an excess In the pool of cellular free radicals (8), is the thiobarblturlc acld assay for 
malondlaldehyde (MOA) and relatad reactive substances (TBAAS) (9). 

Since plroxlcam, a nonsteroldal anti-inflammatory drug, partlally prevents the 
llver in crease of trlacylglycerols (TAG) and TBARS resultlng from the acute lntoxicatlon 
of fasted rats with ethanol (10), the Idea of this papar was to extend thls observatlon 
to fed rats and, most lmportantly, to study the action of plroxlcam on an antloxldant 
cellular system, such as the hepatlc pool of GSH, and GSH plus oxldlzed glutathlone 
(GSH + GSSG). 

\15 
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Materials and Methods 

Mala Wlstar rats (150 - 200 g) fed ad llbltum wlth a standard Purlna Chow, 
were allotted lnto tour groups: glucosa, recelving lsocalorlc amounts of glucosa (as 
40% w/v solutlon) wlth regard to the dose of ethanol and equlvalent amounts of 
plroxlcam vehlcle solutlon; ethanol, recelvlng 5 g of ethanol/kg body welght (as 30% 
solutlon) and equlvalent amounts of piroxicam vehlcle solution; glucosa + plroxicam, 
receiving lsocalorlc amounts of glucosa and plroxlcam 10 mg/kg body weight (as 7.5 
mg/ml in a 25% glycerol/water solutlon v/v); and ethanol + plroxlcam, receiving 
ethanol 5 g/kg and plroxlcam 1 O mg/kg body weight. The administered compounds 
were given by orogastric via. In order to avoid diurna! varlations that could influence 
the lnterpretation of the data the anlmals were systematically sacrificad at 5 P.M., 
complete treatmont was finlshed 8 or 12 h before. Rats were allowed free access to 
food and water after given glucosa or ethanol, with or wlthout piroxlcam. 

Rats were lightly anaesthetized with ethyl ether and subjected to an incislon in 
the abdomen to expose the organs. Two plecas of llver were taken out, blood washed 
and lmmediately introduced In liquid Nz- withln the next 24 h one was u sed to measure 
oxldized glutathlone (GSSG) and the other one to measure GSH + GSSG. A sample 
of blood was quickly wlthdrawn by heart punctlon and placed In Ice cold 0.33 N 
perchloric acid to quantify ethanol by the spectrophotometrlc technique of Bernt and 
Gutmann (11). The remainlng liver was thon pulled out and homogenated in Ice cold 
bidistllled water (1 :9 w/v) to assay TAG, TBARS and proteln. TAG were determinad 
by the method described by Gottfrled and Rosenberg (12). Llpid peroxidatlon was 
quantifled by the TBARS method as carefully detallad by Zentella de Piña fil J!.1. (13). 
The extinction coefficlent of MOA 1.56x105 cm"' M"' (141 was usad and the obtalned 
value Is considerad as the TBARS content. Protein was determinad as descrlbed by 
Bradford (15) by using bovina albuminas standard. In orderto measure GSH + GSSG, 
one of the samples malntained In liquld N 2 was weighed and homogenlzed In 1 .6 mi 
ice cold 1 M perchlorlc acid in 2 mM EDTA. the mixture was centrifugad at 5000 g for 
10 min at 4°C and the supernatant was adjusted In the ranga of pH 5 - 7, at 4°C, 
with a solution containing 2 M KOH and 0.3 M N-morpholinopropanesulfonlc acld. The 
sample was centrifugad again and GSH + GSSG was quantlfled lmmediately In an 
aliquot of the supernatant following method 1 detallad by Akerboom and Sles (16). 
GSSG was measured In the other llver sample malntalned In llquld N2 , and was 
welghed and homogenlzed in 1 .6 mi of a solution contalnlng 1 M perchloric acld, 2 mM 
EDTA and 50 mM N-ethylmaleimide. The mixture was centrifugad at 4ºC and the 
supernatant was brought to pH 6.0, at 4°C wlth 2 M KOH plus 0.3 M N
morphollnopropanesulfonlc acld, the precipltate was elimlnated by centrifugation and, 
in the supernatant, the excess of N-ethylmaleimide was removed by extractlon wlth 
dlethyl ether and the remaining ether was ellmlnated under reduced pressure (16). An 
allquot of 0.5 mi from these washed samples was usad to assay GSSG by the method 
IV described by Akerboom and Sies (16). For either GSSG or GSH + GSSG, the 
calculatlon was based on the standard curves preparad for each Individual experiment; 
the content of GSH was calculated by the difference of both previous values. 

The followlng reagents were from Sigma Chemlcal Co., St Louis, Mo. USA: 
5,5'-dithlo-bis (2-nltrobenzolc acid); nlcotinamide adenine dinucleotlde phosphate, 
reduced forro; glutathlone reductase Type IV (from bakers yeast); glutathlone oxidized 
disodium salt; ethylenedlamine-tetra-acetlc acid (EDTAI disodium salt; trlzma 
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base;2-thlobarblturlc acld; potasslum chlorlde; sodlum m-arsenlte; potasslum 
hydroxlde; N-ethylmalelmlde; N-morphollno propanesulfonlc acld. Plroxlcam solutlons 
were preparad from commerclal presentatlons (Feldene, from Pflzer). 

Other reagents were analytlcal grade from Merck-Méxlco. 

Resuhs and Discussion 

The well known ethanol mediated lncrease In liver TAG content was blocked by 
plroxlcam treatment for 8 h (Flg. 11. In a similar way, the values of TBARS were 
lowered In 8 h to the values found In control anlmals by slmultaneous admlnlstratlon 
of the nonsteroidal antl-inflammatory drug (Flg. 2). Piroxlcam treatment also produced 
a statlstlcally slgnlflcant dlmlnution In the concentratlon of blood ethanol measured 
8 h (ethanol + salina 40.16 ± 3.26 µmoles of ethanol/ml of blood, n= 4, vs ethanol 
+ plroxicam 28.1 ± 0.94 µmoles ethanol/ml of blood, n = 4, p < 0.01) and 12 h 
(ethanol + salina 36.48 ± 2.84 µmoles ethanol/ml of blood, n= 4, vs ethanol + 
plroxlcam 30.57 ± 1.03 µmoles ethanol/ml of blood, n = 4, p < 0.041 after gavage 
with the hepatotoxlc compound. Therefore, the action of piroxicam reverslng sorne 
effects of acute ethanol lntoxlcatlon Is observad In fasted rats ( 10) as well as In fed 
anlmals (Flgs. 1 and 2). lt Is unclear whether plroxicam produces other effects dlrectly 
in the llver or lndlrectly by keeplng blood ethanol concentratlons low. Plroxlcam 
decreased ethanol blood levels, as we reportad previously In similar experlments (10). 
and because blood ethanol levels decreased In the sallne-treated group between 8 and 
12 hours, but not In the plroxlcam group. lt seems that absorptlon mlght be delayed 
In the latter group. 

The results of hepatic glutathlone levels recordad In fed rats subjected to 
different treatments are lncluded In Tables 1and11. In rats recelvlng glucosa, treatment 
wlth piroxlcam for 8 to 12 h produced a decrease In the content of hepatlc GSH and 
GSSG, wlthout statlstlcal slgnlficance. Notlceabfy, asplrln, the classlcal nonsteroldal 
anti-lnflammatory drug, or sodlum salicylate, depressed rat hepatlc GSH from 60 to 
70% of control levels In 4 h (17). Ethanol lowered the content of GSH and GSSG 8 
and 12 h after the lntoxlcatlon, the statlstlcal slgnlflcance for each case Is lncluded In 
the footnotes of Tables 1 and 11. The decrease In GSH by acute ethanol lntoxlcatlon Is 
widely documentad (4-6). lt Is hlgher in fasted rats (6), but has been recordad also In 
fed anlmals (4). The values reportad for GSSG In rat liver are one arder of magnltude 
higher In sorne papers (6) as comparad to the numbers lncluded In Tables 1and11. Thls 
very low amount of GSSG found In the samples considerad in Tables 1 and 11 Is In 
accord with other reports in whlch precautlon agalnst autooxldatlon wete taken (16, 
18, 19). Conflicting results have been documentad for the llver content of GSSG In 
response to acute ethanol lntoxlcation, elther a 119% lncrease (6) ora 35% dlmlnution 
(20). The results of thls papar show a decrease of 37 and 45% In hepatlc GSSG 
values 8 and 12 h, respectlvely, after ethanol gavage (Tables 1 and 11). The most 
lnterestlng point In regard to glutathlone Is that In rats lntoxlcated wlth ethanol, 
plroxlcam treatment resultad In a statistlcally slgnlflcant lncrease for the values of GSH 
and GSSG recordad 8 and 12 h after the admlnlstratlon of the antl-lnflammatory 
compound (Tables 1and11). Thus, the deleterlous effect of ethanol lowerlng the hepatlc 
pool of glutathione was reverted by plroxlcam. Of lmportance to thls work, plroxlcam 
admlnlstratlon enhances brain glutathlone levels In the rat (21). The effect of acute 
ethanol lntoxlcatlon on GSH turnover, utlllzlng a pulse of 355 cystelne, lndlcates a 
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decreased synthesis of hepatic glutathione but a mejor lncreased loss of GSH from the 
livor provoked by a fugo through the hepatic plasma membrana (20}. The preferentlal 
role of piroxicam reverting the actlons of ethanol intoxicatlon on hepatic glutathione 
turnover deserves further study. 

In this way, both lndicators of hepatic molecular response duo to acute ethanol 
lntoxicatlon, such as en lncrease in TBARS and a dlminutlon in GSH, were reverted by 
plroxicam treatment. The results of this paper are of potential relevance for the 
foliowing facts: ethanol is the most extensively toxic compound consumad by humans 
(221. glutathione is probably the more abundant metabolite with a paramount role as 
en oxldant defensa against oxidative stress (23}, and the nonsteroidal anti· 
inflammatory drugs reglster a wlde·spread clinical use (241. 
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~ 
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C> ~ Ethanol + Piro•lc om .!§ 
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~ 
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i= 

8 12 
HOURS AFTER ETHANOL TREATMENT 

FIG. 1 

Effect of piroxicam on the content of hepatic triacylglycerols from fed 
rats receivlng, by orogastric vla, isocaloric doses of glucosa or ethanol, 
equivalent to 5 g of ethanol/kg body weight. Plroxicam was admlnistered 
lmmediately aher glucosa or ethanol gavage. The data represent average ± 
standard error (SE). Range of individual assays (ni from 4 to 6. 
* p < 0.008 comparing glucosa + saline vs ethanol + salino at 8 h. 
** p < 0.006 comparing ethanol + salino vs ethanol + piroxicam at 8 h. 
*** p < 0.001 comparing glucosa + salino vs ethanol + salino at 12 h. 
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FIG. 2 

Effect of plroxicam on the hepatlc values of TBARS from fed rets 
recelvlng, by orogastrlc vla, lsocalorlc doses of glucosa ar ethanol, 
equlvalent to 5g of ethanol/kg body welght. Plroxlcam was admlnistered 
lmmedlately after glucosa ar ethanol gavage. Tila data represent average ± 
standard error (SE). Ranga of Individual assays (n) from 5 to 6. 
* p <0.001 comparlng glucosa + salina vs ethanol + salina at 8 h,or 

comparing ethanol + salina vs ethanol + plroxlcam at 8 h. 
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TABLEI 
Effect of 8 h Piroxlcam Treatment on the Pool Values of Hepatlc Glutathlone In Rats 

Treatment• GSH GSSG GSH + GSSG --------.............................................................................................................................................................................................................. 
Glucosa + Salina 4.59±0.35b 0.027 ± 0.002 4.62±0.35 

(5) (5) (5) 
Glucosa + Plroxlcam 3.61 ±0.20 0.024±0.004 3.63±0.20 

(4) (4) (4) 
Ethanol + Salina 3.03±0.37º 0.017 ± 0.002· 3.05±0.37º 

(5) (5) (5) 
Ethanol + Piroxlcam 4.13±0.12• 0.036 ± 0.0061 4.17±0.11• 

(4) (4) (4) 

Fed rats were gavaged wlth isocalorlc doses of glucosa or ethanol, equivalent to 
5 g of ethanol/kg body weight. Piroxicam (10 mg/kg body weightl was 
admlnlstered by orogastric via at the lndlcated groups and immediately after 
glucosa or ethanol. 
Data are in µmoles/g wet liver and correspond to the mean ± SE with the 
number of rats In parentheses. 
Glucosa + salina vs ethanol + salina p < 0.01. 
Ethanol + salina vs ethanol + plroxlcam p < 0.03. 
Glucosa + salina vs ethanol + salina p < 0.03. 
Ethanol + salina vs ethanol + plroxicam p < 0.01. 

Other comparlsons without statistical slgnlflcance. 

TABLE 11 
Effect of 12 h Plroxlcam Treatment on the Pool Values of Hepatic Glutathione In Rats 
---------------------------------------------------------------------------------------------------
Treatment GSH GSSG 

Glucosa + Salina 5.30±0.28 0.020 ± 0.005 
(4) (4) 

Glucosa + Plroxlcam 4.12±0.45 0.013±0.001 
(5) (5) 

Ethanol + Salina 3.48±0.37" 0.011±0.001 
(5) (5) 

Ethanol + Piroxicam 4.44±0.35 0.015 ± 0.001• 
(5) (5) 

Glucosa + salina vs ethanol + salina p < 0.007. 
Ethanol + salina vs ethanol + piroxlcam p < 0.03. 

Other lndlcations as In Table 1 

\~ 

GSH + GSSG 

5.32±0.29 
(4) 

4.13±0.45 
(5J 

3.49±0.37" 
(5) 

4.46±0.35 
(5) 
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Piroxlcam lnhibits Epinephrine-lnduced Stimulation of 
Glycerol Production in lsolated Rat Adipocytes 

LENKA PIMENTEL-VELAZQUEZ•, M. DOLORES RAMIREZ-GONZALES, 
MARTHA ZENTELLA DE PIÑA & ENRIQUE PIÑA 

Department o/ Oiucllemistr)', Sclwol tif Medicine, Na1imml U11frersil)• o/ Me.deo, J.l~.tico 04510, DF 

Previous data from our laboratory [ 1,2) ha ve shown 
that severa! nonsteroidal anti-inílammatory drugs (NSAID
s). a group of drugs extensively used in ciinicai medicine 
[3), partially preven! the ethanol-induced increase in fasted 
rats of hepatic triacylglycerides and thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), the latter measurcd 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). 

Thc accumulation of triacylglycerides becn attributed 
to a stimulatory effcct of ethanol on fatty acid biosynthesis 
by the liver [5). Another possibility is that tite increase in 
li\•cr triacylglyceride content rcsults from the mobilization 
of fat depots. Thc aim of this work was to determine 
whether piroxicam has an action on lipolysis in a simple 
biological system such as the isolatcd rat adipocytc. 

l\llITllOI>S: Adipose tissue was ob1aincd from cpididymal fat pads of 
111alc Wistar rnts, hody weight 200-240 g. Pild cpididymes were 
ex1rac1cd fnun 3 rats, prcviously anesthcliied with c1hcr, and suspend
ed in 2.3 mi nf Krchs-Rin~cr hicarhonalc buffer plus l 3 alhumin, pll 
7.37. The iissue was cut and thcn incuhated at 37ºC for 60 min wi1h 
cullagcnase, typc 1 (1 m~lml). Aítcr disaggrcgation, adipocyles were 
washcLI anLI ccnlrifugeLI thrce cimcs. Thc supcrnatant was discardcLI. 

Atlipucy1es wcre scparatcLI irllu si.\ grours. Approximatcly 200 mg 
uf aLlipocytcs for cach assay wcrc rcsusp1.mtlcd in 200 ,,1 of huffer. Thc 
tirst grour was incuhatcd in a linal volurnc of 2 mi wi1h tlifferent 
conccntrations of epincphrinc (20 ,,1 adLlcd tu hring final concen1ra1ion 
to 10"", 1o·s. 10 6

, 10·1 and 10' M) using Ringcr-Krchs containing 3% 
albumin. Tite sccnnLI grnup was incuba1cd with dillcrcnt conccntrations 
ofpirmr.icam (10 4

, l0 5, 10 6 , 10 7 anLI IOR M). Thc thinJ and fourth 
grours wcrc incuhated wi1h diffcrcm conccntralions uf cpincphrine (10 
4

, 1O1. JO 6
, 10 1 ami 1O 1

) comhinct.I with piwxicam al either 10·' M or 
10·7 M. A fifth group was incuhalcd with diffcrcnl cnncentrntions of 
piroxicam (10"", to·'. JOfl, 10·1 andto 1 M) anti a consl3nt concemra
tion of epincphrinc equal 10 SxlO 1 M. Thc sixtlt croup was incubalcd 
as a control in buffer witltout epincphrinc or piroxicam. Ali groups 
wcrc incubated at 37 ºC for 90 min. Glyccrol rcleasc, a di rece measure 
of lipolysis. was measured as Llescrihcd hy Oaranowski using ATP 
(O. IS M) anti NAO+ (0.04 M) (6J. All Che rcagents werc from 
SIGMA. 

Analysis of variance was uscd for analysis of llata. A Lliffcrence 
was considered significant whcn p < O.OS. 

31 

RESULTS: Figure 1 shows the dose-response curve for 
epinephrine-stimulated lipolysis. The maximum production 
of glycerol, 150 µmol/g wet welght of cells, occurred at 
10~ M epinephrine. The ED,., for epinephrine was 5xJO·' 
M. Piroxicam al so stimulates lipolysis in a dose-dependent 
manner, with thc maximum effect occurring at 10·• M 
(Fig. 2). At higlter concentrations, decreased lipolysis is 
sccn. 

! 160 
l; 

~ 
l 120 

l 
l; 

i 80 

~ l 40 
;;. . 
~ 

ª IO-B 10•7 10•6 to·' 
oplnephrlne conc-n M 

1-,l¡:urc l. Bffect of tlifferent concentrations of cpinephrine ou glycerol 
release in isolatcd rat aLlipocyles. Adipocytes were incuhated with: 
different concentrations of cpinephrine (•); differenl concentrations of 
epinephrine in 1he presence of to·' M piroxicam (•): or different 
concentrations of epinephrine in the prescnce of to·' l\.I piroxicam ( + ). 
Tite conlrol group is markcd as (o). Ali groups wcre incuhated for 90 
min at 37°C. Vertical hars indicate SEM fur four ralS per group. '1 < 
O.OS compared with the control group, t>p < O.OS compared ro 
cpincphrine alonc. 

Adipocytes were incubated in thc prcsence of different 
concentrations of epinephrine and a constant concentration 
of piroxicam (10"' M or 10·1 M) to test how lipolysis was 
affectcd by the NSAID. When piroxicam concentration 
was 10·' M and epinephrine concentration was w·• M 
(Fig. 1). the levels of glycerol (95 µmol/g wet weight) 
were highcr thnn when adipocytes were incubated only 
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with epinephrine (64 µmol/g). Al 10·7 M epinephrine, 
glycerol production was also higher in the presence of 
piroxlcam (146 µmol/g; p < 0.05) when compared with 
the valucs nttained with epinephrine alone (t t7 µmol/g). 
Higher concentrations of cpinephrine lead to a clear fnll in 
thc lcvels of glycerol produced in the presence of to·• M 
piroxicam. 

On the other hand, when adipocytes where incubated 
with 10·7 M piroxicam in the presence ofdifferent concen
trations of epinephrine, an inhibition or iipolysis was 
observed when compared with those cells that were 
incubated only with epinephrine (p < 0.05), except for 
the to• M epinephrine concentration. 

t 200 
'g 

''"º '& • 'g 
... 100 

l 
s 
e •o 

i 
0 ~~~0!<-~r--,,10~-.=-~~,o-~1~~¿0~-o~----,o~-~.~-.,~~-~. 

plro•lcam concenlratlan M 

Figure 2. EfTcct of different concentrations of riro11;icam 011 glycerol 
release in isolated rnt adipocyres. The cells were incubated with: 
difTerent conccnlrations of riroxicam (•): and different concentrations 
of piro:dcam in the prcsence of SxlO·' M epinephrine ( + ). The control 
group is marked as (o). Ali groups were incubated for 90 min at J?•c. 
Vertical bars indicate SEM for tive raL' per group. 'p < O.OS 
compared with thc control group, ~p < O.OS compared to piroxicam 
alone. 

Finally, when adipocytcs were incubated with a 
constant concentration of epinephrine equal to the ED,., 
(5x to·• M), and different concentrations of piro:dcam, the 
levels or glyceroi werc superior to those found in adipoc
ytes incubated with piroxicam alone (Fig. 2). The only 
exception Was ror to• M piroxicam, where the levels or 
glycerol wcre t32 µ11101/g, 145 µmol/g and t t8 µmol/g 
for cells incubated with epinephrine plus piroxicam, 
cpinephrine alonc, and piroxicam alone, respectively. 

32 

DISCUSSION: Our results show a dual effect of piroxic
am: (i) alone (to·• M), it can stimulate Jipolysis; and (ii) 
in the presence or ltlgh concentrations of epinephrine it 
can inhibit lipolysis. 

When cells are incubated with a constant concentration 
of piroxicam (1 o·• M) and different concentrations of 
epinephrine, a clear dual effect of piroxicam is seen. At 
to·' M epinephrine, the levels of glycerol are significantly 
above those of the control group (146 µmol/g wet weight 
and 81 µmol/g, respectively, p < 0.05). On the other 
ltand, at ter' M epinephrine, the levels of glycerol are 
significantly lower in the presence or piroxicam than seen 
in tite cells incubated only with epinephrine (63 µmol/g 
and 150 µmol/g, respectively, p < 0.05). 

At first, these results suggestcd that the NSAID 
inhibition of lipolysis occurs only in the presence of ltigh 
concentrations or epinephrine. But when the cells were 
incubated witlt a constant to·' M piroxicam and different 
concentrations of epinephrinc, thc levcls of glycerol were 
always ncar to those or the control group (Fig. 1). This 
make us to conclude that the lipolytic i1ú1ibitory effect of 
piroxicam not only depends of the epinephrine concentra
tions but also of those of the NSAID . 

Furthennore, whcn the adipocytes were incubated with 
a constant 5x to·• M cpinepltrine with differcnt concentra
tions of piroxicam, the rcsults do not show a lipolytic 
inhibitory effcct or the NSAID (Fig. 2); the levels of 
glycerol were always higher timo those of the control 
group, and ltigher than those found for the cells incubated 
only witlt 10·• M epinephrine (116 µmol/g for the group 
with epinephrine, 5xto·• M, and piroxicam, to·• M; 71 
µmol/g for the control group; and 64 µmol/g for the 
group given otúy epinephrinc, to·• M, p < 0.05). The 
last affirms tltat the effect or piroxicam depends of tite 
concentration of epincphrinc. 

Piroxicam inhibits tite epinephrine-mediatcd Jipolytic 
effcct. Furthcr cxperiments are nceded in arder to know 
if piroxicam interacts at the level of the adrenergic 
receptor, the messenger, ar if it has a direct action on the 
hormone-dependent lipase. 
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Abstraer 
Recen! work has shown that severa( non-steroidal nntiintlammatory drugs (NSAIDs) 
preven! free-radical mcdiated biochemical changes in rat liver after acute intoxication 
witlt etltnnol. Tite precise mechanism by which tltese agents induce such effects is not 
known. Thus, tite influence of NSAIDs on hydroxyl nnd hydroxyetltyl fre~ radical 
production in a Fenton type reaction system was tested in vitro using spin-trnpping 
techniques. Tite drugs chosen were considered as representatives of each of tite NSAIDs 
frunilies nnd included acetylsalicylic acid, nnproxen, diclofenac, phenylbutnzone, 
mefenamic acid, piroxicarn (PIR) nnd nimcsulide. Among tltcse drugs, only piroxicam 
showed tite ability to reduce the EPR (Electron Pararnagnetic Resonance) signa! intensity 
of oxygen- and carbon-centered radical adducts in a dose dependen! fnshion nnd also to 
induce tite formation of diffcrent adduct species. Possible interaction with reaction media 
metals was rulcd out using divalent cation chelators during the assay. Other NSAIDs 
showed no meaningful effect in the range of concentrntions tested. lt is proposed that 
piroxicam is a hydroxyl free-radical scavenger that may form less-reactive radical species 
in order to explain those effects found under in vivo conditions. Other NSAIDs fniled to 
reproduce such effects in vitro al least with the radical species tested. Thus, these drugs 
may have a different mechanism of action than piroxicrun or a different spectrum for 
scavenging free-radical species other than hydroxyl radicals. 

Picase send correspondence and reprint requests to: Miguel Castrejón Sosa, M. D., Depto. 
De Bioquímica, Facultad de Medicina, UNAM. A. Postal 70159, México, D. F. 04510, 
México. Fax: (525)5483603. 
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Non-steroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) are widely used compounds in the 

treatment of nonspecific inllammatory disorders. Many of their therapeutic elTects have 

been explained to date in terms of the well documented inhibitory action of these drugs 

on the synthesis of such intercellulnr mediators as prostaglandins and thromboxanes 

(Wolf, 1984). However, the existence of other possible mechanisms of action , such as 

direcl inleraction with intracellulnr medialors, has become evidenl. Chemical diversity of 

these drugs is indeed a fact that supports the possibility of many more modes of action, 

not yet described, for these agents (Abramson, Korchak et al, 1985). 

Through in vi/ro radiolysis techniques in aqueous diluted solutions, it has been shown 

that sorne of these NSAIDs are capable of inleracting with hydroxyl radicals, tuming 

themselves into free-radicals ("scavenger elTect") and thus lowering the hydroxyl rndicnl 

concentration in the reaction media (Hiller and Wilson, 1983). However, it is not known 

ifall ofthe NSAIDs share the sorne effect or ifit is reproducible in in vivo situations. 

Studies carried out in in vllró free-radical production systems, using phenylhydrnzine 

autooxidation and the Fenton · reaction as models, hove shown that captopril, an 

antihypertensive. drug, · initially 'co~sidered a free-radical scavenger, inhibited radical 

production by interacting with transition metals (i.e., iron, copper) included in the 

reaction media as electron donora (Jay, Cuellar, et al, 1991). This could be an alteniative 

mechnnism, theoretically at leas!, for other drugs to be able to induce similar elTects. 

Recently, it has been shown thal ·piroxicam (4-hydroxy-2-methyl-N-(2-pyridil)-2 H-

1,2-benzothiacine-3-cnrboxamide-l, l-dioxide) (PIR), an NSAID, ni a thernpeutic 

concentmtion (i.e., 100 µM), prevents increased levels of lipid peroxidation derived 

compounds in rnt liver extrncts induced by acule ethanol ingestion (Zcntella de Piña, 

Hemández-Tobias, et al, 1992). Since lipid peroxidntion is used as an indirect mnrker of 

free-radical fonnation in vivo, it was suggested that PIR may inhibit free radical 

production or act as a free-radical scavenger itself. Although it has been demonstrnted 

that other NSAIDs exert similar changes decreasing the hepatic lipid peroxidation 

promoted by ethanol (Zentella de Piña, Saldaña-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 ethnnol

related hepatic disenses (Videla, and Valenzuela, 1982), such as cirrhosis, a better 

understanding of the action of these drugs could lead to n more rational thernpeutic 

strntegy in the prevention nnd mnnngemcnt of these clinicnl entities. 

Previous Electron Pnrnmngnetic Rcsonance (EPR) spectroscopy studies using spin

tropping tcchniqucs demonstrnted thnt ibuprofen (2-(4-isobutyl-phenyl) propnnoic acid}, 

unother NSA!Ds, wns able to scnvcngc hydroxyl radicnls nnd forrned n different kind of 

radien! spccies in the process (Hamburger, nnd Me Cay, 1990). Similor in vitro studies 

carricd out in our lnborotory ltnve shown that PIR induces pltenyl rndical (pite.) (n non

oxygen centered rodicnl) forrnntion in n dose-dependent fnsltion but failed to reproduce 

this effect wltcn tcstcd with ltydroxyethyl rndicals (et·HO.) (nn oxygen-centered rndical) 

in the reaction media (Cnstrejón, Boldú, et al, 1996). Tltese results nppenr to contrndict 

!hose obtained in tite in vivo studies previously mentioned. However, since alphn·pltenyl

tert-butylnitrone (PBN}, a non-selective spin-trap wns used in tltis initial stage, the 

possibility tltat PIR may induce the forrnation of different free-radical species thnn !hose 

obtained under basal conditions (i.e. phe. or et-HO. rndicals) could not be ruled out. lf 

such radical species are truly forrncd nnd tumed out to be less reactive titan !hose initially 

produced, in v//ro experiments would totnlly agree with results obtained under In vivo 

conditions. 

In order to determine the possible mechnnism of nction of NSA!Ds that explnin their 

in vivo effects, we decided to undertnke in vitro spin-trnpping studies using both n 

ltydroxyl radical (HO.) producing system nnd a more selective spin trap, 5,5-dimethyl

pyrroline-N-oxide (DMPO). The NSA!Ds chosen were considered to be representntive of 

ench ofthe seven cltemical fnrnilies oftltese drugs nnd were the following: ncetylsalicylic 

acid (ASA}, naproxen (NAX), phenylbutnzone (PHB), nimesulide (NMS), mefennrnic 

acid (MFA}, diclofenac (DCF) nnd PIR. 

Materials And Methods. 

The renction system contnined ferrous sulfate (1 µM}, DMPO (JO mM), ali in a 

potassium phospltate buffer (150 mM; pH 7.4), for a final reaction volume of400 µL. 
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Radical fonnntion was stnrted by the nddition of hydrogen peroxide (H,02) (1 mM). 

Another series of studies was cnrried out in the presence of ethnnol ( 100 mM) in the 

renction media. Renction products were,measured after 4 minutes of incubntion nt room 

tempernturc, in nn nnncrobic ntin~spherc, using a glove box fillcd .with gaseous nitrogen 

under snturntion conditions. ·:; , "' · 

Thc concentrntions ofNSAIDs'te~t~dwere(;;,12; is. h. ·:100. nnd 200 µM of ench 

drug (PlR, ASA, NAX, PHB,·NMS, MFAáitdDCF). All 'drÍig concentrátions represen! 

the thernpeutic rnnge for thcfrph~ll~~l~gi~'üs~:' ;.····, 

The effect of diethylen~~trinmine-pentáncet¡'c ncid (DETAPAC), a divnlent-cntion 

chelnting ogent, nt a 100 µM concentrntion, fo, the, first series of studies was nlso 

evoluoted. 

EPR mensurements werc rccorded using o Vnrion E·line Century Series El 12 bnnd-X 

spectrometer, with n rectangular TEI02 cnvity. Spectrn were nchieved with 1 Gauss p.p. 

modulotion nt 100 KHz. Other recording conditions were: Central Field 3339 Gauss, 

sweep 100 Gnuss, time constan! 0.5 sec., sweeping time 4 minutes. 

Ali the reactnnts were purchnscd from Sigma Chemical Co. (SI. Louis, MO) nnd were 

of the highest purity grade nvnilnblc. 

Res11lts. 

Chnrncteristic EPR spectrn of the hydroxyl radical odduct of DMPO (DMPO-OH.) 

(nN=14.8±0.2 Gauss; n11= 14.8±0.2 Gouss) (Buettner, 1987) wcre obtained under bnscline 

conditions. When PIR wns ndded to thc reaction system, the height of DMPO-HO. 

signnls wns decrensed in a dose-dependent mode; a five-fold decrense wns obscrved with 

n 200 mM final drug concentrntion. Simultnneously, a different signa! pattem wns 

recorded (n~16.0±0.2 Gauss; n11= 22.8±0.2 Gauss) (Buettner, 1987) nnd its mnximum 

height reached when using top PlR concentrntions (Figure 1). 
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-•- Hydroxyl ndduct -- Non hydroxyl odduct 

Figure 1.- Effcct of PIR on DMPO-HO· ndduct production in nn in vitro Fenton renction 
system. Renction medium includcd 1 mM ferrous sulfate, 10 mM DMPO. 1 mM H20,. 
150 mM potnssium phosphnte buffer, pH 7.4. Note the dose dependen! effect of PIR on 
the nbove described system; top curve describes the foil of DMPO-HO· signnl's medium 
height nnd bottom curve the rise of non DMPO-HQ· signa( (dose rnnge: 25-200 µM). 
Recording conditions were: cenlrnl field 3330 Gauss, swcep 100 Gnuss, modulntion 
frcquency 100 KHz, nmplilude 1 Gnuss p.p., time constnnt 0.25 scc., sweeping time 4 
min. 

Similor results wcre obtnined when tcsting PIR in the presence of DETAPAC in the 

rcnction medium (Figure 2). No signals wcre recordcd when PIR (nt n 100 µM dose) wns 

ndded ton renction medium lncking ferrous sulfate but contnining every other renctnnl. 

In !hose experiments cnrried out in the presence of cthnnol, typical hydroxyethyl 

rndicnl-DMPO ndduct (DMPO-etHO.) signals were recorded (nN=16.2±0.2 Gauss; a11= 

23.4±0.2 Gnuss) (Buettner, 1987). Although an initinl mild incrense nt 25 µM PIR 

concentrntion wns shown, n similor dccrense of signa! intensity resultcd nt 50, 100 and 

200 µM doses of PIR; mnximum (60%) of signnl reduction wns nlso nchieved ni a 200 

µM dose (Figure 3). No different signnls from those corresponding to DMPO-ctHO were 

oblained in this case. 
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Figure 2.- Effect of PIR on DMPO-HO· production in n Fenton renction in vitro system 
contnining 100 mM DETAPAC. Renction media composition is the snme ns in figure 2, 
excepting the presence of the chelnting ngent ni the previously menlioned concentrntion. 
Note the nforemenlioned described dose dependence of the DMPO-HO· signnls' dccrense 
nnd the non-DMPO-HO· incrense. The dose range used is the sume ns in figure 1, ns well 
ns the recording conditions. 

140 

120 ---·--------100 ---- ·~ 80 •--........__ 

60 -------. 40 
20 
O.t--~~~~25~~-~--;5~0-~~--...,,,.-~-~-=1-

Piroxicnm (µM) 

_.,_ Hydroxycthyl Aduct 

Figure .3.- Effect of PIR on DMPO-etHO· production in a Fenton type in vitro renction 
system. Renclion medium is the snme ns in previous figures, with the nddilion of 100 mM 
ethnnol. Note thnt the previously mentioned dose dependen! effect is consisten! in 
decrensing thc DMPO-etHO· signa) medium height nnd thnt the overnll effect is very 
similar to the one found in figures 1 nnd 2; There were no non-DMPO-etHO· signnls 
detected. Dose rnnge employed nnd. recording conditions were the snme ns described 
previously. 
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When the other NSAIDs were tested, similar resulls were nol produced. ASA showed 

nenrly n 40% of .signa! reduction nt n 200 µM concenlration, without nny significan! 

chnnge nt lower concentralions ( Figure 4n). NAX showed n mnximnl 20% signa! 

reduction nt 200 µM concentration but fniled to improve the effect with 200 µM 

nchieving n less thnn 10 % ofreduction (Figure 4b). PHB nnd NMS showed no effect nt 

ali (Figures 4c nnd d). MFR nnd DSF cnused n mnximnl 15% nnd 20% reduction 

respectively, but both drugs fniled to show n concentration dependen! effect (Figures 4e 

nnd J). In none of these experiments, were new radical species formed, ns a consequence 

of the presence of the NSAIDs in the renction media. 

100 • 
80 --._,___ __ .""" 

60 • ·"'-. 

40 

20 

º'!-~--=25-=--~_,,o,_..~.,...,,----,""-

Accthyl Snlycillc Acld (µM) 

-•- Hydroxyl Adduct 

4n 

100 ------

80 -·--.------
60 

40 

20 

0•!-~~25-=-~-,,o~~.,..,,~--,~-

Nnpro"'n (µM) 

-e- Hydroxyl ndducts 

4b 

Figure 4 contin11ed on next page .... 
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Figure 4.- Effect of NSAIDs on DMPO-HO· production in nn in vilro Fenton type 
reaction. Reaction medium composition is tite same as befare. Figure 4a shows tite effect 
of ASA; figure 4b tite effect ofNAX; figure 4c tite effect of PHB; figure 4d tite effect of 
NMS ; figure 4e tite effect of MFA; nnd figure 4f tite effcct of DCF. Dose rnnge 
employed and recording conditions were tite same as befare. 

Studies canied out with the ethnnol-containing reaction media showed similar results 

as !hose described above (data not shown). 

Disc11ssion. 

The results of the prcscnt in vi/ro study suggest that PIR acts ns a free radical 
scavenger. Since the height of the EPR signa! is proportional to tite number of free 
rodicals produced in the medium, putative scnvengers should be able to reduce !he signa!-
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height of spin-ndducts derived from the radical species to be scnvenged (Blnsig, Ebert, et 
al, 1988). In view of the fnct thnt PIR cxertcd such nn effect in our investigntion, we 
concluded thnt the drug is cnpnble ofrencting with HO. radicnls formed during the Fenton 
renction nnd of generating new free radical specics. 

An nltcmntive cxplnnntion for our findings could be nn intcruction of the NSAIDs 
with thc divnlent metals in the incubntion medium. If the metnls were chelnted, HO. 
rndicnls would not be formed in the nbsencc of nn ndcqunte reducing ngent. Such n 
possibility is ruled out when testing PIR in the presence ofDETAPAC, n chelnting ngent 
thnt enhnnces free-radical formntion when used ns pnrt of Fenton type renctions, ns 
reported by previous studies (Jay, Cuellar, e/ al, 1992) .Undcr these conditions, 
DETAPAC would preven! PIR-metal complex formntion without intcrfcring with radical 
production. However, PIR produced its effect even in the presence of DETAPAC, thus 
excluding n possiblc interaction with iron. On the othcr hnnd, radical formntion wns not 
induccd in the nbscnce of iron sulfate in thc renction media evcn when PIR wns present. 
This indicntes thnt mctals nnd no othcr rcnctnnt (including PIR) could serve ns nn electron 
donor in the renction mcdium. 

Moreover, in both instnnces (with nnd without DETAPAC), n different signa( from 
thnt corresponding to DMPO-HO. wns rccorded. Since EPR signals are more or less 
radicnl-specific, we concluded thnt a diffcrent kind of radical wns bcing formed ns 
hydroxyl radicnls were bcing scnvengcd. Consisten! with previously mentioncd studies 
cnrried out with ibuprofcn (Jny, Cuellar e/ al., 1991), our data suggest thnt PIR may be 
forming nn orgnnic cnrbon-centcrcd spccics of free-radical when scnvcnging HO. , ns 
indicntcd by the nnnlysis of the hypcrfinc splitting pnttcm of the EPR spectm obtnined 
(Buetner, G. R., 1987). Furthcr studics are needed for the identificntion of the specific 
PIR derivcd DMPO ndduct formcd undcr thcse conditions. 

It is nlso evident from thc studics cnrried out in the prcsence of ethnnol that PIR can 
scnvenge cru bon-ccntercd rndicnls ns ct-HO. radicnls. This finding mny explnin thc 
previously mentioncd effccts of PIR obscrvcd in our labomtory (Castrcjón, Boldú, e/ al, 
1996} whcn the drug wns testcd during the autoxidation of phenylhydrnzine. In such 
experiments, phcnylhydrazine was used as a source of phe., n carbon-centered radical, 
nnd PBN ns the spin-trap. Pir increased the PBN-phe. adduet signal's medium height, in n 
dose-dependent fnshion, by inducing the formntion of different carbon-centcrcd free
mdicnl species (i.e., PIR-mdicnls ) that could nlso be spin-trapped, undcr !hose 
conditions. It would scem that PIR has n relntively broad-spectrum scavenging action. 

The rcsults dcscribcd in this report are of particular interest whcn trying to cxplain 
!hose obtained undcr in vil'o conditions. PIR prevents biochemical changes in the rat livcr 
induced during ncute cthanol intoxication apparently by scavenging free mdicals. 
Intcraction with mctnls for such nn cffcct would seem a probable mcchanism in light of 
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our rcsults. Morcover, since PIR simultnneously led to the production of difTerent radical 
spccics than !hose 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 ns in clinical 
situations. 

Furthennore, 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 
mechnnisms) of alcohol induced free-radical mediated chnnges (Videla, nnd Valenzuela, 
1982). If PIR is capable ofscavenging difTerent free radical specics (i.e., oxygen-centered 
and carbon-centcred), then it may probably be acting from the initiation of the chain of 
cvents that result from ethanol metabolism ns well ns in the later stages, when carbon
centered radicals are formed from membrnne lipids and other organic molecules. Such a 
diverse role would be highly desirable in a drug intended to be used in the prcvention of 
free radical formation. 

Although PIR wns shown to be etTective in our studies, the other NSA!Ds tested 
(ASA, NAX, PHB, NMS; MFA and DCF) foiled to show a clear-cut efTect. Ofparticular 
interest is the fact that none of thesc compounds dcmonstratcd an ability to generate 
different signals !han !hose obtained undcr basal conditions. This finding along wiU1 the 
foct that no reduction grcater !han 40% (in the case of ASA) could be achicvcd using any 
of these drugs, compared with the 80% dccrcase reached with PIR, leads us to conclude 
that other NSAIDs muy not have a hydroxyl-radical scavenging effect. This finding is not 
consisten! with previous in vivo studies. Ncvcrthelcss, such etTects could be cxplaincd if a 
scavenger action for radical specics othcr than HO. chould be achieved by these drugs. 
Many different species of radicals may be generatcd in the model used under the /11 vivo 
conditions. Since free-radicals show the ability to autopropagate, tuming other molecules 
in the surrounding media into radicals themsclves, it may be a difficult tnsk to 
characterizc the nature of ali the different radical species formed. 

In summary, alcohol-related diseases are frequently nssociated with the ability to 
overproducc highly reactive free radicals. Sorne of the consequent diseases are 
progressive nnd irreversible, ns in the case of cirrhosis. Strategies to preven! these 
degenerative processes are desirable. In this regard therapeutic agents such ns PIR may 
prove useful. 
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Piroxicam modifies the effects of ethanol on isolated rat hepatocytes 

Yolanda Saldaña-Balmori, Martlm Zentella de Piña •, Raquel Guinzberg, 
Alma Rocha-Hemúndez, Enrique Piña 
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Abslracl 

11 hus been reponed llml piru.\icmu pre\'cnts lhc ht."p;1tic im:rcasc nf lriacylglyccrides nnd thioburbiluric uciJ-rcac1ive substances 
obser\'cd uftcr ucutc cthanol into.xication in rats 111ul ah.o causes a dccrcase in blOlt<l ethanol conccntrJtion. The nim of thls study was lo 
ussess thc effect of pirnxicam on thcsc 3 mctaholic indk:itor!I, using isolatcd mi hcpatocytcs incubated with etlumol or hlctalc. 
supplcmcnlcd ur not with cpiucphrinc. Epincphrinc slimulutcd 1hc con~umplion of laclnle, hui not of cthanol. In thc isola1cd heplltocytes, 
nnd in a dosc-dcpcndcnt fashiun, piroxicam alonc raiscd thc cunsumptiou of lnc1111c 1111d cthanol, increascd the triacylglyccridc pool in 
cells incuha1cd wich lactalc ur cllmnul, :and dccrcast"d thc cn111cn1uf1hiuh;1rhituric acid-rcactivc suhstanccs in cells incuba1ed with ethanul. 
but not wilh Jac1a1c. Epincphrint! blocked the~c actions uf piroxkam, C.\ct.•pt thc lowering of thc contcnl uf thiobarbiluric acid-rcactive 
subslanccs. Thus, piru.,icum hclps tu con1rol 1ht! mtidali\"c Mrcss ¡m.Jun•d in isolatcd hcputocytcs by cthnnol. 

J.;,-ylrnrds: EpinL0 phri11c; Ethannl; JsulalL'J hL•patUL·y1e; l'irmi.icarn; ll1ioh:uhituril- udd·rcacth·c suh)t:tncc; Trh1cylglyccriJc 

l. Jntroductlon 

Ethnnol is thc most cxtensivcly tuxic cumpound con
sumcd by hunums (\Villinms et :il .• 1988; Multi-:mthori:al. 
1990). Ninety pcrccnt of pcoplc drink nkohol, 40-50% of 
mcn have tcmpnrnry clh:.mul-induccd problems, und 10% 
of mcn and 3-5% of womcn dcvclop ¡tcrvusivc ctlmnol
related problcms Culcohulism). Evcn light drinking nmy 
advcrscly intcrnct with otlu:r mcdic:.uions ami tcmporary 
hcavicr drinking can cxac..·crhatc most m\!dical illncsscs 
(Schuckit :md lrwin, l98K). Acutc cthanol intoxication is 
un unrcsolved thcrupcutic cpisodc: mcans to :uncliornlc thc 
tcmpornry toxic .ictions of high doses of ctlumol are ahscnt 
in tite medical :.mnamentarimn. Thus compounds with "' 
potcntial prolcctive cffcct :iguinst thc acute metabolic nc
tions of cthanol dc!-.crvc additional slluly. Prcvious dala 
from our lahorntory (7..cntclla de Pifü1 et ul., 199!. 1993) 
havc shown that somc nnnstcruidal unti-intlamm:.1tory drugs 
partit11ly prcvent lhc incrcasc in Jivcr tri:1cylglyceridcs and 
thiobnrhituric acid-rcactivc suhstanccs, thc lattcr meusured 
as nn indicution uf ccllulur oxidarivc stress (Bondy and 
Pe:1rson, 199J). Both suhstmu:es <1rc prmluced during acule 

• CorresptlllJing author. Tel.: (52·5) 6:?3-21h8; F.u.: {52-5) 616-14JQ. 

intoxicatiun of fastcd rnts with ethanol. In addition. one of 
thc mlli·inílnmmatory drugs 1estcd. namely piroxicnm, 
consistcntly produccd n decrcasc in Lhe levcls of blood 
ellrnnol in comparison with thosc of control animals 
(Zcntella de Piiia et ul., 1992). Thc aim of lhis work w:is to 
s1udy thc effcct of piroxicam on thc 3 s1udied indicators -
lrincylglyceridcs, thiobarbituric ncid-rcnctivc substances 
nnd cthnnol consumption - in a simplcr biologicnl syslcm, 
such as isolnted ra1 Ji\'er cells, in arder to fncilitntc the 
s1udy uf thc nclions of thcsc nonsleroidal nnti-inílumnm· 
tory drugs, compounds which are cxtensi\'ely used in 
clinicul medicine Onscl. 1990). 

Ethanol was replaccd by lactutc in 1he control expcri
ments, ami thc cffect of pirox.ic:un on tite 3 abo\'e-men· 
tioncd indicators was ulso rccordcd. Epincphrinc was rou
linely incluc.led in the ussays sincc ethanol. in the doses 
used in thc in vivo cxpcrimcnts reponed befare (Zentella 
de Piiia et ni.. 1992), increases thc concentration of 
cpinephrine (Brodic and Maikel, 1963). Additionally. in a 
complctely different system, nonstcroidal nnli-inílnnutta
tory drugs antagonizcd thc aniihypcrtcnsive effect of ~· 
adrenoccptor omcagonists (Johnson et al.. 1994). Thus, we 
explorcd whcthcr sorne of thc beneficia! actions of piroxi
cmn in cth11nol intoxication might be a cunscqucnce of a 

0014-2999/96/$15.0U Coryright O 19iJ6 Elsc\'icr Scicnce B.V. All righls rci;cn·cJ, 
/'// S0014-2999(9C1)00733-9 
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combined action of epinephrinc ami lhe nnti-inflnmmatory 
compounds. 

2. Mnterlnls nnd mcthods 

Mnle Wistnr rats (200-250 g) were fed ad libitum on a 
commercinl dict (Nutricubos from México) supplemented 
with minerals and vitamins in order to achieve nn optima! 
growth rntc. Animals were fosted 48 h befare trcntment, 
but free ncccss to water was pcrmiucd. lsolatcd hepnto
cytes werc prcparcd by the mcthod of Bcrry and Fricnd 
(1969) as detailcd previously (Guinzberg et ni .. 1987). Cell 
viabilitY w¡1s assaycd by thc trypm1 blue exclusion mcthod; 
experiments were perfom1ed whcn 90% vinhility was 
rccordcd. 111e isolnted cclls wcrc incuhated ns dcscrihcd in 
thc figure legcm.ls. Aftcr incubation, trincylglyccride con
lent, 1hiobarbituric acid-rcaclive suhstunccs production, 
laclalc ami ellmnol consumption ami protcin conccn1rn1ion 
were quantified. Each assay was routincly pcrformed in 
duplicalc. 

Trincylglyceridcs wcre extrncted wilh hcptnnc nnd hy
drolyzed with KOll as descrihed (Gnttfricd ami Roscn
bcrg, 1973). Glyccrol was then oxhlized wi1h pcriodntc 
und thc resulting fonnaklehydc condcnscd with ucetylace
lonc to form a yellow dehydrolutidinc tlcrivative, which 
was mensured colorimetrically. Lipid pcroxidation wns 
quantificd by thc thioharhituric acid-rcactivc suhstanccs 
mcthod previously dcscrihcd in dctail (Zemella de Piiia et 
al., 1993). 1l1c concentrntion of thiobarbituric acid·rcactivc 
substanccs in thc snmplcs cun he c<ilculatcd using un 
extinction cocfficicnt of 1.56 X IO'i 1\1- 1 cm- 1 (\Vills, 
1969). Por ctlumol or lactatc quantificalion, 50-µI atiquots 
of thc complete incubation mixrnrc, including hcpatocytcs, 
werc placed in 400 µI of icc-cold 0.33 1\1 pcrchloric achl, 
nt zcro time nml uíter 1 h uf incuba1ion. Tubcs \\'ere s1irrcd 
nnd thcn ccntriíuged; samples of tite supcrnutnnts wcrc 
uscd to mensure cither ethanul or lactatc. Ethanol was 
quantiflcd by lhc Bcmt and Gutmann tcchniquc (Ucrnl und 
Gutmann, 1974): the muounl oí etlmnol. in thc prcsence of 
un exccss oí NAD _. and alcohol dchydrogenasc 
(nlcohol:NAD uxidorcductuse, EC 1.1. l. I ), is proportiom1l 
to the umount of NADH fonned, wich \\•as mc¡¡surcd 
spectrophotomctrically. Lactatc was determincd by thc 
Gutmann and \\'ahlcfcld mcthod (Guunann m1d Wahlcfeld, 
1974) uccording to thc samc principie bue rcplacing alco
hol dchydrogenasc by lactate dchydrogcnasc (L
Jactatc:NAD mddorcductase, EC 1.1.1.27). Protcin was 
delennincd as. describcd (Bmdford, 1976), using bovine 
nlbumin ns standard. Stalistical analyscs werc made by 
analysis oí variancc (Zar, l 984a) for cach piroxicam con
centration, followed hy pairwise comparisons by Tukey 
(Zar, 1984b) or by Fishcr (Levy, 1976). Data recordcd in 
control cells vs, those obtaincd in cells 1rca1cd with ench 
concentrution oí piroxicnm wcrc compared by using thc 
Student /·test. A differencc was considered significant 
when P < 0.05. 

J. RcsulL• 

The consumption of lnctate or ethnnol by the isolated 
hepntocytes is presented in Fig. l. As expected, in tite 
nbsence oí piroxicnm, epinephrinc stimulated the u1ili1.a
tion of lactate ( I' < 0.05) but not cthnnol in hepatocyte 
cclls obtnincd írom fusted ruts. Piro:dcam nlonc incrcased, 
in a dosc-dependent foshion, tite consumption of lactnte, 
this incrcase hcing significnnt whcn the conccntration of 
the nnti-inflnmmatory drug reachcd 1 o-6 M ( P < 0.05) 
and 10-5 M (P < 0.01), comparcd IO thc values recorded 
withoul piroxicam. Simultancous addition of cpincphrine 
and piroxicnm rcsultcd in an apparcnl mutual antagonism 
of 1he effects of lhe compounds. Individual vnlucs varied 
widely and thc cffect was 1101 statistically signiftcunt. 
Similarly, piroxicam alonc incrcascd clhanol consumplion; 
1he response \\'as dose-depcndcnt frum 10- 9 M to 10-6 M 
(P < 0.05 for 10-" 1'1). Thc actions of the anti-inílamma
tory drug on eth:mol utili1.ation wcrc thc samc in hcpnlo
cy1cs in\.:ubatcd in lhc prcsencc of cpinephrine, but lhe 
increase was not statistically significunt (Fig. l). 

1l1c contcnt of lriacylglycerides at the cnd of the 60-min 
incubation wus similar in hcpa1ocy1cs incubatcd with lnc
lale or elhanol, with or withoul cpinephrinc (Fig. 2). 
Im.lcpcmlclll of thc prcscncc ur abscncc of cpinephrine. 
piroxicam produccd a dosc·dcpendenl risc in thc pool of 
triacylglyceri<lcs: thc t.lifferencc bctween thc triacylglyc· 
cridc conlcnt of cclls incuhatcd with lactalc without piroxi· 
cam vs. 1hat of cclls incubated wilh 10- 5 or 10- 4 M 
piroxicam Wtts significmll at P < 0.05; for cclls incubated 
with cthanol without piroxicam and lhose incubatcd with 
10-6 M piroxicmn thc differencc was significant al P < 
0.05, with 10- 5 M piroxicam the differcncc was signifi
cnnt (P-0.021), 1111d with 10- 4 piroxicam thc diífcrencc 
was significant also (P = 0.014). ·me diffcrenccs in tria
cylglyceridc contcnt were significant by analysis of vari-

"1L•c1ale Wlthout eplnephr1ne •L•ctate wrth epineph11ne 

PIROXICAM «-lag M) 

Fig. l. Efíccl oí piro11.lcam, in lhc abi.ence ur in lhe prcsence of 1 X io- 6 

M cpincphrine, 011 thc c~1nsumption oí lactate or cthimol hy bol:ated 
hcpa1ucy1cs. lsolated ra.1 lh1cr cells, equivaklll 10 I0-15 mg of protein, 
werc incubatcd under continuous shaking in Krchs-Ringer hicarbona1e 
buffer, supplemcnled wilh 50 mM sodium laclatc pll 7.4 or 50 mM 
cthanol. in an ntmospherc uf 0 1 /COl (19:1), for 60 min, al 37"C. Each 
bu rcprescnu 1he :a\·erage ±standard emJr with n - 4-9. 
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anee test ut 10- 5 M piroxicam. Pairwise comparisons by 
Fishcr's lcus1-slgnilicun1 diffcrence test indicated that with 
10-5 M piroxicmn the differcnce in triucylglyccridc con
tent bctwccn cells incubatctl with ctlmnol without 
epincphrine vs. with cthanol ami with cpincphrinc wus just 
slgnificunt (P = 0.049) untl the differcncc hc1wecn cclls 
incubatcd with cthanol withuut cpincphrinc vs. lhosc incu
bated with lnctalc wi1h epincphrinc wus signilicnnt at 
P o::z 0.017 (Fig. 2). Thc combination uf epinephrinc um.I 
piroxictim produccd u motlcratc stimuh1tion. which \\'as nut 
significant, in the triacylglyccridcs pool of hcp:uocytcs 
incubtltcd with lactatc. This stimulution wns not ubscr\'ed 
in thc cclls incuhatcd with ctlrnnol. 

\Vilhmll piroxicmn, hut in thc prcscncc of cpincphrinc, 
thc isolntcd li\'cr cclls h:ul lowcr valucs of thiohurhillJrÍC 
ncid-rc¡1cti\'c suhsuinccs whcn inc11ha1cd with cthanol in
slcad of with lm:late ( /' < U.05, Fig. 3). No significunt 
differences \a.·crc ohscrvcd umong lhc othcr 3 groups of 
cells incuhutcd in thc uhscncc of piroxicum, nmncly, Juc
IUtc or ctlumol without cpincphrinc, und lucl:ltc wi1h 
cpinephrinc. 111e anti-i11tla11111rn1ory cornpounds show a 
1cndcncy to dccrcasc thc amnunt of thinbnrhituric ucid-rc
.activc suhstanccs in livcr l·clls incuhntcd wilh luctnh~ but 
without cpincphrinc. Thc piro.'l(.icmn-inc.luccd lowcring of 
thc conlcnt of thinh~irhi1uric ucid-rc:icli\"c suh.!itanccs in 
cclls w11s more c\'idcnt whcn cthanol was 1hc substr.uc 
(/' < 0.05 co111p:1ring co111rol \'alucs vs. 10- 4 piruxicnm) 
and wus ohscrvcd C\'Cll in thc prcscm:c nf cpinephrinc (Fig. 
3). 

Significnnt diffcrcnccs in thc mnount of thiobarhituric 
ucid-rcuctivc suhslnnl'Cs wi:rc fouml hy analysis uf v11ri
a11ce for I0- 6

, io-~ omd w-.i M piruxic:un. Tukey's 
puinvisc compurison for io- b M piro.xicam indicutcd dif
ferences in thiohurhituric ucid-rcm.:livc suhst:uu:c¡,, bctwcen 
cclls incuhatcd with cthanol wi1h cpincphrinc :md thosc 
incubutcd wilh Juct:itc with cpincphrinc ( P = 0.033): for 
w-' M piroxicam, the differencc hetween cells incuhnted 
wilh etlmnol without epincphrinc mtd cclls incuh:ucd with 
J;:1ctutc with cpincphrinc \\'as signific:mt al P = 0.0:\3, :md 
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clact•te without ep1nephnne •lact.iite w•th ep1nephnne 
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PIROXICAM (-log M) 

fig. 2. Effccl uf pirn:\ku111. iu lhc ubJoence or in the prc!>C'IK'C uf 1X10-to 
M cpinephrinc, un lhc pt)(.l) ní lriacylglyceridc!> in bulatt"tl hcpalf•C)IC!> 
i11cuha1cd with laclatc tlf e1hannl. E:\pt"Timcrual conditiom ani..I li)"lllhulJo 
are ª·' de!>crihcd in F1g. l. 

11 laclale Wllhout epmephnn;;u;~late w1\h.ep. mo_p~ 
O Ethanol wrthout epmeph11ne •Elhanol w1th epmeph~~ 

PIROXICAM (-log M) 

T 
T 

Fig. J. Effcct uf pittu.lc\1111, in thc uh~rncc or in !he prcscncc of 1X10- 11 

M cpi11cphri11e, 011 U1e cun1~111 nf thioh;1thi1111ic acid-ri=acli\·e 5Uhstanccs 
in isnlated hl'palt)l.')"lt'.~ incuhatcJ with l.u:1a1c ur cthanol. F.xpcrimcnutl 
nmdniuns ;uh.I N)llllw.1h are as Je1>erihcd in Hg. 1. 

fur cclls incubuled with ethanol with epinephrinc \'S. cclls 
incuhatcd with laclatc with cpincphrine thc differencc was 
significant at /, = 0.011; finally fur w-"' M piroxicnm. 
cells incubated wilh cthanol withoul epincphrinc vs. cclls 
incuh:itcd with luctatc wi1h cpinephrine the difference wns 
si,gnificmu m P = 0.029, ami for cells incubutcd with 
ethnnol with cpincphrine vs. cells incubated with luctutc 
with epinephrinc thc diffcrcnce wu!' significnnt nt P.,.. 
0.016. 

4. Dlscusslun 

TI1is papcr describes allcmpts to clmructerize thc uctions 
of u nonstcroidal unti-inílnmmatory drug that counterncts 
some of the acule effects of clhanol in thc rat.. \Vith this 
nim isolatcd hepatocytcs in which lactate consumption wus 
incrcased hy cpincphrinc (Fig. 1) were ndopted us n sim
pler nnd more relinhle model tlmn the whole unimal. 
l11ercforc, previous results oblnined with piroxicnm treat· 
mcnt of clhanol-intoxicuted rnts (Zcntella de Piña el ni.. 
1992) wcre compared with thc thtta rccorded in this work 
with isolalcd cells incubatcd \\'Ílh cthanol and incrcasing 
doses of thc nnti-inflmnnrntorY compound. 

In mis 01cutcly intoxicaled with cthanol. piroxic:un con
sistently produces a decreasc in thc blood conccntrntion of 
cthanol in comparison with control uninmls withoul piroxi
cmn. On that hasis. it \11..us suggestcd that piroxicnm stimu
lutcs hcp:llic cthanol oxidation (Zentclla de Piña et ni., 
1992). ll1c incrcusc in ethanol consumption obscrved in 
hcpatocytes incubated withoul epinephrinc (Fig. 1), but 
with doses oí pirox.ic•tm considcrcd in thc thempeutic 
mngc Onsel. 1990), is compatible with tite pre\•ious sug
gestion. httercstingly, piroxicam alone stimulated also, nnd 
to ¡t greatcr cxtcnt. thc consumption of lactatc by hcpatic 
cells from fostcd ruts (Fig. 1). Studics designed to eluci
dntc whcthcr thc cffcc1 of pirox.icam on lactate consump
tion incluJcs ti stimulation of its oxidation or of iL-. conver
sion to somc sturnge molcculc (glycogcn or triacylglyc· 
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crides) nre re<¡uired. In regard lo lhe piroxicnm-rnedinted 
stimulation of substrate oxidation, an alternativc that shouh.I 
be expcrimentally conNidcred includes activntion of the 
NADH shuttle, lending to rccycling of NAD+ nnd 1hereby 
overcoming the limiting step in their hepatic oxidntion 
(Meijer et ni., 1975; Brund und Murphy, 1987, for n 
general r~view). 

111e nonsteroidal mui-inflmnmatory d111g prevcnts thc 
heputic incrcusc in triacylglyceridcs resulting from acule 
intoxicnlion of r.lls with etlmnol (Zcntclla lle Piiia et al., 
1992). In thc isolatcd hcpatocytcs incuh¡¡tcd without 
cpincphrinc, piroxicmn produced opposite resulls: a dosc
depcndcnt sii:;nilicanl incrcase in lhe pool of triacylglyc
crides (Fig. 2). It is of intercst that such an incrcasc was 
dircctly proportional to thc nmount of suhstrnlc consmned 
(with a corrclatiun cocflicicnl, r = 0.85), indcpcndent uf 
whethcr thc substralc was luctntc or etlmnol, but only in 
lhe abscnce of cpinephrinc. In any cvent, thc in vitro 
results (Fig. 2) are oppositc to thc in vivo unes (Zentclla de 
Piña et al., 1992). In this rcspcct it could be conclu<lc<l that 
thc action of piroxicam in thc whole rnt, whcreby the 
ethanol-mc<liated uccumulation of hcpatic triacylglyccrides 
is uvoided, is relatcd to thc mobilization of sturagc lipids 
from ndiposc tissuc. 'I11crc urc rcports that ucutc etlrnnol 
udministrntion activalcs thc lihcration of free fotty ncid 
frnm ndipose tissuc (Di l.uziu, 1963) mnl tlmt a <liffcrclll 
nonsteroidul anti-intl:ummunry dmg. ncctyl s:1licylic acid, 
inhibits this mohilization (Carlson et al., 19b5). 'Jlu.: inter
fercncc uf epincphrinc in the action of pirmdcmn on 
triacylglyceridcs in isolated hepatocytcs (l'ig. 2) dcscrves 
furthcr study. 

In rnts actuely intoxicutcd wilh cthanol, piroxicam cun 
lcssen lhe hcpalic incrcasc in mulondiaklchydc produccd 
hy lhe hcpatotoxic compouml (Zcntclla de Piña et ul., 
1992). In a similar fashion, thc nnti-inflilmmatory drug 
decrcased thc conlenl of malondialdchydc, herc rcportcd ns 
thiobarbituric 11cid-rcactivc suhslances (Fig. 3), in hepato
cytcs incubatcd with lactatc or cthanol. Assuming that 
thiobarbituric ucitl-reactive suhstanccs are indicntive of 
cellular oxidativc stress, thc rcsults in Fig. 3 are consistcnt 
\\.'ith in vitro stm.lics showing an inhibi1ory uction of 
piruxicnm on thc rcleasc of superoxidc rmlicals from acti
vnted nculrophils (Kaplan et ul., 1984) and from isolated 
Kupffcr cells in prim:uy cultures (Miranda et •11., 1995). 
Although thc undcrlying mcchanism for this protective 
action of piroxicam remains unknown, it is of intcrcst that 
piroxicam, ho1h in vivo und in vitro, nnd othcr nonsleroidal 
anti-inflammatory drugs in vivo (Zcntellu lle Piña et ni., 
1993) shure thc nction of prcventing the hcpatic increase in 
thiobarhituric 11cid-rcactivc substances rcsultiug from the 
:1cute cxposurc 10 etlrnnol. This infonnution cou1d be hn
portant duc to thc widespn~ad clinical use of nonstcroidal 
anti-inllammatory drugs Onsel, 1990). 

In lhc in vivo experimcnts, piroxicam prcvcnted the 
hcpatic incrcasc in triacylglyceri<les and thiobarbituric 
acid-rcactive suhstanccs clicited by alcohol intoxication. ll 

,_ 
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, 
wns then considercd Umt n smuller pool o 

/ 
triacylglyc

eridcs might result in a lowcr production of thiobarbituric 
ncid-reactive substnnces (Zentclla de Piña t al., 1992). 
Moreover, in lhe in vitro studies piroxicam i one produccd 
an inverse relationship between triacylglyc 'des (Fig. 2), 
which increased, and thiobarbituric ncid reactive sub
stances (Fig. 3), which decrenscd. Thercfore lhese indica
tors of the response to piroxicnm are indepe 1denl, at least 
at the lcvel of isolatcd liver cells. 

Our data nre insufficicnt to document 11n cpincphrine
piroxicam interuction, like tite onc analyzcd between nons
teroidul unti-inflmnmatory drugs and (3-11drenoceptor an
tagonist (Johnson et al., 1994). In general, lite uctions of 
piroxicam wcre best obscrvcd in the nbsence of ndded 
epincphrine. 

In conclusion, in isolatcd rat liver cells piroxicam con
tributes to controlling lhe oxidative stress produced by 
incubation with ethunol. 111is simple model for studying 
the action of piroxicnm is suitablc for use in further 
studies. 
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SUMMARY: A rnpid and reproducible model of fauy 
Iiver in rnts was developed by injecting com oil (se). In 
preliminnry experiments, the mortnlity due to ncute etl111-
nol intoxicntion wns significnntly higher in this model of 
ncutely fnllened nnimnls [J]. Lipid peroxidation is n proc
ess thnt involves free rndicols nnd consumes ns substrnte 
unsnturnted fntty ncids, which are present in grent 
nmounts in com oil. Thus, in this work we explorcd 
whether the ncute londs of com oil incrcased hepatic Iipid 
pcroxidation. The three markcrs of cellular oxidativc 
stress mensured in fouy livers from rats injected with com 
oil were: the production of thiobarbituric acid-reactive 
substances (TBARS), liver contenl of triacylglycerides 
(TAO), and total glutathionc (GSJ-1-GSSG). Ali were sig
nificantly modificd. Wc also studied thc effecl of buty
lated hydroxytolucnc (BI-IT), a free radical scavengcr frc
qucntly used in the food industry to prcvcnt lipid oxidn
lion [2,3], and found that it prevented thc effccl of com oil 
on TBARS and TAO but enhunced the depletion of GSH
GSSG cnused by thc acure ndministrntion of Jarge loads of 
corn oiJ. 

INTRODUCTION: Coro oil is a vehiclc frequenlly used 
to prepare injcctions of water-insoluble drugs. This vehi
cle is uscd for cithcr acule ar chronic trentmcnts bnscd on 
the ussumption that has no effccts on its own. Howevcr. in 
prcvious work from our laborntory we noticed that acute 
londs of com oil significantly cnhanccs thc lethnlity of 
cthnnol in mice [ 1 ]. Hence, in this work we studicd 
whether ncute loading with corn oil could induce oxida
tive stress in mt liver nnd whcther a lipid antioxidant such 
as butylated hydroxytoluenc (2,3] could modify the effecl 
of large loads of fat given ncutely. 

MATERIALS AND METllODS: 
Anlmals, Male Wistar nus ( 180-220 g boJy wcighl) wcrc brcd al 

thc vhrarium oí the Facul1y, red wilh Purina rat chow and water ad 
libitum, nnd kepl under a regular light-dark cycle (10:14 h) in ncryllc 
cnges wilh wood shavings. 

Experimental a:roups. The nnimals wcrc randomly dis1ribu1ed Jn 
four groups as íollows: Control ( 1 mi ar com oll. po. íour times evcry 
12 h); Corn o/l (1 mUpo oí com oil and 4 mi oí com olVsc four times 
c\'cry 12 h); DJIT (0.12 mg or 1500 mg/kg or body wcightlpo dilutcd 
in 1 mi oí com oil, four times c\·ery 12 h). The doses oí BHT werc 
selcc1ed taking as a rcíerence the concentrallon of BHT used as a íood 
ndditi\'e and thc valuc of lhc LD50 for rats as rcportcd by Dcichmann 
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{4]; Curn oilplus /11/Ttreatcd rats rcceivcd eithcr 0.12 or 1500 mg/kg, 
pu, or DHT diluted in 1 mi or com oll plus 4 mi of com oiVsc four 
tl mes cvery 12 h. 

Anhnals wcre killcd by decapitation 12 h arter trcalmcnt. The liver 
was exclscd lmmediatcly and kept on Ice and processed withln the 
followlng hour for "11JARS. TAG, GSH·GSSG and proleln conlent. 

Dlochemkul detcrmlnutlons. Liver homogcnnlcs were prcparcd in 
double distillcd water (1:9, w/v). TBARS, TAG and GSll·GSSO wcrc 
measurcd following the mcthods describcd by Zcntclla ~t al. {S], 
Oouíried ~tal (7], nnd Akcrboom {6], rcspcctivcly. TBARS Wld TAO 
are cxprcssed per mg of protein, mcasurcd by the mcthod of Bradford, 
using bovlne serum albumin ns standard (8). 

Slutlstlcal unalysls. Results nre cxprcsscd as thc mean valuc ± 
standard error. Comparisons werc nmdc by analysls oí variancc fol
lowcd by Stullcnt's t test when appropriate. A slgnificant differcnce Is 
ncceplcd with p <O.OS. 

t.O 

o.o 

0.02 0.04 0.08 0.08 0.1 
TAO fmg/mg prot•ln) 

0.12 0.14 0.18 

Figure 1. Oraphical analysis ofthc data from Table t. Thlobarbituric 
acid reactive substanccs (TBARS): nmoVmg ofprolcin; Trincylglyc· 
crides (TAO): mglmg protcin. Thc Figure lllustrntcs how thc extcnt oí 
hcpatlc llpld pcroxidation dcpcnds on 1he amount ofTAO availablc. 

RESULTS: An ncute load of large quanlilies of com oil 
significantly incrcased the liver contcnl of TBARS and 
TAO (57.6% and 94.9% over control vnlues, p < 0.05) 
and caused a significan! deplction of total GSI-1 (26% of 
control valuc, p < 0.05) (Table 1). The ndministrntion of 
BI-IT alone significantly decreased the conlent of TBARS 
and TAO, but only in those groups that rcccived 1.5 g/kg 
po (44% and 76% of control value, rcspcctively; 
p < 0.05). By contras!, with cither dosc of BHT (0.12 or 
1500 mg/kg; po), total GSH contenl in the liver was lower 
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Table l. Effect of BHT on tbe com oil-induced fatty liver in rats 

Treatment TIIARS (nmol/mg TAG (m¡lmg pro- GSH0 GSSG 
proteln) leln) útmoVgwet 

wel hl 
Control 0.78 ± 0.10 (20) 0.059 ± 0.008 (15) 7.04±0.3(12) 

Comoll 1.23 ±0.16' (19) 0.115 ±0.001 *(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(1500mg/kg) 0.35 ±0.23' (7) 0.045 ±0.004' (6) 3.79 ± 0.84• (6) 

Com oll plus Dl-IT 1.16±0.22'(6) 0.079 :t: O.OOCJ•• (5) 4.02 ± 0.91' (6) 
(0.12 mg/kg) 
Com oll plus BHT o.s6 ±o.os•• CS> 0.045 :t 0.001•0 (6) 3.40 ± 0.36'" (5) 
(1500 mr/ksl 

Thc figurea givcn are mcnn valuc :t: slnndwd error csUmated for thc numbcr oí rnts lndicatcd 
in parcnlhesis: •p <O.OS, whcn comparcd with lhc values measurcd In thc control group; 
ªp <O.OS, comparing thc com oil trcalcd group versus thc Bl-IT plus com oll trcated group. 

Iban in tbe control group (71 % nnd 54% of conlrol vnlues; 
p<0.05). 

Whcn BHT was given in combination with lhe large 
load of com oil, the levels of TBARS, TAO and total 
GSH wcre lower thnn those observcd in the com oil
treated group. However, lhere were significan! differences 
(p < 0.05) for TAO wich the low dose of BHT and in the 
lhree indicntors of oxidncive slress when 1500 mg/kg (po) 
of BHT were used (Table 1): 45, 39 nnd 66% of Che com 
oil-lrented group for TBARS, TAO nnd OSH-OSSO, rc
spectively. 

When thc different levels of TBARS nttnined are ploc
ted ns a function of their corresponding concentrntions of 
TAO, n significan! corrclation was oblnined (r 0.97; 
p < 0.05); i.e. lhe exlent of hepatic lipid peroxidnlion is in 
direct relation witb the amounl of fa¡ (TAO) uvnilable 
(Fig. 1). No corrclation was found bccween the to1al con
lent of OSH and TAO ar TBARS; i.e. the levels of TAO 
or TBARS do not vary as a function of the OSH-OSSG 
available. 

These results indicnlc that com oil indecd produces a 
significnnt fntty liver nnd oxidative stress that triggers n 
depletion of OSH. These data also indicnce that BHT sig
nificnntly nttenuates tite oxidative stress caused by com 
oil. This is probably due to a further mobilization of OSH 
from the liver. 

DISCUSSION: Our results indicale lhnt BHT, a food ad
ditive used ns an nntioxidant. can effectively prevent the 
oxidative stress caused by tite ncute load of large doses of 
com oil in rat liver. This effcct nppenrs to be Msocinted 
with a significant reduction in tite hepatic content of total 
OSH (Table 1). 
Total OSH includes the reduccd (OSH) and oxidizcd fonn 
(OSSO) which norrnally are in equilibrium due to lhe en
dogenous coupling to vitamins C and E which inlerplny 
within a redox system using a net intnk:é of electrons from 
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NADH [9]. It is well documenled that when total OSH is 
mensured the reduced form is in grenter proportion. Thus, 
tite total serves ns n valid indication of the antioxidant nc
tivity of the tissue [6]. However, when the quancily of xe
nobiotic exceeds lhe capacily of this sys1em, OSSO tends 
to accumulnte and is quickly eliminated in the hile [IO]. In 
this work we provided the liver tissue with a huge con
centrntion of unsatumted lipids which. as shown by the 
measurement of TBARS (Table 1 ), were rapidly oxidized, 
probably 10 peroxyl radicals, which musl be neulralized at 
leasl in part via lhe OSH pathway. The persistence of ele
vated TAO and TBARS leads to a depletion of tola! OSH. 
It is noteworthy that evcn smallcr amounts of coro oil 
(one fifth, as in the conlrol 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 lhe conCent of TBARS and lhe 
47% reduction of che total hepalic GSH) ns shown by the 
comparison betwccn control versus BHT treated groups. 
The dose of 0.12 mg/kg of BHT alone hnd no effect on 
the leve! of hepacic TAO and TBARS, but it caused a sig
nifican! dcpletion of OSH-OSSO, an effect lhat is en
hanced in the prescnce of large loads of com oil. 

In conclusion: (i) large doses of fat acutely given cause 
hepntic oxidative stress nnd dcpletion of total GSH; 
(ii) DHT used in low doses, similar to those employed as a 
food ndditivc, can cause significnnt deplction of hepntic 
OSH; and (iii) thc anlioxidant ability of BHT is only ob
served wich large doses in this model of fattened rats. Ic 
remains to be established how BHT is modifying the me
tabolism of OSH. 
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Abstrae/ 
Piroxicnm, a non-steroidal nntiinflnmmatory drug, can preven! free radical 

medinted chnnges during experimental acule nlcoholic intoxicntion in rots. The precise 
mechnnism of such e!Tccts is not known. Othcr drugs hove shown nn nbility to interfere 
with metals in the reaction media or to scnvenge free rndicnls in in vitro studies. The 
present report becomes a lirst-stagc npproximntion in order to gnin insight nbout the role 
of piroxicnm in free radical production systems in vitra. For this nim, spin-trapping 
studies were cnrried out during the nuto-oxidntion proeess of phenylhydrnzine nnd Fenton 
renction sepnrately, in the presence of piroxicam. The spin adducts were mensured by 
EPR. Piroxicam incrensed free radical production during the nutooxidation of 
phenylhydrozine nnd decrensed it in the Fenton reaction system nt high concentrations. 
The possible internction of piroxicam with metnls in the reacion medio is discarded as 
well as a phenyl nnd hydroxyethyl rndicals scnvenger c!Tect. Other possible mechnnisms 
explnining such e!Tects are discussed. 

/ntrod11ction 

Non-steroidnl nntiinflnmmntory drugs (NSA!Ds) are one of the more widesprend 

uscd compounds in contemporory medicine. Their thempeutic npplications spectrum runs 

form nonspecific inflnmmntory stntcs to thrombosis prevention in high-risk individuals. 

Members ofthis phnrmacologic family are of n very diversc nature, both in their chemical 
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structure and phannacokinetics. Nevertheless, they shnre rnost of their biological effects. 

(Ellenhom and Bnrceloúx,. i !.Í88). 

Such therop~utic effecli; are' explained rnostly in tenns of their ability to preven! 

tite production of sorne biochernical cellular rnediators (such as prostnglnndins and 

thrornboxanes), nnd other biologicnl effects of these agents have becorne evident as well. 

Direct intemction of sorne NSAIDs with cellulnr rnetabolites has been dernonstrated 

(Abmmson, Korchak, el al., 1985). In spite of the grent chernical diversity of the 

mernbers of this pharmacological group, the rnechnnisms of nction of these drugs is 

diverse and subject to resenrch. 

lt has been shown (Mihalic, Hofrnnn el al., 1986) that piroxicrun (nn NSAID, 4-

hydroxy-2-rnethyl-N-(2-pyridyl)-2 H-l ,2-benzothiazine-3-cnrboxrunide- l, 1-dioxide) ni 

therapeutic concentmtions (i.e. 100 µM), prevented acule alcohol-induced enhnncernent 

hepatic cellular lipid peroxidation in the mt. Hepatic cell lipid peroxidntion has been 

associated with free radical production during hepatic alcohol metabolism and also 

reputedly implicnted in sorne fonns of alcohol-rnedinted liver darnnge (Zentella de Pilla, 

Hemández-Toblas, et al., 1992). 

Although sorne other NSAIDs assayed to date hnve shown similar nctions, the 

precise molecular rnechanisrn (or meehanisrns) of nction for this effect remnins obscuro 

(Zentelln de Pilla, Saldalla-Balrnori, et al., 1993). An importan! breakthrough in 

theropeutic strategies for such diseases as alcoholic hepatitis or cirrhosis may result form 

the detailed knowledge and rnanipulntion ofthese drugs nctions. 

Through rndiolysis in vi/ro studies, it has been shown that sorne of these NSAIDs 

(piroxicam was not tested) wcre capable of scavenging hydroxyl rndicals (Hiller and 

Wilson, 1983). Nevertheless, it is not known if ali tite drugs in this group show this effect 

or if it is reproducible in an in vivo setting. 

In electron parnmagnetic resonance spectroscopy (EPR) studies with in vitro free 

rndical-producing systerns, it was found that captopril (a non-NSAID used in the 

treatrnent of hypertension) initially considcred a free radical scavenger, inhibited free 

radical production by interncting with the transition metals uscd as electron donors in 
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such systems (Jny, Cuéllar et al., 1991).This may be an nltemative mechnnism ofaction, 

hypothetically nt Ieast, for.different drugs with similar effects. 

In order to find if piroxicam prevented free radical formntion by interaction with 

metals in the renction media or if it ncts as n radicnl-scnvenger itself, we decided to test 

this NSAID in two different systems producing free rndicals in vi/ro (phenylhydrazine 

nutooxidntion and Fenton renction) and to mensure its effects with EPR spin-trapping 

techniques. 

Materials and Methods. 

Phenylhydrnzine wns obtnined from Sigma Chemicnl Co., MO, in the highest 

purity grade nvnilnble; nlphn-phenyl-N-t-butyl nitronc (PBN), the spin trap uscd was nlso 

from Sigma Chemicnl Co. Other rengents used were standard Iaborntory purity grade. 

Phenylhydrnzine was incubated in nerobic media, nccording to conditions 

detniled elscwhere (Jny, Cuéllar, et al., 1992). Sodium borate (25 mM, pH I0.2) was used 

ns buffer in the renction mixtures, which also contnined PBN (3 mM). The renction wns 

stnrted when cupric chloridc (CuCI,) 0.01 mM wns ndded. The final sample volume wns 

500 µl. Piroxicam nt 12, 25, 50 and 100 µM concentrntions wns nddcd to different 

samples without final volume changc. EPR mensurements were undertnken in a Varían E

Line Century Series El 12, X-band 3 spectrometer, with a rectangular Te 102 cnvity. 

Spectrn were recorded with 1 Gauss p.p. modulntion ni 100 KHz. 

For the Fenton reaction studies, hydrogen peroxide (H20 2) of the highest purity 

grade wns obtnined from Sigma Chemical Co., ns well ns ferrous sulphate (FeSO,). PBN, 

of the same source ns noted nbove, wns used ns spin-trap again. Ali other rengents were 

of standard lnborntory purity grade. 

Fenton renction studies were cnrried out in phosphate buffer media, ns previously 

reported (Reinke, Rau et al., 1990), contnining 150 mM of the potnssium salt al pH 7.4 

and 100 mM ethnnol. In this case, renctions were undertnken in anaerobic conditions, 

using a nitrogen-saturated atmosphere created inside n glove box. The media also 

contained PBN (IO mM) and FeSO, (lmM). The reaction wns stnrted with the addition of 

H20 2 to a final voluf!!e of 500 ¡1L. The concentrations of piroxicam tested in this 

experimental setting were 25, 50, 100 and 200 µM. Non-aqueous extrnctions were 
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performcd by ndding 750 µL of toluene to enhnnce the hnlf-lives of the spin-ndducts. The 

mensured snmple volume placed inside the spectrometer covity wns 350 µL. EPR signnls 

were recorded under. the sÍlme. spectrometer conditions ns before, nfter 4 minutes of 

incubation. 

350 

300 

Results 

250 ~-
200 ~ 
150 ----

100 ----· 50 

00.,_~~~~~~1~2~~~~~--:2~5~~~~~~5~0~~~~~--.100 

Plroxlcam (µM) 

-•- Phenyl Adduct 

Figure !.- Effect of piroxicnm on phenyl radical production during the nutooxidation of 
phenylhydrnzine in vltro. Top figure shows typicnl phenyl-PBN ndduct EPR spectml 
signo( pnttern recorded ni bnseline conditions (i.e. PBN 3 mM; phenylhydrazine 1 mM; 
CuCl2 O.O! mM; sodium bornte buffer 25 mM, pi! 10.2). Bollom figure shows the effect 
of the nddition of 12, 25, 50 and 100 ¡LM concentrntions of piroxicnm to the reaction 
mixture. Note the rise of the relativc intensity of the EPR signa! in a dose-dependent 
fnshion to the NSAID concentration. Recording conditions were: Central Field 3330 
Gauss, Sweep 100 Gnuss, Modulntion Frequency 100 KHz, Amplitude 1 Gnuss p.p.,, 
Time Constan! 0.25 sed., Sweeping Time 4 min. 

In tite first system, piroxicnm did not alter free radical production wlten tite 

nutooxidation of phenylhydrnzine wns started with the nddition of CuCI,. In a second sel 
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of experiments, CuCl2 was excluded from the incubation medium. Under these conditions 

phenylhydrnzine autooxidation was started by piroxicam. When the concentration of the 

drug in the medium was incrensed, there wns n concomitnnt increase in the EPR signnl, n 

response that i.nny be conceived ·as nn. incrense in spin·ndduct formntion nnd thus of free 

radical. . . . · . 

The efrect ofpi;~xicnm o~ the Fenton rencti~~ system (Figure 2) wns studied. No 

npprecinble chnnge in the formntion ~f sp.iÍl-nddÜ~ts \\las detect~d · ~sing · the lower three 

concentrations of the drug. When higher conce~trntidns (100 nÍld 200 µM) of piroxicnm 

were added a decrense in free radical production was observed. 

i :~----· 
o 25 

._________ .... 

~ 
s'o 

Piroxlcam (µM) 

·•- Hydroxyethyl adduct 

ibo 2bo 

Figure 2.- Effect of piroxicam on hydroxyethyl production in a Fenton reaction in vi/ro 
system. The figure shows the effect of the addition of 25, 50, 100 and 200 µM 
concentrations of piroxicam to the reaction mixture (i.e. PBN 10 mM; FeSO, 1 mM; 
H20 2 1 mM; potnssium phosplmte 150 mM, pH 7.4 and ethanol 100 mM). Note the fall in 
EPR signa( rclative intensity with the 100 and 200 µM 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 ns a radical scavenger effect (for phenyl-radical species, at least) may 

be ruléd out. lt is worth mentioning that since PBN is not n highly selcctive spin-trap, it is 
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not possible to nssure thnt the rndicnl species produccd by the effect of piroxicnm on 

phenylhydrnzine wcre the srune ns !hose genernted during nutooxidation process in the 

absence ofthe NSAID or thosc in the metnl-induced reaction. 

During Fenton renction studies, there were no piroxicnm-induced chnnges on the 

hydroxyethyl-rndicnl production, except nt very high concentrntions. Such chnnges mny 

not have menningful biological effects. 

Althouglt these datn nre appnrently in contrndiction with the results obtnined in in 

vivo conditions, tite possibility that piroxicnm may induce the'production of less reactive 

nnd tltus ltarmful rndicnl species titan !hose usually produced within liver cells cannot be 

discnrded. Both rndical systems tested in this work gencmte carbon-centered (i.e. phenyl 

and hydroxyethyl) rndicals (Buettner, 1987). Further studies must be cnrried out using 

both free rndical production systems that genemte othcr thnn cnrbon-ccntered (oxygen

centered, ns hydroxyl or superoxide) mdicnls and more sclcctive spin-trnps. 
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Ahstruct 

Nonsteroidal nnti-inflammatnry drugs (NSAIOs) nrc onc of thc most cmployed thcrn~utic agcnts. Thcy ha\'c a widc spcctrum of 
biologicnl cffeccs, some of which ure independenl of cyclooxygcnase inhibition, such ns lhc alteralions on thc componenls of signal 
1ransduc1ion syslcms. In particulur, prc\'inus datn from nur labor:.llury suggcsted un antagonism hctween cpincphrinc am.l piroxicnm, onc 
nf lhe mosl prcscrihcd NSAIDs. 11ius, 1his study deals with thc epincphrine-piroxicam antagonism rccorded for metabolic responses in 
Jsola!cd rat hep;itncytcs. TI1e ohlained rcsuhs show that epinephrine stimulatcs lac1111e ami ethunol consumption, stimulntcs glucnsc rcleasc 
frmn laclale only, ami has no effect un ccllul:.u 1riacylglyccrit.Jcs cuntcnt. Othcrwbc, in a dusc-depcnt.Jcnt hasis, piroxicam siimuhllcs 
haclate and etlmnol consumptiun accom¡mnicd by 1111 increasc in triacylglyccritlcs cuncenl, withoul changcs in glucnsc rdease by 
hepillm:ytcs. Piroxicam blncks lhe epinephrinc-iruluced stimulathm of glucosc rclease from lactalc, ami epinephrinc blocks thc 
piroxic:1m-mediated incre;1se in lriaL·ylglycerhles contcnt frnm lactale or cthanol. In contrast, lhe effccts of cpinephrine and piro:dcam, 
promoting lhc cnnsumplinn oí l:u:1a1c ami elhanol, are not ant:1~onized or udded af1cr thc simultaneous administrnlion of both compount.Js. 
'J11is J¡¡~t rcsult is prohahly rclatL•J 10 the ahilily uf hoth compuunds to !-limulate oxygen consumption. On isolaled mt li\'cr mitochondria, 
11molar doses uf piroxicmu partially uncnuplc oxidati\'c phnsphol')·fation, and paradoxically stimulates an ATP-depcndent milochondrinl 
runction ns ci!mllinngenesis. Thcsc results show for firsl time, on isolnlcd mi hep:1tocytcs, nn nnt:igonism bctween the mctabolic 
responses of e11incphri11c and piroxicam, ut tite co11ccntrn1ion fouml In plusma nfter its thcmpcutical at.Jmini!'llr.ition. IO 1999 Elsc\'Íer 
Scicncc B.V. Ali righh rcscr\'ell. 

Keywtm/$: Cpinephr:ine; Piruxil'am; Nun!>lcruida.! nn1i-i11flam111a1ory drug (NSAID); Glucosc prot!uc1i11n; TriacylglyceriJc: Lactatc consumption; Ethanol 
cousumptinn; f\lilod1011Jri1111; Cilrullinc r;ynthesis 

l. lntroductlon 

The nonsteroidnl nnti·inílnmmatory drugs (NSAIDs) 
comprise onc of the most employe<l therapeutic agents. In 
t 984, ncarly one in sc\•en Americans was treatc<l with a 
NSAID (Clive nnd Sloff, 1984), nnd in 1986, 100 million 
prescriptions wcre written for thesc drugs (Lnngman, 1988). 
·n1eir effecli\•eness to reduce prostaghmdin-mediated fever, 
pain, and swelling. has been nnrihuted to thcir ability to 
inhibit the cyclooxygcnnsc. prostaglandin H synthase 
(Vane, 1971: Fcrrcirn ami Vanc. 1974: Ahrnmson et al., 

• Corresponding nuthur. Tel.: +52-S-622-08-29; fax: +52-S-616·24-
19: B·mail: hri\'t'tm@lliCn-IJnr.unam.nu 

1985). However, these drugs have a wide spcctrum of 
biologicul cffccts, many of which are detennined by other 
mechanism indepcndent of cyclooxygenase inhibition 
(\Veissmann et al., 1987; Abramson and Weissmann. 1989; 
Brooks und Day. 1991: Cronstein and \\'eissmnnn, 1995; 
Cashman, 1996). Among thcsc, sevcrnt reports pointed out 
modificntions on the components of signal tnmsductions 
systems, a propcrty thal may account for di verse effects on 
membrnne-dependcnt processes. Titus, NSAIDs can mod
ify membrane viscosity, uncoupling receptor signaling 
events that depend upon the slate of membnme fluidity 
(Abrmnson et al.. J 990); interfere with GTP /GDP ex
changc at the a-subunit of regulatory G protcin (Abramson 
et al.. 1991, 1994); block thc pertussis toxitMJependcnt 
ADP-ribosylation of the G protein in purificd ncutrophil 
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membrnnes, and inhibit. in part, the pertussis toxin-sensi
tive formation of diacylglycerol that follows ceJI activntion 
(Abramson et ni., 1991, 1994; Cronstein and \Vcissmann, 
1995). 

In nddition, NSAIDs modify the activity of ccllular 
kinases (Eamest et al., 1992; Franlz and O'Neill, 1995; 
Roy et al., 1995); inhibit Ca2 .. -uptnkc in neutrophils 
(Abmmson et nl., 1985; Wcissmann et al., 1987; K1mkaan
rantn et ni., 1996); cnhancc intrnccllulnr Jcvels of cyclic 
AMP (Abrnntson et al., 1985; Weissm:mn et al., 1987); 
inhibit the nctivity of phosphodicstcrnse (Eamest et ni., 
1992); nnd inhihil phospholipase C 01ctivity (Bomaluski et 
al., 1986). 

1l1ereforc, is not surprising that NSAIDs antagonize 
some hormone-induccd responses. In conscqucncc, 
NSAIDs inhibit cpinephrine-induced stimulation of glyc
erol production in isolaled rnt adipocy1cs (Pimenlel
Vclnzqucz et 111., 1996). lowcr the glucagon s1imula1io11 uf 
glucosc producliun in ral livcr (\Vhccler ami Epand, 1975), 
partially allenu:uc thc hypotensivc cffcct of u- aJllJ J~

adrenoceptor-blocking ugents (Durno el al., 1977; \\':ilkins 
et ni., 1980; Ebel et al., 1986; Spcnce, JlJ86; \Vong el al .. 
1986; Radack and Deck, 1987; Johnsou el al., 1994; De 
Lceuw, 1996), reverse a-adrencrgic inhibition of acule 
insulin response to glucose (Metz nml Rohcrtson, 1980), 
and reverse the effects of chronic f3-ndrcnoceptor blockadc 
to nttenuatc udrcnergic ncuruvuscular trnnsmission (Daniel! 
et ni., 1988). Likcwise, hormones alsu can antagonizc 
NSAJDs-induccd responses. Thus, tlipyn1ne- and flunixin
induced nnalgesia can be rcverscd hy atipmnezolc Can 
a 2-udrenoceptor :mtngonist) (Chamhc:rs et :al., 1995). 

11ie brom.l varie1y of antagonic cffects showcd by 
NSAJDs on honnonc-induccd responses lcad to suggcsl 
that this nntugonism must comprisc sc\'crnl not ycl mta
lyzcd responses. llccausc il is wcll esrnblishcd that 
epincphrine pnxluccs an incrcasc in hcpatk gluconeogenc
sis and lactnlc consumplion (Sacca et al., 1983; Pilkis nnd 
Gmnner, 1992; Pilkis et ni., 1988), wc analyzcd tite inílu
cnce of piroxic:uu, a NSAID, on this ''clnssical'' metnholic 
cífcct inducc<l by cpincphrine. Furthcrmorc, as prcvious 
dala in our lnborntory showcd a piroxicnm dosc-depcndcnt 
incrcase in trincylglycerides content on isolate<l rnt hcpato
cytes (Snldaí1a-llalmori et al., 1996), wc also tcsted lhe 
effect of epinephrine on this melnholic response induced 
by piroxicam. Finnlly, nn<l in ordcr to ohtain n more 
elabomtcd picture of pirmdcarn-cpincphrinc intcmctions, 
we nnalyze piroxicam cffects on some milochondrial func
tions and compare them with thc well-known cffects of 
epinephrinc on mi1ochondrin (Reinhart el ni., 1982¡ 
Hnlcstrap el al., 1985; Taylor et al., 1986; Quinlan ami 
Halestrnp, 1986; Gonzalez-Manchon et al., 1988; Halestmp, 
1989¡ Korzenicwski and Froncisz, 1992; Garcia et ni., 
1997). 

lt is notcworthy that in spitc of the previous reports 
showing piroxicam effects on hepatic glucosc mctabolism 
(Dorronsoro de Cnttoni and Ba1tcllino, 1992; Salguciro-

Pagadigorrht et al., l 996a), thc influence of this thernpeulic 
ngent on tite heputic mctabolic responses to cpincphrine 
has not becn yel analyzed. 

Thus, on basis to the extensivc use of piroxicnm, one of 
the most prcscribed NSAIDs in the United Stales (Ameri
can Acndemy of Family Physicians, 1997), lhe obtained 
results, are of inlercst becnuse this work shows, for first 
time, an anlagonism betwcen piroxicam and sorne 
mctabolic re8ponses induced by epincphrine on isolntcd 
hepatocytes. · 

2. Materlals ami methods 

Mate Wistnr mts (200-250 g) were fed nd libitum with 
a commercial diet (Nutricubos from Mexico) and they 
were fasteJ 48 h befare lreatment, but free access to waler 
wns allowed. Animnls werc anesthetized with cther, nnd 
isolated hcpatocytes were preparcd by the method of Beny 
und Friend (1969), using slight modifications ns dcscribed 
by Guinzbcrg el ni. ( 1987). Cell viability was assayed by 
the trypnn bluc exclusion method; experiments were per
fonncd only when more than 90% viability was recordcd. 

Once isoluted, liver cells, cquivalent lo 10-15 mg 
protein, were incubuted for 60 mio at 37ºC with continu
ous shnking in Krcbs-Ringcr bicnrbonate buffer: 120 mM 
NaCI, 5.7 mi\! KCI, 1.2 mi\! KH 2 P04 , 1.2 mM MgS04 , 

12 mM NaHCO,. 1.2 mi\! CuCI,. ndjuSled 10 pll 7.4, in 
un atmosphcre of 0 2 :C02 (95%:5%). Thc incuhation me
dia was supplcmentcd with 50 mM sodium lactatc pH 7.4, 
or 50 mM ethanol us substrntcs, in the absence or in the 
prcscnce of epincphrine oo- 6 f\I) ami piroxicam (J0- 9

-

10-• M). 
Aflcr incubation. glucose relc;¡se (Pales. 1963), Jactate 

con.sumption (Gutmmm and \Vahlefcld, 1974), triacylglyc
crides content (Gotlfried :md Rosenberg, 1973), ethanol 
consumption (Bcmt t111d Gutmnnn, 1974), and protcin con
centrntion (Bradfort.l. 1976) werc quantified as delniled 
previously by Snldnña-Balmori et al. (1996). Each assay 
wns routincly perfonncd in dup1icntc. 

All mcasurcments wcre made from thc samc hepato
cytes batchc.s, howc\'cr, some data on Jactate and ethanol 
consumption, as wcll as triacylglycerides content dnta were 
presented originuJly in n previous rcport from our laborn
tory (Saldnña-Balmori et ni .• 1996). TI1ese data wcre com
pleted with new expcriment.s, and reanalyzcd in ordcr to 
integrate thcm with thc glucose releasc data. 

Mitochondria from rnt li\'er wcrc prepared by thc melhod 
of Schncider nnd Hogcboom ( 1950), wiU1 the modifica
tions proposed by Siess (1983), ns delailed previously by 
Zcntella de Piña et ni. (1989). with an isolation mcdium 
coniaiuing 0.3 M mannilol, 0.5 mi\! EGTA, 5 mM TES 
[ N-tris~(hydroxymethyl)-2-aminoethanc sulfonic acid], and 
0.1 % bovinc serum albumin. pH 7 .4. Mitochondrial respi
ration was recorded with a Clark 0 2 electrodc at 22ºC. 
Mitochondrial citrulline fonrmtion was assayed in the 
medium described by Con•ern and Garcfo-Sóinz (1982); 
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nfler IO·min incubation wus stopped by lhc addilion of 
perchloric ncid (3% final concenlration). Citntllinc wns 
deÍCnnined by lhe method of Boydc und Rnhmutullnh 
(1980). 

Epinephrinc, l-lactntc, hovine serum nlbumin <frnction 
V), collngennse (type IV) wcre ohtaincd from Sigma (St. 
Louis, MO, USA). Othcr rc<1gents \\'ere armlylical grade 
cither from Mcrck (México) or Signm. 

Stutisticnl mmlyses wcrc pcrfonncd with thc software 
SigmaStnt for \Vindows ver. 1.0 (Jandcl Scicntific, 1994), 
employing onc-wny unalysis of v11ri11ncc (ANOV A), fol
lowcd by un 1111 painvisc multiplc comparison procedure 
using the Dunnett's mclhod. Jf nornmlity test or cquul 
vnriunce test foiled, thc nonparumetric Krusknl-Wnllis 
one-wuy ANOVA on nmks wns cmployed. 

3. ltesults 

The cffcct of piroxicum on cpincphrine-stimululed glu
coneogencsis from lnc1utc is showcd in Fig. l. In this 
figure can he ohscrvcd that piroxicam. from io-9 M, 
blockcd thc epincphrinc-induccd ucti\'alion of glucose syn
thcsis on mt li\'cr hcpntocytcs ( P < 0.003), mcunwhilc 
piroxicam pcr se did not modify glucose production in tite 
ubscncc of cpinephrine at any of thc tcsted concentrutions 
( 1 nM to 0.1 ml\I). This last rcsult contras Is with thosc of 
Salguciro-Pngadigorrin el al. ( l 996a), who rcportcd u 
pirmdcmn dosc-dl!pcm.lcnl inhibition on gluconcogencsis 
(33%-80%) in isolutcd pcrfuscd rnt li\'cr, though this 
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Flg. l. Hfí«t oí diffc~nt concen1rutions oí plruxicnm on ilucnse synthc
sis from lnctnlc in r.ll hcpatocytcs incuhated wi1h 10- 11 M c-rincphrinc, 
Thc isohatcd «lis wcre incubated as dcscribed in Scction 2, using 50 mM 
sodium lnctnlc (pH 7.4) ns suhstrnlc~ <•>in thc prcsencc uf epinephrine 
nnd (0) in thc ahscncc of epincphrine. Thc basal synthcsis of glucosc, 
nncr J h of inculmlion, wns 125 ± 20 nmol ~lucose fomlCll/h per 111¡: of 
prutcin. Data exprcued us mean± S.E.M. (11 .. 6-10). 
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Fig. 2. Eífect of diffcrrnt concc111ratiuns of piroxicam anJ io- 6 M 
criucphrinc 011 luctutc consumption in is1.1lutcd rut hepntocytcs. Thc cclls 
wcrc incuba1cd 1 h us describcd in Scclion 2 whh 50 mM sodlum haci.atc 
as substrate; Ce> in thc prcscncc of epinephrinc and (0) In thc abscn« 
of cpinephrine. Buch point rcprcsc11ts thc mean ±S.H.M. (n • 5-9), TI1c 
biL,.al J:ictalc consumplion was 139 ± 35 nmol/h per mg of prole-in. 

discrepnncy can be explained by the grcutcr conccntrntions 
uf tite NSAID ussayed in tite latlcr study (0.2-1 ml\I). 
lndced, dala in Fig. 1 show u nol suuistically significanl 
12% <lccrcasc in glucosc production wilh 0.1 ml\I piroxi
cam nlonc. figure is in accordancc wilh thc 33% decrcasc 
obscr\'e<l by Salguciro-Pagadigorrü1 el al. (J 996a) with 0.2 
mM piroxicam. 

In cmumsl, 1he stimuhuion on lactatc consumption in· 
<luce<l by epincphrinc in isolatc<l mt hcpatocytes was not 
mo<lificd by the prcscncc of piroxicam (Fig. 2); however. 
in this case, piroxicmn alune rises thc lactate consumption 
in a dose-<lcpcn<lcnt busis. This tasi effec1 is statistica11y 
significant (P < 0.05) from io-" M piroxicam conccnlrn· 
tion with n mnximum response ( + 150%) at io-j M. 
Furthcnnorc, lhc stimulatory cffect of epincphrinc nnd 
piroxicam un lacratc consumption were not addili\'e. sug
gcsting similar siles of action . 

111c cxposurc lo piroxicum alonc incrcases, on a dose
<lcpcndcnt basis, thc content oí triacylglyceridcs in isolntcd 
rat hcpatocy1es incubated for 60 min wilh 50 mM lactate 
(Fig. 3). The highcst stimulation (51%) \\'ólS observed in 
the prcscnce of io- 4 M piroxicnm, but 1hc effcct wus 
stalistically significmu from 10-!i ~t piroxicnm ( P < 0.05). 
This finding ngrces with previous resulls from our lnbora
tury, with 1111 in vivo system, where mis treatcd for 4 to 8 h 
with piroxicnm ( l O mg/kg body wcigh1) exhibited a 15% 
10 25% incre:isc in liver triacylglyccrides content, but 
without st;1tisticnl significancc (Zentella de Piña et al., 
199:?.). 
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Flg. 3. Effcct oí diffcrcnl conccnlralions or plroxlcam and 10- 6 M 
cplncpltrinc on trlacylglyccridcs contcnl in lsola!cd ral hcpalocytcs. Thc 
cclls wcrc incubatcd 1 h as de5cribcd in Scclion 2 using 50 mM sodlum 
lactate as subslratc; Ce) in lhc prcscncc of cpincphrine and (0) in the 
abscnce of cplncphrine. Each (Kllnt rc¡irc11cnts the mean ±S.E.M. (n - 5-
7). TI1c basal triacylglyccridcs contC"nl aflcr 1 h of lncubation was 
29..1 ±4.3 µg 1rh1cylglyccridcs/111g of pmlC'in. 

Othcrwise, tite lriacylglyceri<les contcnt of lhe isolntcd 
rut hcpntocytes wns not mo<lific<l by 1-h incubalion with 
10- 6 M cpincphrine, using 50 ml\1 lnclntc ns substrate 

a eo 100 120 140 uso 
Olucos• 

(Fig. 3). 111is result agrees with previous reports indicnting 
that epinephrine does not nffect cellulnr trincylglycerides 
content in liver (Brindle ond Ontko, 1986). However, it 
can be observed that thc piroxicnm effect on trincylglyc
erides content was nttenunted by cpinephrine. showing 
again a mutual anlagonism in the effecl of both com
pounds. 

In isolnled rnt hepatocytes, piroxicam stimulates lactate 
consumption (Fig. 2). keeping constant glucose production 
(Fig. l), but increasing triucylglycerides content (Fig. 3). 
Taken togcther, these three results revenl that in Lhis 
system a proportion of the lnctnte consumed nfter stimula
tion with the NSAID is used in tite triacylglycerides 
synthesis. In arder to obtnin an integrated view of the 
piroxicam effects on isolated mi hepntocytes, we decided 
to elaborate n three-dimensionnl plot with lnctnle consump
tion. glucose relense and Uincylglycerides conlent data (see 
Fig. 4). Assuming n linear relntionship bctween these Lhrec 
metnbolic responses tite next equntion was proposed: 

[trincylglycerides content] - m1 X [lnctnle consumption] 

+ m 2 X [glucose relense] 

+c. (1) 

The odjusted constnnt nnd their standnrd devintions 
fitted by least squnrcs are: 

m 1 • +0.093 ± 0.048 (pcrcent trincylglycerides con
tenljpcrccnt Jnctate consumption) 
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Fig. 4. Thrcc-dimensional plol of (10- 9 -10- 4 ~t) pirodcam effect on glucose production, lacta te consumplion and lriacylglyceridcs conlcnl in llDlalcd ral 
hepatocytcs. Thc inscrtcd bidhnC"11sio11al plols (a-e) show lalcral vicws of lbc three-dhncnslonal plot. Each poinl rcprc1cn11 che mean. with lhc S.ll.M. bar 
showed in the bidimensional plots. A guide to rcad the bidimensional projectlons is includcJ al the uppcr righl. Piroxicam concentntlons are shown with a 
grny scale: data wi1hout plruxicam are showcd In whi1c, and with piroxicam in diffcrcnt gray tones; thc coontina.tcs origln in lhc thtcc-dimcnslonal plot Is 
Joc:ued al the front in rclalion to 1he vicwer. Figs. 4 und 5 malntain the samc scales for easicr compnrisons. 
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Pig. S. Three-dimcnslonnl plot or 10-e. M cpincphrinc plus (10-'-10-• M) piroxicam cffcct on glucosc rt:lc1Uc, lactalcconsumpllon and triacylglyccridc1 
coutcnt in bolntcd rat hcpatocylcs. l11c inscrtcd bidimcm1ionul plots Ca-e) show lnlcral vicw1 or thc thrcc-dlmcnsional plot. Data llrC prcscnlcd as in Fig. 4, 
nnd mni111ain thc sanie sclllcs íur cllSicr compruisons. 
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Fig. 6, Thrcc-dimcnslonnl plot oí (10- 9 -to-• M) riro:dcam dícct on glucosc rclcasc, cthnnol consumption and uiacylglyccridcs con1cnt in isolalcd rat 
hcpatocytca, Cclls wcrc lncubalcd as dcscribcd in Scc1ion 2 rcplacing lncliuc by SO mM cthnnol as substratc. Thc inscncd bidimensional plots (a-e} show 
lateral vicws of thc thttc-dimcnslonnl plot. Ea.ch point rcprcscnls thc mean, with thc S.E.M. bar showcd in che bidimensional plots. Data DrC prcscnlcd ns in 
Fig. 4. Thc basal activilica or Unlrt:alcd hcpalucytcs aficr l·h incubation wcrc as follows: cthanol consump1ion: 228 ± 43 nmol/h pcr mg oí protcin; 
(n • 4-6); lriacylglyccridcs contcnl: 29.4 ± 1.4 µg triacylglyccridcs/mg or prulcin (ri • 6-9); glucosc rclcnsc: 108 ± 20 nmol glucosc/h pcr mg of 
rrotcin (n • 5-9). Figs. 6 and 7 mninutin thc sanie scalcs for casicr compruisons. 
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m2 - -2.32 ± 0.47 (pen:ent trincylglycerides contenl/ 
percent glucose release) 
e - 328.5 ± 49.6 (percent trineylglycerides content) 

ond the obtained regression coefticient (r2 ) is equal to 
0.923 ( p < o.o 1). 

The rcsults show that nn incrcase in triacylglyceridcs 
content is followed by a parallel nctivntion in lactate 
consumption nnd a decrease in glucose relcuse. reinforcing 
the suggestion tlmt under lhe cxperimentnl conditions de
scribed. nt teast n proportion of consumed lactnte is chnn
neled to the synthesis of triucylglyceridcs. 

On the other hnnd, the upt.nke of lnctutc is stimulated by 
epinephrine and it is used for glucose synthesis (see white 
squnre in Fig. 5); when piroxicnm is added to this system 
with epinephrine, the uptake of lnctate remuins elevnled 
but it is nol channellcd townrd glucosc synthesis (see gray 
squnres in Fig. 5). neither toward triacylglycerides synthe
sis, sincc the stimulntion in trincylglyceric..les content pro
moled by piroxicam is blocked by epinephrine; thercfore, 
the 'stimulation of nn altemative metabolic pathway must 
be considered. This last possibility is supported by the lost 
of correlntion between lrincylglycerides content. lnclale 
consumption nnd glucose rclense observed with the simul
tnneous prcscnce of epinephrine nnd piroxicnm. ·nius. the 
regression coefficient for fitting these last data to Eq. (1) is 
r 2 - 0.07. which strengthens the point that umler the ex
perimental conditions described, nnother metabolic fote of 
lnctnte should be enhancc<l. for instance, liver respiration. 
Purthem10re. epinephrine promotes mitochondrinl oxygen 
cousumption couplcd to ATP synthesis (Taylor et al., 

1986; Breton et al., 1987; Korzenicwski and Froncisz, 
1992; Gnn:ia et al., 1997). 

Substitution of lactnte for a distinct substrute, nnmely 
ethanol, might give further insight in the antagonism be
tween epincphrine nnd the NSAID. as well as in the 
hepatic metabolic route(s) fnvored by piroxicam adminis
trn.tion. Eth3nol wns selected bccnuse in n previous report 
from our labomtory it wus showed that piroxicam alone 
stimulntes ethanol consumption anc..I mcxlify lriacylglyc
erides contcnt in isolated ral hepatocytes (Saldnña-Balmori 
et al., 1996). In m..ldition, cthanol elcvatcs fntty ncids 
synthesis (llrcmer nnd Osmundsen, 1984; Brindley. 1988; 
Yang et al., 1996; Yu und Cronholm, 1997), but inhibits 
gluconcogenesis (Krebs et al., 1969; Sugano et al., 1980). 
Figs. 6 nnd 7 show n three-dimensional plots with ethnnol 
consumption, glucose relcasc and triacylglycerides contcnt 
data in thc presence or nbsencc of piroxicam nnc..I 
epincphrinc. In this integrnted plot can be observed that 
piroxicam nlone (Fig. 6) activates the ethnnol consump
tion. the max.imum effect ( +60%) is observed with 10- 6 

M piroxicam ( P < 0.05). AdditionalJy, piroxicnm, in n 
dosc-depcndcnt basis, augments trincylglycerides content 
in hepatocytes with a nmximum effect al 10-4 ~1 piroxi
cnm ( + 31 %, P < 0.002). The stimulation on ethanol con
sumption is pnrallel to thc incrcnse of lrincylglycerides 
content in hepatocytes, although tJ1e glucose relen."ie is not 
modifie<l by piroxicam. Adjusting this data to Eq. ( 1), thc 
obtnincd results are: 

m 1 - +0.477 ± 0.103 (percent triacylglyceri<les con
tent/pcrcent ethanol consumption) 
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Fi¡. 7. 11uee-dimensional plot or 10-6 M cplncphrinc plus (lo-•-10-' M) piro:dcam effect on ¡lucose release. ethanol consumptlon and 
triacylglyccrides contcnt in isolated rat hepatocyles. Cells wcre lncubnted u described in Scction 2 rcpla.cing lactate by 3:0 mM ethanot u substmte. The 
inscrted bidimensional plots (a-c) show lateral vicws of thc thr«-dlmenslonal plot. Dala a.re presented u in Fig. 4. Fig1, 6 and 7 maintain 1he umc acates 
for euier comparisons. 
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m2 - -0.73 ± 0.49 (percent triacylglyceridcs conlcnt/ 
percent glucosc relcasc) 
e - 124.1±50.7 (pcrccnl triacylglycerides contcnt) 

und r 2 - 0.838 ( P < 0.02) 
Epincphrine :done stimulatcs cthanol consumption 75% 

( P < 0.05), without any risc in thc content of trincylglyc
cridcs or in glucosc rclcnsc. Simullancous prcsencc of 
cpincphrinc and piroxicnm kccp ctlmnol consumption cle
\'alcd but thc incrcnsc in triacylglyceridcs contcnt. ob
scrved with piroxicmn alune, is nholished. Once ugain lhe 
nntagunism bctwccn hnlh compounds is manifcst. Thc 
rc!!rcssion cocíficicnt for fitting thcse lusl d:itn to Eq. ( 1) in 
lhc pn:scncc of cpincphrine uml piroxicam is r 2 ""'0.01, 
this figure is similar to thc vnluc obtained with lactale as 
suhstratc under similnr experimental conditions. In thc 
smnc wuy us it \\'11s proposed for lnctalc, un cnhm1ccd 
mctaholic p:.1thwuy Jcmling to ctfmnol nxidation scems lo 
prevuil in hepatocytes incubaled wilh thc hormone and thc 
NSAID. 

Thc mechanism by which piroxicmn stimul:1tcs oxida
tion of lnctatc or ctlmnol is prohably lhc saine becuusc 
their consumplion incrcasc in a linear wuy for both sub
stralcs. wilh cnch ndded doses of piroxicam Ccorrclntion 
cocflicient. r""' 0.918). Thcrcforc, thc effcct ofthc NSAID 
011 mitochnndrial oxid:uion was tested. Fig. 8 shows the 
cffcct of piroxicam on m1;ygcn consumption in isolatcd rat 
livcr mitochondria, in 1hc prcscncc (st:1tc 3) or ubscncc 
(stalc 4) of addcd ADP. Piroxicam, assnycd at doses 
comparnhlc to thnsc de1ec1cd in plasma of p:itienls trcated 
wilh piroxicum (20 mg daily, (llrogdcn et ni.. 1984; 
Rugstad, 1986)), riscs signilicantly, in a dose-dcpcndcnl 
fonn, the nxygcn consumption in resling ntilochondria 
(stalc 4); whcreas in ADP-~limulutcd mitochondria (stntc 
3), thc oxygcn cnnsumplion rcmains unchangcd. Thesc 
rcsuhs confinn un uncoupkr activily of piroxicam 011 

oxidntivc phosphorylation which was prcviously reponed. 
but using highcr conccnlnllions of lhe anti-inllnmnullory 
compound (Mingalto et ni., 199(1; Salguciro-Pngadigorrin 
et al., 1996b). Thcreforc, thc mcchanistn hy \\.'hich piroxi
cmn stimulalcs oxidalion of lnclatc or cthunol is probably 
due to a gencrnl cffcct of 1he NSAIO uncuupling oxidativc 
phosphorylation nnd promoting thc oxidation of substrales 
in mitochondria. This intcrpretntion makes sensc with lhe 
dcscribcd linear increasc in lactalc and ethanol consump
tion in thc prcscncc of diffcrcnt doses of piroxicam. 

Thc unlagonism nf cpincphrinc nn thc slimulati\'c aclion 
of piroxicam 10 clc,·a1c thc hcp:uic conlcnt of triucylglyc
cridcs is prohably rclatcd to the common ability of holh 
compounds to :.tcti\'alc oxygcn consumption in mitochon
dri:i. In this way, epinephrinc in thc ahsence of piroxicnm 
stimulatcs mitochondrin lo provide lite ATP neccssary 10 
sustain gluconcogencsis: hut the nddition of piroxicam 
cmmot o\'erstimul:atc mitochondrial activity and thcrcfore 
thc effcct of pirnxicmn incrcasing the synthesis of triacyl
glyccridcs is not obscrvcd. Sincc se\'eral othcr NSAIDs 
posses the ability to stimulate oxygcn consumption in 
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Fig. 8. Effect or rlroxlcnm on OX)'gcn consumr1io11 by isolatcd ral livcr 
milochondria. MitochC1ndria \\-ere isolu.ted u dcscribcd in Section 2. 
Mitochondria (2 mg rrotcln) wcrc addcd to an incubatlon mix1ure con
tainlng 260 mM mannitol, 3.3 mM ¡ihosphacc·tri~. 2.6 mM MgCl1, J.3 
mM KCI, 0.44 mM EGTA, 1md 4.3 mM TES. pll 7.4: in w.ldition, 6.6 
m..\1 succinalc or 3.3 ml\I glutama1c ¡ilus 3.3 mM malu.tc, wcrr addN ¡u 

!uhstrnles. Rcs¡iir.uion wa! slimulatc:d with 410 nmol ADP (s1a1e J). (a) 
ADP-stimula1cd o.\ygc-n consump1ion b1111c 3) with succinalc (a), or 
glutam:ue plus malatc (0) as suhstratcs. (b) Rc:sting o.\)'gc-n consum¡ition 
(statc 4) with su~·cinalc (O), or glt11a111a1c plus mah11e (0) as subs1ra1cs. 
lfach roinl reprcscnrs rhc me.in± S.E.M. (n - 4). 

milochondria (Van den Berg and Nautn. 1975; Tokumitsu 
et ni., 1977; McDougall el al., 1983; Baños and Reyes. 
1989; Mingatto et al.. 1996; Petrescu nnd Tnrba, 1997), 
lhis potential mechanism of ontagonism could be a more 
general property of NSAIDs, not rcstricted to piroxicam 
alonc. 

Bccausc piroxicam resembles an uncoupler of oxidativc 
phosphorylation in mitochondria. its effect at the µmolar 
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Fig. 9. Effect of piroxicam on cinullinc synlhesls in lsolated rat Uvcr 
mltochondria. Milochondria (4.S mg protcJn) were iaollued as describcd 
in Scction 2 and lncubalcd with: 5 ntM KJl1PO .. , 15 mM KCI, 3 mM 
MgCl1, 16 mM KJIC01, l mM BOTA, JO mM 1uccina1e, IO mM 
L-omllhlne, lO mM NH 4CI, 4 µg rotcno11e, and 75 mM Tris in 2 mi final 
\'olumc, Each polnt rcprcscnls thc mean±S.B.M. (n - 4). 

mngc, impairing the ATP-<lcpendent fUnction in mitochon
dria was explorcd. In this way. tite effect of piroxicam on 
citrullinogenesis wns tested. 111is nctivity was selecte<l 
because comprises an indispensable step in the urca cyclc 
nnd is onc of the most important ATP-<lepcndcnt function 
in liver mitochondrin. Indccd, carbamyl phosphnte syn
thetnse l. rcsponsible of cilrullinogenesis, is the most 
abundnnl enzyme in liver mitochon<lria (Raijmnn and Janes. 
1976). Fig. 9 shows thc effecl of piroxicnm on citmllino
gcnesis in isolated ral livcr mitochondrin. Piroxicam, in the 
µmolar range, increascs citrulline synthesis on isolated mi 
liver mitochondria. This last cffcct shows thnt the mild 
uncoupler cffect of piroxic1un describcd nbovc do not 
impcde this importnnt m..itochondrial A TP-depen<lcnt func
tion in lhe liver. Furthennore, thc incrense in trincylglyc
erides conlent induccd by piroxicnm is observed also at 
lhis µmolar range. suggesting thnt this energy-<lepemJent 
stlmulntion is relnted to the effccts of piroxicnm on miro
chondrin. 

4. Dlscussion 

In more integrnted experimental models, other NSAIDs 
showed also nn nntngonism with the activntion of melnbolic 
pnthwnys by cntecholnmines. Thus, indomcthncin and snli
cylatc dccrense epinephrine- and glucngon-induccd glyco
gcnolysis in vivo (Wbeeler nnd Epand, 1975; Ganguli et 
al., 1979; Miiier el al., 1983, 1985), and naproxen inhibits 
glycogenolysis stimulnted by norcpincphrine in perfused 
rat liver (Nnscimento et al.. 1995). However, an explana
tion of this antagonism becomes particularly difficult in 

l G f 

the in vivo cxperiments since NSAIDs modify the plasma 
Ievels of hormones. such ns insulin, glucagon and 
epincphrine (Bybee et al., 1978; Metz and Robenson, 
1980). Hence, tbe use of isolnted hepatocytes seems to be 
lhe suitable moclel to explore, in deep. lhe antagonism of 
epinephrine nnd piroxicam. Such nntagonism probably is 
unrclated to the nbility of NSAIDs lo inhibit prostaglandin 
synthesis because prostaglnndins produce n similar effect: 
inhibit hepntic glucngon- nnd cpinephrine-stimulnted 
glycogenolysis in isolated rnt hepatocytcs (Wheeler nnd 
Epand, 1975; Brass and Garrity, 1985; Brass et al., 1987; 
Brass and Garrity, 1990; Okumura nnd Saito, 1990; Oku· 
mura et al., l 988a,b). 

lt is importnnt to considerate thnl patients l.rcDted with 
piroxicnm (20 mg daily) usually show stcndy-stute plasma 
concentrntions in thc rnngc from 13 to 40 µ~t (Brogdcn et 
aJ., 1984; Rugstad, 1986). Thercfore, the piroxicrun effects 
described in this paper are medicnlly rclevnnt since they 
are stntisticnlly significnnt nt the thernpeutical concentra
tion rangc for piro:dcam or cvcu bclow this range. 

lnterestingly, othcr effects of <lifferent NSAJDs at 
nnnomolar concentrutions, quite below their therapeuticnl 
rnnge, hnve becn reponed previously: thc median in
hibitory concentration (IC 50 ) vnlucs for cyclooxygenase-2 
activity in intact cells are 3 nM for diclofenac (Pilbeam et 
ni., 1997) nnd 24 nM Cor piroxicam (Frülich, 1997); the 
IC ~ values for cyclooxygenase-1 nrc 1 nM for flunixin 
and flurbiprofen (Riendeau el al., 1997); the IC~ values 
for the potentiation of morphine inhihition oí ')'-amino
butyric ncid-dependent synaptic transmission in rnt neu
rons nre 6 nM for in<lomethacin, und 57 nM for piroxicnm 
(Vnughan, 1998). Inclusive, Rnisz et n~. (1989) pointcd out 
thnl piroxicam nt very Iow concentrations (10- 10 M) 
parndoxicnlly clevates prostnglandin production in cultured 
rnt calvarin. In nddition, the reponed inhibitory nction of 
piroxicnm on glucose relcase induced by epinephrinc is 
statistically significnnt from 10- 9 M (Fig. 1). 

In conclusion, the nntngonism oí piroxicam on 
epinephrine-induccd glucose production is obscrvcd nt 
nmolnr range, whereas piroxicam cffecls on mitochondrinl 
functions nre significativc only al µmolar range. Thercof, 
the nmolar nction of thc NSAID might intcrfere with the 
trnnsduction systcm switched on by the honnone. nnd this 
nnnomolar nction seems to be independcnt of the µmolar 
effects of piroxicam on mitochondrinl functions. 
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Non·steroidal anti-inflammatory drugs inhibit 
epinephrine- and cAMP·mediated lipolysis in isolated 
rat adipocytes 

M. Zentella de Pir'\a, H. Vázquez-Meza, G. Pir'\a-Zentella, L. Pimentel 

and E. Pir'\a 

Abstract 

Acute ethanol lntoxicatlon lncreased trlacylglycerldes (TAG) and thiobarblturlc acld reactive 
substances (TBARS) In llver and promoted the llberation of eplnephrlne. Four non-steroldal 
antl-lnflammatory drugs (NSAIOs) - asplrin, naproxen, nlmesullde and plroxlcam - prevented 
thls lncrease In TAG and TBARS. Because fatty aclds provlded by adlpose tissue contribute 
substantlally to elevated hepatlc TAG In ethanol-lntoxlcated rats, lt was thought that the 
NSAIOs mlght reduce eplnephrlne-stimulated lipolysis In these rats. lsolated rat adlpocytes were 
actlvated with eplnephrine In the presence or absence of the NSAIOs. The NSAIDs lnhlbited 
eplnephrlne-stlmulated lipolysis. These drugs did not modlfy the blnding of dihydroalprenolol 
(//-adrenergic agonlst) to their receptors in lsolated gulnea-pig liver membranes. The NSAIDs, 
at concentrations 3000-fold lower than that of cAMP, lnhlblted stimulated lipolysis by thls 
messenger. In concluslon, asplrin, naproxen, nlmesullde and plroxicam reduce the release of 
fatty aclds from adipose tissue to the liver by inhlbitlng the epinephrine-stlmulated lipolysis, 
and thls, In part, explalns the protectlve action of these NSAIDs agalnst hepatic signs of acute 
ethanol lntoxlcatlon. 

Non-sleroidal anti-inflammatory <lrugs (NSAIDs) cxert lhcir anti·inllammatory, 
unalgcsic und untipyrctic uctions, at lcast in part, by inhibition of the enzyme 
cyclooxygcnnse (Vanc 1971 ). More rcccntly, other pharmacological acti\'ities of 
these compounds havc bccn described. Yin et al (1998) rcported tht1l aspirin and 
salicylatc inhibil in-vitro ami in-vivo thc uctivity oflA·B kinasc-fl, thus impairing thc 
rclcase and mobilization of NF-KB, a kcy ccllulnr regulator of thc inflanunatory 
response. In trn in-vivo modcl of acule inflammation, Cronstcin et al (1999) 
demonstratcd that aspirin tmd salicylatc workcd by promoting the rclease of the 
anti·inílammatory autacoid adenosinc. Many ofthc effects ofNSAIDs that are not 
mcdiatcd by cyclooxygenase are thought to be owing to intcrfcrcnce with some step 
of thc cxtensivcly distributed signal transduction systcms associatcd with ccll 
membrnnes (Rivcros-Rosas et al 1999). Thus, it might be "'pcctcd thal NSAIDs 
would untagonize sorne hormone-induced ami ncurotransmittcr·induccd respon
ses. An untagonism bctwcen cutccholamincs and NSAIDs has bccn documcnted for 
in·vivo cxperiments (Johnson et al 1994) und for the mctubolic responses of 
cpincphrinc atu.I piroxicam in isolntcd rat hepatocytcs (Riveras-Rosas et al 1999). 
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In lhis work, the ability of four NSAJDs- aspirin, 
naproxen. nimesulide and piroxicum -- to inhibit epinc
phrine-slimulated Jipolysis in isolated rat ndipocyles 
was nsscssed in an attempt to explain thc observation 
thnt these compounds prcvcnted the hcpatic incrcasc of 
triacylglycerides (TAG) ami lhiobarbiluric acid rc,.c1ive 
substances (TBARS) in rals udministercd high doses of 

4·aminoantipirine, peroxiduse. nnd albumin were all 
obtained from Sigma (SI Louis, MO, USA); /-[propy/-
2,3-'H]dihydroalprenolol (120 Ci mmoJ-1) was supplied 
by New England Nuclear Co (USA); EDTA, ethanol, 
glucosc ami magncsium sulfate were obtained from 
llaker (Edo de México, México). 

elhanol (Zenlclla de Pifia el al 1992, J 993). The four Llpolysls experlments 
NSAIDs choscn are cxtcnsivcly uscd in humans. In 
particular, aspirin was choscn beca use it is thc standard lsolatcd atlipocylcs werc obtained by the method of 
model with which lo compare and cvalualc olher Rodbell (1964) as modified by Honnor et ni (1985) wilh 
NSAIDs. Sorne adv:mtagc or differcncc with rcfcrcncc tite main purposeofobtainingcells with lowbasul levels 
to uspirin wus sought for thc rcmaining selectcd of cAMP. In bricf. fat pnds from two rats werc cut up 
NSAIDs; naproxcn is bcttcr tolcratcd, nimcsulidc acls with fine scissors. Digcstion was performcd with 1 g of 
prcfcrcntially on cyclooxygcnasc 2, und piroxicam has rpjnced 1 pad in IOmL collagenase (1 mgmL- 1) for 
u Jongcr half-lifo (lnscl 1990). /.lb min, \Vith vigorous shaking, in 1 % defattcd bovine 

An cxccssivc mobilization of lipids from the adiposc serum albumin (llSA: fraction v) in Ringer Krebs media, 
tissuc was claimcd to be thc main cause ofthc rcsulting pH 7.4. The Ringer Krebs was cnrichc<l wilh 25 mM 
fntty livcr aftcr acutc cthanol ingcstion (l lorning et al HEPES adjuste<l to pll 7.4, 2.5 mM CuCl2• 2 mM glucose 
1960), nml cthanol in largc doses incrcascs thc rcleasc of and 200 nM adcnosine. Cclls were filtercd through nylon 
catechoJnmincs ami othcr lipolytic hormones (V u gel et cloth. Aftcr thrce cycles of ccntrifugation ( 1 min cach) 
ul 1986). If thc NSAIDs interfere with thc stirnulatory al 220 g, climination of thc solution lying below the füt 
nction of epincphrinc in isolatcd adipocytcs, lhis effect cake, and resuspcnsion in 1 °/o BSA in Ringer Krcbs 
mighl help to cxplain thc rcsults of our prcvious studics cnriche<l solution, thc fat cake was wcighcd; 1.0 g ofthis 
(Zentclla de Pifia et al 1992, 1993). A single rcport in thc wct wcight of cclls wcrc suspended in 1.25 mL Ringer 
literature dcals with this topic: Stoncct al ( 1969) dcmon- Krcbs enriched solution in which tite conccntration of 
stratcd Umt 5 x 10-1 M sodium salicylate reduccd thc BSA was rniscd to 4o/o instcad of Jo/o. Lipolysis was 
rnte oflipolysis in isolated rat adipocytes incubated with assayed in IOO·¡tL aliquots of this suspension adde<l to 
5 x 10-7 M norcpincphrine ur 0.1 mM <libutyryl cyclic 700 ¡tL of incubation mc<lium. pre-warmed to 37ºC, 
AMP plus 10-• M theophylline, ar 1.0 mM dibu1yryl which consistcd ar 4 % BSA in Ringer Krcbs enrichcd 
cyclic AMI' plus 4 x 10-• M theophyllinc. solution plus epinephrine or <libutyryl cAMP with or 

~M~ .. ~t.!~j~ ª·~~ l'.vteth~C!<": · ·' :- ·': ~~ ... 
Anima Is 

f\.fnle \Vistar rats, 200-240 g werc fcd mi lihiwm with a 
commcrcial dict (Nutricubos, Purina, México). Thcy 
wcrc fastcd ovcrnight. but had free acccss to water. Rats 
werc dccapitatcd and thc cpididymal fat pads from l\\"o 
rnts wcrc immcdiately removed. Thc Ethics Committce 
of the School of fi.1cdicinc at the Natiunal Universily of 
f\téxico upprovcd tite expcriments in accordance with 
thc lntcrnatiomal Animal Care nnd Use Committcc. 

Chemlcals and reagents 

ATP, (±) alprcnolol, NAD, glyccrol, thiobarbiluric 
acid, epincphrinc, aspirin, naproxen, nimcsulidc, piroxi· 
cam, dibutyryl cAMP, glycerol-3-phosplrnte oxidase, 
glycerokinase, Trilon X-JOO, N-2-hydroxyethylpipern
zine-N'-2-clhancsulfonic acid (HEPES), 4-clorophcnol, 

{ G:1- · 

without each of thc sclcctcd NSAIDs. lncubation wns 
pcrforme<l al 37ºC for 30 min. The adipocytcs were 
disperscd during incubation by shaking at 160 cycles 
min- 1• Lipolysis was stoppcd by transferring the tubes 
from 37ºC to an ice bnth after 5 min. The tubcs were 
thcn ccntrifugcd at 10000 g at 4ºC for 10 min. An 
aliquot of 100 ¡<L from the solution Jying below the fat 
cake was carcfully transfcrred to a ncw tubc to measure 
libcrated glyccrol. Glycerol wus estimated by a colori· 
metric method recommendcd by \Varnick (1986). In 
this mcthod, glyccrol is convertcd to glyccrol 1-phos
phate in thc prcscncc of glyccrol kinase and A TP; 
glyccrol 1-phosphatc wns oxiclized with thc aid of 
glyccrol 3-phosphatc oxidase to produce equimolccular 
amounts of H 20 2 und dihydroxyacctonc phosphate. 
H 20 2 was rcactcd with phcnol, aminoantipirine and 
permddase enzyme to give a quinoneimine dye pro
portionnl to the contertt of the H 20 2 prcscnt. 

Ali NSAIDs were assaycd at a concentration of 
3 x 10-6 M. This concentrntion was rccovercd in plasma 
of individuals receiving n single thcrapeutic dose of 



piroxicam (lnscl 1990). On nn cquimolcculnr bnsis, 
piroxicam is lhc mosl polen! of thc four NSAIDs uscd 
in this sludy (lnscl 1990). 

Membrane preparation 

Livcr plasma mcmbrancs wcrc preparc<l from nmle 
guinca-pigs (450-500 g)nftcr homogcnizution in a hypo
tonic solution ( 1 lllM Nal IC0.1) with a Douncc glass 
devicc (four strokcs). according to the procedurc, up to 
stcp 11, dcviscd hy Ncvillc ( 1968). Mcmhrnncs wcrc 
rcsuspcndcd in 50 mM Tris-l-ICI, pll 7.4, containing 
10 mM MgCl2 and storcd in líquid nitrogcn al -70ºC 
until use (within 2 wecks}: protein was mcasurcd by thc 
111cl110d of llrndfonl ( 1976). 

Saturatlon-blndlng and competence 
experlments 

Suturntion-bimJing nssays for ¡J-adrcnorcccptors wcrc 
pcrformcd in triplicalc with I00-¡1g samplcs of mcm
hrane protcin. Mcmbranes wcrc incubatcd in 50 mM 

Tris-HCI, pl-1 7.4, containing 10 mM MgCl1 with cight 
incrcasing conccntrations of f1M]dihyc.Jroulprcnolol 
(O.J-30 nM). Non-spccilic hinding was ohh1incd in thc 
prcscncc of 10 ¡tM cold alprenolol in a final volumc or 
0.25 ml...at 37ºC for 1 O min (Rcvcs-Sakido& Villulohos
t\.lolina 1999). The samc proto~·ol was followcd in tubcs 
supplcmcntcd with 50 mM cthanol. Samplcs wcrc liltcrcc.l 
through a llrandcll ccll harvcstcr (Gaithcrshurgh. t\tD. 
USA) over \Vhatman GF/C liltcrs with thrcc washcs of 
5 mL icc-col<l binding buffer. Alkr drying tite liltcrs. 
5 mL Triton-xilcne scintillation liquid was a<ldcd and 
rmJioactivity in thc filtcrs \\'<IS dctcnnincd in a liquid 
scintillation spcctromctcr (Bcckman LS6000SC) at 63 °/o 
cílicicncy. Spccific bimling was 50-55 ºJí• at thc Kd for 
( 31 l]dihydro;ilprcnolol. 

For compctcncc cxpcrimcnts, hinding for 
[31 l]<lihydroalprcnolol (at tite conccntration of tite 
calculatcd KJ) was cltallcnge<l to compete with cach of 
tite NSAIDs and incubated in triplicatc at 14 difTcrcnt 
conccntrations ranging from 3 x 10· 11 to 3 x 10-2 M. Each 
complete cxpcrimcnl WólS repcatcd thrcc times, cither 
in thc ;:1bscncc or prcscncc of 50 ntM cthanol. 

Calculatfons and statistlcal analysls 

Each valuc in the figures is thc mean of six indcpcndcnt 
experimcnts in which adipocytcs werc stimulatcd with 
cpinephrinc or dibutyryl cAl\1P. and thrcc indcpcndent 
expcrimcnts in which adipocytes werc stimulutcd with 
cpincphrinc or <lihutyryl cAl\tP supplcmentcd with onc 
of tite NSAIDs. The glyccrol v•1lucs are cxprcssed as 
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mcnn ± s.d. Diffcrcnccs in dosc-rcsponsc curves bctwcen 
thc stimulalcd cells wilh cpinephrincordibutyryl cAMP 
m1d lhc stimulated cclls plus onc of lhc NSA!Ds werc 
analyscd by onc-way analysis of variance followcd by 
Dunn's multiplc comparison test rccommcndcd for un
paircd smnplcs (Sigma Stat for \Vindows, vcrsion 1.0; 
Jandcl Corporation, San Rafocl, CA, USA). In all 
nnalyscs. P < 0.05 \\'OIS taken as thc lcvcl of significancc. 
Thc conccntration am.1 alHnity of fl-adrcnorcccptors 
\\'ere dctermincd in thrcc ami cighl scp;uatc cxpcriments 
hy s:ituration bin<ling ami S1.:atchard analysis using thc 
non-linear curve-fitting EllDA·LIGAND program 
(Biosoft, Elsevier, Cambridge, UK). Student's /·test for 
unpaircd ohscrv::1tions w::1s uscd to compare thc B"'" 
ami allinity hctwcen groups. 

Results 

The <lose-response curve for epinephrine-stimulntcd 
lipolysis is shown in Figure 1. J-ligh doses of the hor
monc \\'ere usc<l to show the wide physiologicnl reserve 
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Figure 1 l!lfocl of difT.:rcnt com:entr:.ations of NSr\IOs on epine
rhrine-stimul:aled glycerol rclease in isola1cd rnt :.ulirocy1cs. Adiro
cytcs wcrc incuhalcd with Jifferenl \."(lllCCntrnlions of cpinephrine 
alone (e) orin lhe prcscnct" of 3 x 10-" M aspirin <•>. narrollcn ( •>· 
nimesulide (A) or pirollkam ('Y). Ali samrles "ere incuhalcd for 
30 min at 37"C. C:ich value r.:rrcscnts the mean± s.d. forsix indh·idual 
assays in mlipo.:yt.:s incuhalcd with cpincrhrinc :md thrcc indi\'idual 
nss;t~·s in :1dipocytcs incuba1ed wi1h cpinephrine plus one of the 
NSAIDs. • /1 < 0.05. cpinephrinc·lre:tted cclls vscpincphrine phu 011e 

nf thc NSAllJs. 
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Table 1 Receptor numbcr (Hma•) and Kd for [3H]dihydronlprcnolol 
in bolated heputocyte mcmbraues. 

lncubatlon medlutn B ... (fmol K• (nM) 
(mil proteln,- 1) 

Intheabsenccofethanol 2167±539(n=8) 8.9±1.6(n-8),, 
With 50 mM ethunol 1840±435 (n .. 3) 23.6±2.8 (n - 3) 

Valucs are mean+s.e. 

response of the prepnred ndipocyles nnd nlso to test 
whelher the phnrmacologicnl doses of the NSAJDs 
could nct ut physiologicnl ns well ns supra-physiologicnl 
doses of epinephrine. Thc four NSAIDs used in this 
study exhibited n clear inhibitory aclion on cpincphrinc
stimulnted lipolysis. The inhibilory uction of thc 
NSAIDs recorded in thc abscncc ofcpincphrine was nol 
stutistically significunt (Figure 1). In epinephrine-stimu
lated lipolysis, the inhibitory action of thc NSAIDs was 
stntistically significm1t and was maintaincd cvcn when 
the concentration of cach NSAID was 33-times lower 
thnn the concentralion of thc stimulatory hormonc 
(Figure J). Thc rcsults showcd a trcnd ofpotcncy in this 
nssay in thc following ordcr: piroxicam (lhc mosl 
potenl) > naproxen > nimcsulidc > ::1spirin. 1-Iowcvcr. 
diffcrcnccs among NSAIDs wcrc not statistically signifi
cnnt. 

The main epincphrinc receptor loc;,ilizcd in rat adipo
cytcs is ofthcflsubtypc. Thcrcforc, lhc ability of ethanol 
nml thc sclected NSAIDs to mmlulatc thc binding to 
this receptor of dihyclroalprcnolol. a modcl /l-mlrencrgic 
agonist. was studicd. Displaccmcnt curves for 
['H]dihydroalprcnolol (18.9 nM, K, in Table 1) to 
fl-adrcncrgic rcccptors wcre establishcd for aspirin. 
naproxen nnd piroxicam. Undcr thc experimental con
ditions studicd herc, tite presencc of alcohol had no 
statistically significant cffcct on thc binding of di
hydroalprcnolol to tite receptor, us cvidcnccd by thc 
similar Bmu and KJ valucs (Tu ble 1 ). None of tite 
NSAIDs tcstcd had a statistically significant cffcct on 
thc hinding of dihydroalprcnolol to thc receptor. 

The ncxt stcp was to assay thc cnpacity ofNSAIDs to 
modify tite stimulatory action of cAt\IP, thc secoml 
rnesscnger involvcd in thc process of P-rcccptor stimu
lation of lipolysis. Dihutyryl cAl\H' incrcascd glycerol 
relcasc in n dosc-dcpcndcnt manner, as prcviously docu
mented (Figure 2). Thc NSAIDs tcsted here reduced 
this stimulatory uction, although thc conccntration of 
tite anti-innammatory agcnts wns mnintained nt 33-3333 
times lower than thc concentration ofcAMI' (Figure 2). 
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Figure 2 Eff«t of Jilfcrcnt c:onccntrutions of NSAIDs on dibu1yryl 
cAMP-stimulalcd glyccrol rclcasc in isolatcd rat ndipocylcs. Adipo
cytcs wcre incubatcd with dilfcrcnt conccnlrations of dibutyryl cAMP 
alonc (e) or in the prcscncc of 3 x 10·6 M tispirin <•>. naproxcn C•). 
nimc!lulidc (A) or piroxicam (Y). All samplcs wcrc incubated for 
30 ruin nt 37ºC. E.ac:h vnluc rcprcscnls thc mcn.n ±s.d, for six individual 
assays in ndi¡mcytcs incub:1tcd with dibutyryl cAMP and thrcc in· 
di\·idual assays in aJirocytcs incubalcd with dibutyryl cAMP plus onc 
ofthc NSAIOs. •p <O.OS, cAMP·stimulatcd cclls vs cAMP plus onc 
of1hc NSAIDs. 

Thc rcsults showcd n trend ofpotency in this nssayin tite 
following order: uspirin (the most potent) > nime
sulidc > nnproxen > piroxicam (Figure 2). 1-lowever, 
diffcrenccs among NSAIDs werc not stntistically sig
nificant. lntcrcstingly. this trend was tite exact opposite 
of thut observed with lhc lipolysis nssay in Figure l. 

This work demonstratcs thal the stimulatory action of 
cpinephrinc on epididymal adipose tissuc mcdiated by 
cAMP was diminishcd by thc prcscnce of four diffcrent 
NSAIDs at conccntrations considered below lhcir 
thcrapcutic range. This inhibitory action should be 
added to the growing list of biological effects exhibited 
by NSAIDs; to date, no connection between cyclo
oxygenase activntion and · catecholaminc signulling 
pathway has been reported. 

The results help to explain somc cffects of NSAJDs 
that limit thc metabolic disturbances produced in the 
li\'cr nftcr ncutc inloxication with ethanol. Admini· 



stration ofethanol nt doses ofS g kg- 1 bodyweight Jeads 
toan increase in the hepalicconlent ofTAG and TBARS 
(Zentella de Piña et al 1992, 1993), und to a 6- to 20-fold 
greater secretion of epinephrine (Vogel et al 1986), a 
hormonc with markcd lipolytic uction. An incrcnsed 
mobilizution of fatty ncids from thc storngc tissucs is an 
important contribution to thc rauy Ji ver obscrvcd uftcr 
ethanol intoxication (Horning et al 1960). On lhe othcr 
hund, pharnmcological doses of NSAI Ds (lnsel 1990) 
partinlly rcvcrscd thc hcpatic incrcasc in TAG und 
TBARS promoted by cthanol intoxication (Zcntella de 
Piña et al 1992, 1993), amt. to date. no cxplanation has 
bccn otrcrcd for this action. Tite inhibitory cITcct of 
NSAIDs on thc cpincphrinc-mcdiatcd lipolysis dc
scribcd hcrc can providc an cxpcrimcnt::ll framcwork 
with wltich to cxplain thc bcnclicial actions of somc 
NSAIDs ugainst thc dclctcrious cffccts ofcthanol un tite 
livcr. Thus. in animals intoxicutcd with high <loses of 
clhunol, NSAIDs diminishcd thc stimulatory cffcct of 
an clcvatcd conccntn.ttion of cpincphrinc, dccrcasing 
thc rclcasc of fatty ncids from tite cpididymal fat pad 
cclls to thc livcr and maintaining thc hepatic pool of 
TAG at neur normal valucs. Interfcrcnce with thc hepa
tic availability of fatty acids for pcroxidation rcactions 
might be rclutc<l to thc markcd reduction ofTBARS in 
thc livcr of cthanol-intoxicutcd rnts trcatcd with 
NSAIDs (Zenlclla de Piíia el al 1992, 199J). 

Thc mctabolic untagonism hctwccn cpincphrinc aml 
NSAI Ds is not limitcd to lipolysis in adipocytcs: in 
isolnted rat hcpatocytcs, piroxicam hlocked cpincph· 
rinc-mcdiatcd glucosc rclcasc frmn lactatc (llivcros
Ros;is et al 1999). Thc lack of elfect of the dilferent 
NSAJDs on dihydroalprcnolol binding to thc cpincph
rinc rcccptors on guinc<i-pig cell membranes, togcthcr 
wilh thc rcduced úibutyryl cAMP-dcpcndent lipolysis 
of rat adipocytcs, suggcsts that NSAIDs interfcrc with 
tite epincphrinc pathway ut or downstrcam of the 
cA1'1P-depcndent protcin kinasc. 

Ethanol and NSAIDs are 01mong thc most consumcd 
drugs by humans. This wurk highligllls thc nccd to be 
aw;.1rc of. and to cxtend thc information availablc on. 
the intcrplay betwcen simultancous prescncc of ncute 
clhanol intoxication and the pharmacological use of 
NSAIDs. Rcsulls of this study are limitcd to tite acule 
use ofboth compounds und tite potential antagonism of 
thcsc drugs nt the lcvcl of tite adrcnergic hormones 
acting on lipolysis. In this particular cuse, tite antag
onism appcars profitable to thc livcr. impairing somc 
toxic cITects ofcthanol ulonc by limiting thc availability 
of folly acids provided by adipocytes. Neverthelcss, 
chronic use or abuse of both compounds might otfcr a 
diffcrent picturc in which thc intcrplay bctwccn thcse 
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molccules may be broader, and may include other 
ccllular types apart from adipocytes and hepatocytes 
(Riveros-Rosns et ni 1999) nnd additional regulatory 
systcms such ns control of genetic expression. Know
lcdge of thc relationship between cthanol and NSAJDs 
is necessnry in tite clinical setting to better understand 
lhc possiblc gains and risks of chronic use of NSAJDs 
in chronic alcoholics. 

Concluslons 

Thc rcsults of this work show that pharmncological 
doses of NSAJDs can alTcct the rclcnse of fatty acids 
from dcposits by inhibiting the action ofcpinephrine on 
adipocytcs. Furthermorc, some mctabolic disturbances 
obscrvcd in the livcr of rats acutcly intoxicatcd with 
cthanol can be prcvcnted by limiting tite avnilability of 
fatty acids to thc livcr by an inhibition of lipolysis. 
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