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1. RESUMEN.

Se estudié la capacidad de cinco anti-inflamatorios no esteroideos (AINES): acido
acetilsalicilico, dipirona, naproxen, nimesulide y piroxicam, para disminuir el nivel hepatico
de sustancias que reaccionan con el &cido tiobarbitdrico, TBARS, (por sus siglas en
inglés) —como indice de la lipoperoxidacion tisular debida a la presencia de especies
reactivas de oxigeno (ERO)— asi como la modulacion de los niveles de triacilgliceroles
(TAG) generados en animal integro ante la ingesta aguda y excesiva de etanol (3-5 g/kg).
Se miden los mismos indicadores en hepatocitos aislados incubados con etanol o lactato

en presencia de piroxicam con o sin epinefrina.

La intoxicacion aguda con etanol ocasiona un estado inflamatorio en el higado con
aumento de ERO y TAG. Los AINEs —anti-inflamatorios clasicos inhibidores de la
ciclooxigenasa (COX)— abatiran la respuesta inflamatoria con la disminucion de ERO,
yconsecuentemente habrd menor lipoperoxidacion, y por ende, niveles méas bajos de
TBARS, ademés permitirian una mayor acumulacion de TAG en la medida de que se evite

la lipoperoxidacion.

Se utilizaron dos modelos

In vivo: ratas macho con ayuno controlado recibieron simultaneamente el etanol y el AINE
elegido. En muestras de higado se realizaron las determinaciones de TAG, TBARS y
proteinas; en sangre se midieron los niveles de etanol residual.

In vitro: hepatocitos aislados de rata se incubaron en presencia de etanol o de
concentraciones equimoleculares de lactato y del AINE, piroxicam. Adicionalmente, en
unas muestras se incluyé epinefrina para simular su elevacion en sangre por intoxicacion
in vivo con etanol. Se midi6 el contenido de TAG y de proteinas, la produccion de TBARS

y el consumo de etanol o lactato.

El etanol in vivo aumenta los niveles hepaticos de TAG y TBARS. Los 5 AINEs impiden
los aumentos de TBARS, lo que coincide con la hipétesis propuesta, y los 5 AINEs
también impidieron el aumento en TAG, lo cual es benéfico para el sujeto intoxicado, pero
estd en contra de la hipétesis anotada. Ademas, algunos de los AINEs ocasionaron una

importante disminucién del etanol en sangre. Los anti-inflamatorios mas efectivos para



alcanzar el decremento de la lipoperoxidacion fueron el naproxen y el piroxicam y la mejor
respuesta para disminuir el contenido de TAG la ofrecieron la dipirona y el naproxen. Los
AINEs empleados in vivo limitan los efectos toxicos del etanol al disminuir sus niveles
sanguineos —posiblemente por acelerar su oxidacion— y prevenir la elevacion de TAG y
TBARS en el higado.

De manera similar, en los hepatocitos incubados con piroxicam se estimula la oxidacion
del lactato, y en menor escala del etanol y en estos Ultimos se abaten los niveles de
TBARS incrementados por la accion del etanol. Sin embargo, el piroxicam a altas
concentraciones ya sea con etanol o con lactato y en concordancia con la hip6tesis
enunciada, aumenta los TAG en lugar de disminuirlos, tal como se observo in vivo.
Comparativamente la inclusion de epinefrina en los experimentos in vitro evita el aumento
de TAG e incrementa su oxidacion en los hepatocitos incubados con lactato, mientras que
en los que se incubaron con etanol y altas concentraciones de piroxicam la poza de TAG
es mayor. Si bien el efecto del piroxicam de abatir los niveles de TBARS persiste en los

hepatocitos incubados con etanol, a pesar de la presencia adicional de epinefrina.

Se comprueba experimentalmente la primera parte de la hipétesis de este trabajo: in vivo
e in vitro los AINEs abaten en el higado la respuesta inflamatoria provocada por el etanol,
asi disminuye la poza de ERO, disminuye la lipoperoxidacién y bajan los niveles de
TBARS. En relacion con los TAG, si bien los AINEs al ser administrados in vivo
disminuyen su nivel hepético elevado por la presencia de etanol, al ser ensayado in vitro
aumentan su poza en presencia de etanol tal como se propone en la hipétesis del trabajo.
Por lo tanto, el mecanismo empleado por el piroxicam para disminuir los TAG no parece
ser consecuencia de una menor lipoperoxidacion como se sugiere en la misma hipotesis.
Lo anterior se refuerza con los resultados obtenidos al incubar hepatocitos con etanol en
presencia de epinefrina, el piroxicam eleva la poza de TAG y disminuye los TBARS. Se
propone como hipoétesis, para explicar en el futuro estas acciones opuestas de los AINEs
in vivo e in vitro, que los AINEs in vivo inhiben la accion conocida del etanol activando la
lipdlisis en adipocitos y asi limitan el eflujo de &cidos grasos del tejido adiposo al higado,

con lo que disminuyen la poza de TAG.



En conclusion, los AINEs al disminuir los niveles de TAG y TBARS que se elevan en el
higado por la accion del etanol, pueden ser de utilidad para paliar los efectos tdxicos por

la ingestién aguda de etanol.



2. ABSTRACT

The ability of five non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), acetylsalicylic acid,
dipyrone, naproxen, nimesulide, and piroxicam, to decrease the hepatic levels of
substances that react with thiobarbituric acid (TBARS) —as an index of tissular lipid
peroxidation due to the presence of reactive oxygen species (ROS)- and to modulate
triacylglycerols (TAG) generated in rats in response to acute ethanol intoxication was
studied. In addition, we measured the same indicators in isolated hepatocytes incubated

with ethanol or lactate in presence of piroxicam with or without epinephrine.

Acute ethanol intoxication produces and inflammatory state in the liver with increased ROS
and TAG. NSAIDs, classical inhibitors of cyclooxygenase (COX), abate the inflammatory
response with a diminution in ROS, consequently, less lipid peroxidation, leading to lower
TBARS levels, aside from permitting a greater accumulation of TAG in the extent that lipid

peroxidation is avoided.

Two models were used.

In vivo: male rats under controlled fasting conditions received simultaneously ethanol and
the selected NSAID. TAG, TBARS, and proteins were determined in liver samples;
residual ethanol was measured in blood.

In vitro: isolated rat hepatocytes were incubated in the presence of ethanol or of
equicaloric concentrations of lactate and piroxicam. In addition, in some samples,
epinephrine was included to simulate its increase in blood due to ethanol intoxication in
vivo. We measured TAG, protein content, TBARS production, and the consumption of

ethanol or lactate.

Ethanol in vivo increases hepatic levels of TAG and TBARS. The five NSAIDs avoided the
increases in TBARS that is in accord with our hypothesis. The five NSAIDs block also TAG
increase, which is in favor of the intoxicated subject, but is against our hypothesis.
Besides, some NSAIDs induced a marked reduction of ethanol in blood. The most
effective anti-inflammatory drugs to reach the decrement in lipid peroxidation were
naproxen and piroxicam, and the best NSAIDs to decrease TAG content were dipyrone

and naproxen. The NSAIDs used in vivo limit the toxic effects of ethanol by decreasing its
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blood levels, possibly by accelerating its oxidation and preventing TAG and TBARS

increments in the liver.

In a similar way, oxidation of lactate was stimulated and, to a lesser degree, ethanol in the
hepatocytes incubated with piroxicam; TBARS levels, increased by ethanol action, are
abated. However, piroxicam at high concentrations of either ethanol or lactate, and in
concordance with our hypothesis, increased TAG, instead of decreasing them, as
observed in vivo. Comparatively, epinephrine supplemented in the in vitro experiments
avoided the increase in TAG and increased its oxidation in the hepatocytes incubated with
lactate, whereas in hepatocytes incubated with ethanol and high piroxicam concentrations,
the TAG pool was greater. However piroxicam’s effect persisted and abated TBARS only

in those hepatocytes incubated with ethanol, even in epinephrine presence.

The first part of the hypothesis was confirmed experimentally: NSAIDs both in vivo and in
vitro in the liver abate the inflammatory response induced by ethanol, decrease the ROS
pool and lipid peroxidation, as well as TBARS levels. Regarding TAG, assayed NSAIDs
diminished their hepatic levels by the presence of ethanol, but when assayed in vitro
increased their hepatic pool by the presence of ethanol as proposed in the working
hypothesis. Therefore, the mechanism used by piroxicam to decrease TAG does not seem
to be a consequence of a lower lipid peroxidation, as suggested by the hypothesis. Other
results reinforce previous conclusion: piroxicam increased the TAG pool and diminished
TBARS in hepatocytes incubated in ethanol in the presence of epinephrine. A new
hypothesis to explain in the future these opposite NSAIDs actions on hepatic TAG in vivo
and in vitro is proposed: NSAIDs in vivo might inhibit the well known ethanol action
activating adipocytes lipolysis, and thus, might lower fatty acid efflux from adipocytes to

the liver gland to decrease TAG pool.

In conclusion, NSAIDs, by decreasing the TAG and TBARS levels that become elevated
due the action of ethanol, could be used to ameliorate the toxic effects of acute ethanol

intoxication.
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3. ABREVIATURAS

‘OH: Radical hidroxilo

1-HET radical libre 1-hidroxietil

'0,: Singulete de oxigeno (AgO, y el £g*0,)
4-HNE: 4-hidroxinonenal

AA: Acido araquidonico

ADH. Deshidrogenasa alcohdlica

AGNE: Acidos grasos no esterificados

AINE: Anti-inflamatorio no esteroideo

AINEs: Anti-inflamatorios no esteroideos
ALDH: Deshidrogenasa aldehidica

ASA: Acido acetilsalicilico, Acido 2-acetoxibenzoico
ATP: Adenosintrifosfato

CAT: Catalasa

CH;-CH»-OH: Etanol
Citb-Fe’*:  Citocromo b reducido
Cit b-Fe®*:  Citocromo b oxidado

CO5%: Carbonato

COO: Grupo carboxilo

CoQqo Ubiquinona

COX: Ciclooxigenasa (COX-1, COX-2)

CYP2E1: Citocromo P450, citocromo P4502E1

DNA: Acido desoxirribonucleico

Dp: Dipirona, [(2,3-dihidro-1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-1H-pirazol-4-yl) metilamina]
metanosulfonato de sodio

EDTA: Acido etilendiamino tetraacético

ERO: Especies reactivas de oxigeno

FADH, : Flavina adenina dinucleétido reducido

Fe?": Fierro reducido

Fe3*": Fierro oxidado

GSH: Glutatién reducido

GSSG: Glutatién oxidado

H: Hidrogenion

H,0.: Peréxido de hidrégeno

HO,: Radical hidroperoxilo, radical superdxido protonado

HPETE: Acido hidroperoxieicosatetraenoico

IL-1: Interleucina-1

IL-6: Interleucina-6

KOH: Hidroxido de potasio

L: Radical libre de lipido

LOO: Radical lipoperoxilo o radical peroxilo

LOOH: Lipoperéxido

Lp: Lipoperoxidacién

LPS Lipopolisacérido

LT: leucotrienos

MDA: Malondialdehido

MEQOS: Sistema microsomal de oxidacion del etanol



MPO:
NAD:
NADH:
NADP:
NADPH:
NEM:
NF-kp:

Px:

QH:
QH2:
CD14:
RL:
RO™
ROZ.:
SOD:
TAG:
TBARS:
TNF-a:
TRIS:
TX:
Vitamina E:

12

Mieloperoxidasa

Nicotinamida adenina dinucleétido oxidado
Nicotinamida adenina dinucleétido reducido
Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidado
Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
N-etilmaleimida

Factor de transcripcién nuclear k3

Nimesulide, N-(4-Nitro-2-fenoxifenil) metanesulfonamida

Radical 6xido nitrico

fon nitrato

Naproxen, Acido (aS)-6-metoxi-a-metil-2-naftalenacético
Radical superéxido

Oxigeno molecular

I6n peroxido

Ozono

I6n hidroxilo

Prostaglandinas

Fosfolipasa A,

Piroxicam, 4-hidroxi-2-metil-N-(2-piridinil)-2H-1,2-benzotiazina-3-
carboxamida 1,1-di6xido

Semiquinona

Hidroquinona o ubiquinol

Antigeno -14 de CD (del inglés cluster of differentiation)
Radical libre

Radical alcohoxilo

Radical peroxilo

Superéxido dismutasa

Triacilgliceroles

Sustancias que reacciona con el acido tiobarbiturico
Factor de necrosis tumoral
Tris(hidroximetil)aminometano

Tromboxanos

a-tocoferol
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4. INTRODUCCION.

4.1. GENERALIDADES

La adiccion al etanol es uno se los problemas de salud mas serios del mundo, ya que es
el compuesto toxico que mas frecuentemente y en mayor cantidad ingiere el humano. El
etanol alcanza concentraciones muy altas en la sangre y en general en los tejidos del
organismo, facilmente se llega a una concentracion de 20 mM en un bebedor social y de
80 mM en un adicto, si se compara con la concentracién fisiolégica de glucosa en sangre
que es de b5mM y se trata del componente mas abundante de la dieta. Dichas
concentraciones representan un problema metabdlico para el higado, principal sitio donde

el etanol es metabolizado.

Ademas el etanol no puede considerarse un nutrimento fisiolégico, y mucho menos a las
concentraciones que lo ingiere un adicto. Como consecuencia de lo anterior, el organismo
de los mamiferos no dispone de un equipo enzimatico propio para la adecuada
degradacion del etanol. Si bien este toxico es degradado completamente tal como se vera
més adelante, lo hace desplazando a sistemas enzimaticos relativamente inespecificos,
cuya funcion fisiolégica es distinta a la oxidacion del etanol, y por lo mismo no existen
mecanismos para regular su oxidacion, la cual se hace lenta. Debido a lo anterior, la
concentracion elevada de etanol en los tejidos se mantiene por horas, lo que favorece un

conjunto de respuestas sociales indeseables.

No cabe duda que la ingesta de etanol sea un serio problema social y de salud publica.
Se calcula que en México existen 34 millones de personas entre 12 y 65 afios de edad
que son bebedores, y de ellos 14.2 millones beben alcohol "bajo patrones que ponen en
riesgo su salud y la de terceros”; esta adiccion afecta a una gran cantidad de personas, de
modo que un numero aproximado de 40 millones de personas viven un conflicto social
intrafamiliar relacionado con el etanol. Las pérdidas econdmicas asociadas a la ingestion
no controlada de etanol son incalculables ya que segun las encuestas, el consumo de
bebidas alcohdlicas se presenta con mayor frecuencia en las etapas productivas, por
consiguiente la mayoria de los bebedores fuertes y sus dependientes se encuentran
integrados a la fuerza productiva. EI nimero de defunciones debidas directamente al
etanol, en particular la cirrosis hepatica, coloca a México como uno de los lideres

mundiales, en los ultimos tiempos en el nimero de defunciones por cirrosis hepatica, el
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cual es cercano a 22,000 individuos al afio, esto significa la tercera causa de muerte y
representa el 9% del total de muertes ocurridas en el pais. (CONADIC, 2003-2004)

Ante ese panorama resulta conveniente conocer mas sobre la bioquimica-patologia de las
enfermedades alcohdlicas. Al presente no acaba de conocerse con precision el
mecanismo molecular que en muchos bebedores, pero que no en todos, conduzca a un
estado terminal de la enfermedad. Desde luego que se conocen las diferentes etapas a
través de las cuales el higado de un bebedor llega a la cirrosis, pero se desconoce por
qué no sucede en todos los casos, por qué las etapas tienen una duracién diferente en los
distintos individuos, cuéles son los mecanismos desencadenantes que hacen pasar de
una etapa a otra en la enfermedad, etc. La secuencia basica en las distintas etapas que
produce la ingestion exagerada y continua de etanol se ha revisado en multitud de
trabajos e incluye: hepatitis con inflamacién y estrés oxidativo, esteatosis y cirrosis. En
esta tesis se busca, conocer la manera en la que logran interferir algunos antiinflamatorios
no esteroideos en el establecimiento de algunas acciones toxicas iniciales que
desencadena la ingestion aguda de etanol en el higado, y asi tratar de evitar o retrasar el
progreso de las lesiones para no llegar a la cirrosis, que es la etapa final de la enfermedad

y que es considerada como irreversible.

4.2. QUIMICA DEL ETANOL

El alcohol etilico o etanol (CHs;-CH,-OH) es una droga que se ha usado a través de los
siglos, su consumo es aceptado por la gran mayoria de los paises del mundo y a
diferencia de otras drogas, en los eventos sociales es mas notoria su ausencia que su

presencia.

La historia de la produccién y del consumo de etanol data desde tiempos biblicos en el
Libro del Génesis; ademas de que se tienen multiples datos provenientes de muy diversas
fuentes: se tiene informacion que en la Mesopotamia de consumia cerveza 3,000 afios
AC; segun el Codigo de Hamurabi se amparaba a los bebedores de cerveza y vino de
palma; en una tablilla cuneiforme de 2,200 AC se recomienda el consumo de la cerveza
para las mujeres en el periodo de lactancia; los griegos rendian culto a Dionisio y ofrecian

bebidas alcohdlicas a sus dioses. En ciertas culturas, el acceso al etanol fue considerada
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como una prerrogativa de las clases altas y no se permitia la bebida a mujeres y nifios.
Los romanos apreciaron grandemente al vino y contribuyeron a que se difundiera la vid
por toda Europa y se tiene informacién que fueron los arabes quienes descubrieron el
proceso de la destilacion. A partir de la Revolucién Industrial las bebidas alcohélicas se
producen en grandes cantidades por la fermentacién de frutos y granos. En casi todos los
grupos sociales su consumo es alto entre los adultos, pero en algunos grupos de

adolescentes alcanza niveles insospechados en casi todo el planeta.

La notacién cientifica para designar la concentracién de etanol es la milimolar (mM)
aungue también se emplea la concentracién en mg/dl, de ahi que una concentracion 1mM

equivale a 4.6 mg/dl.

4.3. ABSORCION DEL ETANOL

El etanol es un metabolito que normalmente en condiciones fisioldgicas y en ausencia de
su ingestion, se encuentra presente en los mamiferos a concentraciones que varian entre
0.1 y 1.0 mM debido a las fermentaciones producidas en el tracto gastrointestinal por la
presencia de la flora microbiana; tentativamente en el humano adulto se produce
diariamente una cantidad cercana a 3 gramos de etanol lo que ocasiona que en sangre
portal haya una concentracion aproximada de 0.5 mM. Hay otra pequefia proporcion de
etanol enddgeno que se produce en diferentes tejidos, preferentemente el higado, debido
a algunas reacciones de degradacion que generan acetaldehido, el cual por medio de la
deshidrogenasa alcohdlica se reduce a etanol y también puede ser proporcionado en la
dieta cuando se ingieren alimentos fermentados. Hay datos en la literatura (Krebs y
Perkins, 1970) de animales intoxicados después de la ingesta de manzanas u otros frutos

podridos.

En el hombre la principal fuente de su ingesta es el consumo de bebidas alcohdlicas,
provenientes de la fermentacion de azlcares presentes en frutos o granos ya sea uva,
trigo, arroz, manzana, maguey, por mencionar algunos. A diferencia de otras drogas el
etanol es una fuente importante de energia ya que proporciona 29.7 kJ (7.1 kcal) por

gramo, bastante mas de lo que ofrecen los carbohidratos o las proteinas. A estas calorias
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se les ha llamado calorias vacias ya que solo aportan energia y no los otros componentes
necesarios para la formacion de tejido. En las bebidas alcohdlicas, estan presentes
algunos nutrimentos en cantidades minimas, al mismo tiempo que se genera una gran
cantidad de energia, por ejemplo, un litro de vino con 12% de etanol genera un valor

préximo a 3,000 kJ.

La duracion en el abuso de etanol y el promedio en el consumo diario, al parecer, estan
correlacionados con una buena cantidad de sus efectos adversos, lo que afecta
principalmente al sistema nervioso central y al higado, sin dejar de lesionar otros tejidos.
Un alcohdlico puede consumir la mitad de su requerimiento energético diario a partir de
etanol, que lo conduce a deficiencias nutricionales y vitaminicas; simultAineamente, hay
mala digestion, complicaciones gastrointestinales, mala absorciéon de tiamina y folato,
ademds de dafio directo al pancreas e intestino delgado. Asociado a los desérdenes
nutricionales, se desarrollan algunas patologias como la cirrosis hepatica, hepatitis aguda,
trastornos cardiacos, todo esto aunado a que los productos derivados de su oxidacion
tienen una accion directa sobre las membranas celulares. Por otro lado, el etanol deprime
la actividad del sistema nervioso central, aunque a bajas concentraciones actia como un
estimulante debido a que hay una depresion de los mecanismos inhibitorios del cerebro,
dependiendo de la cantidad ingerida y de la tolerancia del individuo, el proceso puede
oscilar desde leve desinhibicion, hasta coma, depresion respiratoria y muerte. En fin, hay
una gran diversidad en el tipo y severidad de los dafios que se presentan en los
alcohdlicos tanto en la magnitud de la lesibn como en la latencia para que se presente, lo
cual hace pensar que existen factores genéticos que influyen tanto de una manera

cualitativa como cuantitativa en el metabolismo y manejo del etanol.

Hay evidencias experimentales de que la mujer es mas susceptible a la ingestién de
etanol tanto al aumento en su concentracién sanguinea, como al dafio ocasionado en los
tejidos con la misma cantidad de etanol que el hombre, posiblemente porque posee una
mayor proporcion de grasa corporal y menor cantidad de agua en los tejidos, aunque
también esta susceptibilidad puede deberse a diferencias hormonales (Frezza et al.,
1990) o a las diferencias cuantitativas en la actividad de deshidrogenasa alcohdlica en el

estdmago (Hernandez-Mufioz et al.,1990).
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Después de la ingesta de etanol, una muy pequefia parte se absorbe a través de la
mucosa bucal y en su forma de vapor por los alvéolos pulmonares, la mayor absorcién se
realiza en el estbmago por difusién simple a través del epitelio gastrico y en las regiones
de duodeno y yeyuno del intestino delgado ya que es una molécula pequefia, polar y
soluble en agua, tiene la capacidad de permear a través de todos los tejidos del cuerpo. A
los 5 minutos de la ingesta se detecta etanol en sangre, a los 30 minutos se alcanza la
concentracion plasmatica mas elevada y esta continuard mientras haya un gradiente de

concentracion entre el tracto gastrointestinal y la sangre.

Por otro lado, la velocidad de absorcion dependera de una diversidad de factores como
son: volumen de la ingesta, presencia o no de alimentos en el estbmago, los grados de
alcohol de la bebida, rapidez de la ingesta, tipo de bebida alcohdlica, factores genéticos,
velocidad de vaciado géstrico, etc. Es importante mencionar que a mayor cantidad de
alimento en el estbmago o mayor concentracion de etanol en la bebida se retrasa el
vaciado gastrico. La velocidad de absorcién del etanol, aun en un moderado consumo del
mismo, excede significativamente la capacidad hepética para oxidarlo; a este respecto y
como ya se menciond el metabolismo del etanol es ineficiente en comparacion con el
metabolismo de los nutrientes primarios, como es el caso de los carbohidratos o las

grasas.

Luego de su absorcién el etanol ingresa a la vena porta, atraviesa el higado, sale por la
vena hepatica, el corazon lo envia a circulacion periférica permitiendo con esto que se
distribuya en todos los tejidos y fluidos del organismo. El equilibrio se alcanza mas
rapidamente en aquellos 6rganos que estan mas vascularizados, tal es el caso de higado,
cerebro, pulmones y riflones. Ya que el etanol reacciona poco con componentes celulares
y no puede acumularse en algun érgano, se elimina como tal en pequefas cantidades,
pero su destino preferente es eliminarse a través de la oxidacion. Aproximadamente el
90% del etanol ingerido se metaboliza por las vias oxidativas, preferentemente del higado
siguiendo una cinética de orden cero a una velocidad de 12 a 20 mg/dl/hora, el 10%
restante tendra un metabolismo extrahepatico en estbmago, riflones y pulmones o bien se

eliminara por la orina, la respiracion y el sudor.
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4.4. HIGADO.

El higado esta constituido por células parenquimatosas o hepatocitos que representan del
60 al 80% del total, ademas de las no parenquimatosas donde las mas importantes son
las células de Kupffer, las endoteliales y las estelares o de Ito; la alteracion en el
funcionamiento adecuado de estas células se presenta en diversas patologias, entre otras

el tema central de esta tesis, el dafio ocasionado por el alcoholismo.

Se ha descrito ampliamente que la ingesta elevada de etanol tanto en humanos como en
animales de experimentacidn tiene una accién hepatotoxica, en donde hay un depdsito
excesivo de triacilglicéridos, al mismo tiempo que se encuentra deprimida la degradacion
y la exportacion de éstos a la circulacion. Estas situaciones coinciden con la esteatosis,
gue puede producir higado graso (Lieber et al., 1965), cambios estructurales (Lane y
Lieber, 1966), cirrosis (Rubin y Lieber, 1972; Lieber y DeCarli, 1974), aumento de la
lipoperoxidacion (Comporti et al., 1973; Reitz, 1975; Di Luzio y Stege, 1977) asi como la

disminucion de los principales antioxidantes (Rouach et al., 1997).

Existen numerosos estudios que conducen a un acercamiento para establecer el
mecanismo por el cual se lleva a cabo el dafio del higado por el consumo de etanol. Con
ellos se pretende dilucidar la secuencia de sucesos que ocurren a nivel molecular y se
manifiestan por un dafio hepatico ya sea reversible o permanente. Los resultados de
algunas de esta investigaciones permiten concluir que el etanol, entre otras acciones,
desorganiza la estructura de los lipidos de las membranas dado que actla indirectamente
como agente oxidante sobre ellas; estos desérdenes membranales estan asociados con
cambios en las caracteristicas fisicas y quimicas de los fosfolipidos anidnicos, en
particular del fosfatidilinositol en los microsomas hepéticos y la cardiolipina en la
membrana interna de la mitocondria (Hoek y Taraschi, 1988). Sin embargo, la interaccion
molecular precisa afectada por el etanol cuando se incorpora a la membrana biolégica, o
la naturaleza de los cambios fisico-quimicos en los fosfolipidos que constituyen la

membrana permanecen sin identificarse (Conde de la Rosa et al., 2008).

Una de las primeras manifestaciones del efecto que tiene el abuso en el consumo de

etanol en los humanos es la infiltracibn grasa en el hepatocito, proceso que puede
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revertirse con el abandono de la ingesta alcohdlica. En la hepatitis alcohdlica, los
hepatocitos se hinchan con citoplasma granular a menudo dispersado en finas hebras
(Pignon et al., 1987), hay esteatosis macrovesicular generalizada. Por otro lado, se ha
encontrado que en las mitocondrias hay cambios de estructura y funcién, estos estudios
se han hecho tanto en humano (Kiessling et al., 1964) como en ratas (Kiessling y Tobe,
1964) y se ha encontrado que después de un consumo exagerado de etanol por tres dias,
las mitocondrias se encuentran agrandadas, deformadas, con las crestas rotas, sin la
organizacion normal y hay un decremento en la sintesis de ATP; estas alteraciones que
presentan las mitocondrias coinciden con el desarrollo de higado graso (Rubin et al.,
1972; Cederbaum et al., 1975). Por estudios con el microscopio electrénico, se sabe que
el numero vy porosidad de las células sinusoidales por la accion del etanol se ha reducido
(Horn et al., 1987); todo esto interfiere con el cambio de sustancias entre el plasma y la
membrana celular del hepatocito y probablemente contribuyan a la larga a establecer una

hipertensién portal.

En relacién al dafio que ocasiona el etanol en el higado humano, como ya se menciond,
depende de dos condicionantes, la cantidad de alcohol que se consuma y la frecuencia de
la ingesta; dependiendo de esto se tiene que, un consumo agudo y ocasional puede
producir esteatosis (higado graso), este cuadro es reversible si se retira el estimulo. En
esta situacién hay un acumulo de triacilgliceroles que obedece a dos causas, por un lado
hay una movilizacién de &cidos grasos del tejido adiposo hacia el higado (Muramatsu et
al., 1981) al mismo tiempo que hay una inhibicion de la oxidacién de los mismos ya que
en alcohdlicos, la participacién de agentes antioxidantes como el glutation hepatico y el

alfa tocoferol presente en el suero, se encuentran disminuidos.

La ingesta elevada de etanol tiene una accidn hepatotoxica debido a que hay
vasodilatacién portal que obliga a una mayor captacion de lipidos en el 6rgano y al estar
también elevado el nivel de NADH no pueden ser oxidados y hay la posibilidad de que
esto conduzca al depoésito excesivo de ellos en forma de triacilgliceroles. Al mismo tiempo
su degradacion y la exportacion a la circulacién se encuentran deprimidas, lo que coincide
con la esteatosis, que puede revertirse como se dijo antes, o puede evolucionar a
hepatitis y a cirrosis. La hepatitis alcohdlica es responsable de un profundo dafio a la

funcion hepdtica, hay inflamacién debido a la ruptura de microvasos, filtracion de los
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elementos sanguineos en espacios intersticiales, migracion de leucocitos y células
fagociticas, esto coincide con edema e hipersensibilidad, ademas de que hay liberacion
de prostaglandinas y leucotrienos y en ocasiones este cuadro esta asociado con morbo y

mortalidad.

Di Luzio y sus colaboradores (Di Luzio, 1963; Di Luzio y Hartman, 1967) fueron los
primeros en sugerir que el etanol puede afectar el balance oxidativo de las células
hepéticas conduciéndolas a un estrés oxidativo en donde simultaneo al aumento del
contenido de triacilgliceroles (TAG), hay aumento de especies reactivas del oxigeno
(ERO), los que afectan principalmente a los 4cidos grasos insaturados de los fosfolipidos
de las membranas induciendo la lipoperoxidacién. Con el aumento de la lipoperoxidacion
hay una pérdida de la fluidez membranal, ademés de que se alteran sus funciones de
secrecion y este hecho puede ser responsable de la muerte celular. Se considera que la
intoxicacion alcohdlica, tanto aguda como cronica, es el principal inductor no fisiol6gico

del estrés oxidativo tanto en humanos como en ratas.

En general el estrés oxidativo es el resultado del desequilibrio entre las defensas
antioxidantes de las que dispone la célula y las especies reactivas de oxigeno que
fisioldgicamente se generan por el transporte mitocondrial de electrones, el citocromo
P4502E1, por los fagocitos activados y por las NADPH oxidasas. Aun cuando se sabe que
el etanol induce estrés oxidativo en el higado (Nordmann et al.,, 1987, 1990), el
mecanismo por el cual el dafio oxidativo contribuye a la patologia hepatica alcohdlica

todavia no se acaba de conocer (Baraona y Lieber, 1998; Albano, 2006; 2008).

En cada una de las etapas sefaladas se llevan a cabo una serie de reacciones
metabdlicas en donde hay dafio a un tipo de células y las moléculas que se producen
COmMo consecuencia, ocasionan a su vez una respuesta que afecta a un segundo tipo de
células y asi sucesivamente de modo que se establece una cadena de reacciones con
sus productos de oxidacién que en una primera etapa son responsables de la esteatosis.
Posteriormente, esos metabolitos en otras células hepaticas ocasionan la formacién de
sus propios metabolitos que dafian a otras células y sus productos de oxidacion conducen

a la inflamacion y asi sucesivamente, de tal suerte que intervienen aproximadamente una
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docena de tipos de células y se producen una decena de moléculas por la oxidacion del
etanol (Pifa et al., 2003).

4.5. TRIACILGLICEROLES

Este tipo de moléculas cumplen en los seres vivos con una funcion muy importante, que
es la de almacenar energia a largo plazo para la serie de procesos celulares que la
requieran, ademas de que son aislantes térmicos ya que impiden la pérdida de calor
corporal y protegen a los érganos vitales del exterior. Los triacilgliceroles (TAG) son
estructuras resultantes de la esterificacion de una molécula de glicerol con tres de &cido
graso de cadena larga, debido a en esta union no poseen grupos ionizables y por lo tanto

son moléculas apolares e hidrofébicas.

4.6. METABOLISMO DEL ETANOL

La primera etapa de la oxidacion del etanol en las células de los mamiferos, en particular
en el higado, es la formacién de acetaldehido la que puede llevarse a cabo a través de
tres posibles sistemas enziméticos, en compartimentos subcelulares y con mecanismos
de reaccion diferentes: A) con la participacion de la deshidrogenasa alcohdlica (EC
1.1.1.1) localizada en el citosol, B) por el sistema microsomal de oxidacién del etanol
(MEOS) en el reticulo endoplasmico, y C) por medio de la catalasa (EC 1.11.1.6) presente
en los peroxisomas; existe en menor escala, la actividad oxidativa extrahepética para
formar acetaldehido en diferentes 6rganos: estbmago, corazoén y rifién, asi como también
hay una via del metabolismo no oxidativo que da lugar a ésteres etilicos de los acidos
grasos (Goodman y Deyking, 1963). Una vez que se ha formado el acetaldehido por
cualquiera de todas las vias, interviene la deshidrogenasa aldehidica (EC 1.2.1.3) que
lleva a cabo su oxidacion y se obtiene acetato, el cual a su vez se activa con coenzima A

para integrarse a la via de los acidos tricarboxilicos

CHsCH,OH ~ ™ CHsCH=0 ~ ” CHsCOO

ETANOL ACETALDEHIDO ACETATO
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Finalmente, las enzimas participantes en el metabolismo del etanol presentan una gran
heterogeneidad determinada genéticamente con polimorfismos de enzimas e isoenzimas
lo que lleva a una variedad de fenotipos, de ahi que las diferencias individuales y raciales

en el metabolismo del etanol, estan determinadas genéticamente (Higuchi et al., 1994)

4.6.1. Deshidrogenasa alcohdlica.

La deshidrogenasa alcohdlica (ADH) (EC 1.1.1.1) dependiente de NAD* es una enzima
citosdlica presente en el hepatocito que oxida al etanol para obtener acetaldehido y
viceversa. Este sistema es un conjunto de varias isoenzimas que comparten un 60-70%
de identidad en los aminoacidos que las componen; en vertebrados se han identificado
ocho clases y en humano se han encontrado cinco: ADH-1, ADH-2, ADH-3, ADH-4 y
ADH-5 (Lieber, 1997), mientras que en otras especies como en la rata, se encuentran las
isoenzimas ADH-1, ADH-2, ADH-3, ADH-4 y ADH-6 (H66g et al., 2001) y en pollo las
clases ADH-1, ADH-3 y ADH-7. La ADH-1 es la que mas se ha estudiado para entender el
metabolismo y la toxicidad del etanol, al mismo tiempo es la mas abundante en higado,
intestino, rifidn y testiculos su Km es de 0.2-2.0 mM, (Negoro y Wakabayashi, 2004), tiene
una cinética de orden cero y su velocidad de reaccién no se incrementa por la presencia

de altas cantidades de etanol.

ETANOL
NAD* NAD*
Deshidrogenasa alcohdlica
NADH + H* NADH + H”

ACETALDEHIDO

Fig. 1. REACCION DE LA DESHIDROGENASA ALCOHOLICA

Hay datos que indican que aproximadamente el 90% del etanol ingerido se oxida con la

participacion de la ADH (Palmer et al., 1991).
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Vale la pena considerar algunas caracteristicas del sistema de alcohol deshidrogenasas
de los mamiferos esbozadas en la introduccion de este trabajo. La Km de la
deshidrogenasa alcohdlica —donde quedan incluidas todas las isoenzimas que participan—
cuando se usa como sustrato al etanol es muy alta y tiene un valor de 0.05 a 36 mM, el
cual comparada con la Km de la misma enzima para el retinol es de 14 a 290 uM, este
ultimo valor es varios 6érdenes de magnitud menor. Lo anterior, aunado al hecho de que el
etanol no se considera nutrimento fisiolégico para los mamiferos, ha llevado a proponer
que las llamadas deshidrogenasas alcohdlicas que oxidan al etanol, en realidad son
deshidrogenasas especificas de otros alcoholes, por ejemplo el retinol y que pueden
oxidar al etanol cuando la concentracién de éste es cientos o miles de veces mayor que
las de su sustrato natural. Riveros Rosas y colaboradores (1997) han publicado una lista
de deshidrogenasas celulares de varios tejidos que pudieran oxidar al etanol. Algunas
consecuencias de este punto de vista pueden comentarse: el etanol como sustrato
espurio presente en altas concentraciones impediria la accién fisiologica de la enzima y
no sucederia la oxidacion del sustrato natural de la enzima, lo que alteraria la funcion de
una etapa enzimética y con ello podria haber acumulacién transitoria del sustrato natural
en forma reducida, y concomitantemente, carencia del producto natural, un compuesto
oxidado. Esta vision puede ser relevante en tejidos como el sistema nervioso central
donde ocurren, después de la intoxicacion aguda con etanol, un conjunto de alteraciones

funcionales dificiles de analizar y de ubicar.

En el higado, una de las consecuencias de la oxidacion preferente del etanol y de la falta
de regulacién en su oxidacion, es que se desplaza la reaccion para formar acetaldehido y
NADH en el citosol del hepatocito, donde se ubica la deshidrogenasa alcohdlica. En esas
condiciones sube la relacion NADH/NAD", y disminuye la actividad catalitica de todas las
deshidrogenasas del citosol. Una de las mas afectadas es la deshidrogenasa lactica, con
lo que se acumula lactato que sale de la célula hepatica y explica la acidosis lactica
frecuente en los alcohdlicos. En situaciones normales, el NADH generado por las
deshidrogenasas citosdlicas es reconvertido en NAD® por medio de las llamadas
lanzaderas que incorporan los equivalentes reductores del NADH al seno mitocondrial
donde son incorporados a la cadena respiratoria. La desmedida oxidacion del etanol en el

citosol sobrepasa la capacidad de regenerar al NAD" y por ello se acumula NADH
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4.6.2. Sistema microsomal de oxidacion del etanol (MEOS).

El término citocromo P450 incluye a una familia de citocromos de la que se han
identificado al menos 40 diferentes especies en humanos. La proliferacion del reticulo
endoplasmico después del consumo crénico de etanol sugiere la existencia de un camino
adicional el cual fue descrito originalmente por Lieber y DeCarli (1968) al que llamaron
sistema microsomal oxidante del etanol (MEOS del inglés microsomal ethanol oxidizing
system). Aqui participa el citocromo P450 especificamente la CYP2E1l que cataliza
también el metabolismo de otras drogas hepatotoxicas, con las cuales compite por su
degradacién convirtiéndolas en metabolitos toxicos, lo que explica el aumento de la
susceptibilidad de los alcohdlicos a los efectos adversos de varios xenobiéticos, en donde
gquedan incluidos algunos solventes organicos. En bebedores crénicos, hasta un 25% de
la ingesta alcohdlica se oxida por la via del MEOS debido a que la ADH se encuentra
saturada por la cantidad de etanol presente. La oxidacion del etanol por esta via
constituye una afirmacion al enunciado anterior: el etanol, un téxico cuya desaparicion

ocurre via sistemas de detoxificacion, al igual que farmacos y venenos.

La via del MEOS es llamada asi porque se encuentra en el paquete microsomal después
del fraccionamiento subcelular del homogenizado de higado. Esta fraccion se obtiene
cuando las células hepaticas son rotas y las membranas plasméticas junto con el reticulo
endoplasmico forman vesiculas que se sedimentan por centrifugacion a alta velocidad; de
ahi que los microsomas no son una fraccion subcelular sino que se obtienen de una
coleccion de vesiculas de membranas de diferentes partes de la célula. La velocidad de
oxidacién en esta via es dependiente de la concentracién de sustrato y se induce con la

ingesta crénica de etanol ya que la via de oxidacion principal se encuentra saturada.

CYP2E1 R
CHsCH,0H + NADPH + H' + 20, > CH3CH=0 + NADP" + 2H,0,

citocromo P450 reductasa
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La CYP2EL1 (Koop, 1992) requiere NADPH y oxigeno molecular para oxidar al etanol, en

este proceso se obtiene peréxido de hidrégeno (H.O,), a partir del cual pueden ocurrir la
formacion de radicales libres como son los radicales superdxido (02'-) e hidroxilo (‘OH).

Estas moléculas estan directamente implicados en los efectos toxicos del etanol (Lieber y
DeCarli, 1970; Lieber, 2004); las especies reactivas de oxigeno generadas en este
sistema y por otros que se mencionaran mas adelante, contribuyen a la lipoperoxidacion
(Canhill et al., 2002).

En los trabajos de Albano y colaboradores se ha demostrado exhaustivamente que el
CYP2E1 puede metabolizar al etanol en humanos y en animales de experimentacion
produciendo ademas del acetaldehido al radical libre 1-hidroxietil (Albano et al., 1988;
2006; Gonzalez, 2005). Posteriormente ellos demostraron que la formacion de este radical
se debe principalmente a la actividad del sistema NADPH oxidasa dependiente de
CYP2EL, y una menor parte del radical hidroxietilo sea atribuible a la reaccién del etanol

con los radicales ‘OH generados a partir del H,O, catalizado por fierro:

H,O, > 'OH + OH

CH3CH20H / > CH3CH'OH + Hgo

Fig. 2. FORMACION DEL RADICAL 1-HIDROXIETIL A PARTIR DE ETANOL

Por técnicas con resonancia de espin electronico se ha identificado que hay una
asociacion entre el radical 1-hidroxietil con la estimulacion de la lipoperoxidacion y el
desarrollo del dafio hepatico. Este dafio se realiza por reacciones de alquilacion de las
proteinas hepéticas y el radical 1-hidroxietil induce la producciébn de anticuerpos
especificos. Albano y su grupo de trabajo han demostrado que los antigenos derivados de

reacciones con el radical 1-hidroxietil interactian con las membranas plasmaticas de
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hepatocitos aislados tratados con etanol y desarrollan inmunotoxicidad (Albano et al.,
1999; Clot et al., 1997).

Luego de los estudios realizados por Lieber y DeCarli en 1968, diversos grupos de trabajo
encontraron que este sistema tiene gran capacidad para metabolizar ademas del etanol, a
1-butanol, 1-pentanol, anilina, acetaminofen que produce metabolitos téxicos los cuales
son promotores de la carcinogénesis, (Tephly et al., 1969; Morgan et al., 1983; Maddrey,
1988), acetona, tetracloruro de carbono (Johansson e Ingelman-Sundberg, 1985) y
benceno entre otros o por experimentos in vitro, se ha encontrado que el etanol tiene un
efecto inhibitorio sobre el proceso de oxidacion de las otras drogas, posiblemente por una
competencia por la unién al citocromo P450 para que se realice la detoxificacion (Rubin et

al., 1971) ya que hay més etanol que cualquier otro toxico

4.6.3. Catalasa.

La catalasa (EC 1.11.1.6) es una enzima tetramérica, con cuatro subunidades idénticas
de 60 kDa, contiene cuatro grupos de ferro-protoporfirina por molécula. Se encuentra
presente en los peroxisomas (Oshino et al., 1975) y es capaz de oxidar al etanol a
acetaldehido con la participacion de peréxido de hidrogeno (H,0,), la cantidad de etanol
oxidado por esta via tiene un valor maximo del 2%. La via se ve favorecida cuando se
produce H,O, en los peroxisomas y se ha detectado que los niveles de esta enzima es
alta cuando se estimula artificialmente la generacion de peréxido de hidrégeno a partir de
la oxidacion in vitro de acidos grasos en los peroxisomas (Handler y Thurman, 1985); por
lo tanto, su principal funcién es regular los niveles de H,O, en el organismo y eliminar la
posible intoxicacion debido su presencia. La oxidacion del etanol por la catalasa se realiza
en dos fases: en la primera se forma el compuesto | por la union de la enzima al peréxido
de hidrégeno y en la segunda el compuesto | se une al etanol el cual se oxida a

acetaldehido al participar como donador de hidrégenos. (Keilin et al., 1945; Aebi, 1974).

Catalasa + H,0, Compuesto |

v

CH3CH,0OH + Compuesto | » CH3;CH =0 + 2H,0 + Catalasa
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4.6.4. Deshidrogenasa aldehidica.

El acetaldehido, que se produce por los tres sistemas ya descritos, es metabolizado hasta
acetato por la deshidrogenada aldehidica (ALDH) (EC 1.2.1.3), una enzima con un gran
polimorfismo de la cual se han encontrado varias isoenzimas (Harada et al., 1978; 1985).
En el hombre se han reportado al menos 9 isoformas, las cuales se han identificado por
sus caracteristicas enzimaticas y sus propiedades fisicoquimicas. La isoenzima hepética
mitocondrial (ALDH,) es la que probablemente tiene el papel mas importante en el
metabolismo del acetaldehido ya que tiene una Km baja (1-2 yM) y participa en el
catabolismo del acetaldehido presente en individuos tanto con baja como con alta ingesta
de etanol (Keiding et al., 1983). Por estudios realizados en higado de rata se han
identificado isoenzimas de la ALDH en mitocondrias, en el citosol y en los microsomas
(Siew et al., 1976). En higado de rata, la oxidacion de bajas concentraciones de
acetaldehido, se realiza por la isoenzima mitocondrial (Grunnet, 1973), con
concentraciones superiores a 0.4 mM de acetaldehido, participa la isoenzima

extramitocondrial (Lindros et al., 1974).

NADPH — ETANOL T

+ 0, H20,
\ NAD" NAD* /
MEOS Deshidrogenasa alcohdlica Catalasa

/ NADH + H* NADH + H* "~
H,0

NADP* ~— , ACETALDEHIDO «—
+ Hy0O7
NAD*

Deshidrogenasa aldehidica

NADH + H*

ACETATO

Fig. 3. PARTICIPACION DE LAS ENZIMAS EN LA OXIDACION DEL ETANOL
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4.7. REACCIONES BIOQUIMICO-PATOLOGIA DEL ETANOL Y ACETALDEHIDO

La velocidad de absorcion del etanol después de un consumo significativo excede la
capacidad hepéatica para su oxidacién, debido a ello, hay acumulo de acetaldehido y
acetato en practicamente todos los tejidos y NADH en el higado. Estos Ultimos
metabolitos en exceso, son mediadores de los efectos del etanol sobre la homeostasis
(Palmer, 1989) y son responsables de una buena cantidad de des6rdenes metabdlicos.
Por ejemplo, el acetato inhibe la lipdlisis de los TAG en el tejido adiposo (Crouse et al.,
1968; Lieber, 1982; Palmer et al., 1991); sin embargo, el efecto anterior se opone a la
accion del etanol elevando los niveles de epinefrina (Szkudelski et al., 2004; Langin, 2006)
la cual, en el tejido adiposo, tiene un pronunciado efecto lipolitico y favorece la liberacién
de acidos grasos no esterificados, desde el tejido adiposo hacia los demas tejidos.
Ademas, hay un incremento en la lipogénesis hepatica lo que favorece la acumulacion de
TAG en parte por la mayor disponibilidad de acetato proveniente de la oxidacion del
etanol; esto se asocia a la acumulacion de vacuolas lipidicas en el citoplasma del
hepatocito durante la esteatosis. Por otro lado, el incremento de NADH a través de la
reduccion hepatica del piruvato, aumenta la concentracion de lactato, mismo que estimula
la sintesis de colagena (Lieber, 2004) y simultdneamente disminuye la concentracion de

glutation total (Das y Vasudevan, 2007).

En contraste, el mismo exceso de NADH generado durante la oxidacion del etanol, puede
inhibir la B-oxidacion de los &cidos grasos y al ciclo de los acidos tricarboxilicos, ya que el
NADH que habria de producirse por esas vias para alimentar a la cadena de transporte de
electrones, se reemplazo por el generado en la oxidacion del etanol y como consecuencia
en el higado hay una disminucion de la actividad del ciclo de los acidos tricarboxilicos, de
la oxidacién de los acidos grasos (You y Crabb, 2004), asi como también se suprime

agudamente la oxidacion de aminoacidos.

Las consecuencias de las alteraciones moleculares por un aumento en la disponibilidad
de acetaldehido han sido ampliamente documentadas. Al mismo tiempo, es interesante

sefialar que por investigaciones realizadas en la poblacion japonesa, se observo una
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deficiencia de la isoenzima ALDH, en aproximadamente el 50% de las biopsias hepaticas
estudiadas (Agarwal et al., 1981). Por estudios posteriores, se encontré6 que hay amplia
deficiencia de la isoenzima en poblaciones orientales y en algunas tribus sudamericanas.
La pérdida o baja de la actividad enzimatica se debe a la sustitucion de un residuo de

lisina por uno de glutamato (Crabb et al., 1983; Harada et al., 1985).

Por otra parte, el acetaldehido puede formar aductos estables con muchas sustancias y
los complejos formados son responsables de un dafio mas permanente, como por
ejemplo cuando se asocia con las proteinas de la membrana (Gaines et al., 1977; Nomura
y Lieber, 1981; Barry y McGivan, 1985), con ADN (Ristow y Obe, 1978), con hemoglobina
(Stevens et al., 1981), con fosfolipidos (Kenney, 1982), con lipoproteinas de baja
densidad (Savolainen et al.,, 1987) y entre otros metabolitos, con algunas enzimas
(Sunethra et al., 1988; Solomon, 1988). Dentro de las reacciones mencionadas una que
es especialmente deletérea es la que realiza el acetaldehido en el hepatocito ya que
interfiere con la polimerizacion de la tubulina que se lleva a cabo por la unién covalente de
sus dimeros, formados por los grupos amino omega de los residuos de lisina (Sorrell y
Tuma, 1985; Jennett et al., 1980). Esta falta de polimerizacion de la tubulina interfiere con
la formacion de microtibulos en el higado e impide el movimiento de organelos y
proteinas dentro de la célula, y la interferencia con las proteinas de la membrana celular
es probable que altere el transporte a través de ella. Lo anterior explica, en parte, porque
uno de los primeros efectos del alcoholismo es la acumulacién de proteinas dentro de los
hepatocitos. Este defecto en el transito del hepatocito dafiado probablemente interfiere
con funciones hormonales, factores tréficos, biogénesis de péptidos y por supuesto el

transporte de proteinas (Casey et al., 1989).

La oxidacion del etanol est4 asociada con desérdenes muy importantes en el metabolismo
general ya que hay un profundo desarreglo de la homeostasis con disminucién del
metabolismo oxidativo de lipidos y proteinas acoplado con resistencia a la insulina
(Shelmet et al., 1988), supresion de la oxidacion de la glucosa y reduccion de su sintesis

hepatica, asi como el decremento de la utilizacion de glucosa periférica.

El metabolismo hepético de los carbohidratos se afecta ya que por la generacién excesiva

de NADH, se inhibe el flujo gluconeogenético hepatico de precursores de tres carbonos y
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de aminoécidos glucogénicos, debido a esto, se puede presentar hipoglucemia (Hoffman
y Goldfrank, 1989). En pacientes diabéticos, la oxidacion del etanol esta asociada con una
marcada hiperlactacidemia; ademas, el etanol puede afectar la disponibilidad de
precursores gluconeogenéticos por su efecto inhibitorio agudo sobre la sintesis de
proteinas musculares (Preedy y Peters, 1988). Por otro lado, el muasculo tiene una
capacidad muy pequefia de oxidar al etanol, por lo se puede decir que los desarreglos
ocasionados por el consumo excesivo de etanol se deben al etanol per se 0 a sus

metabolitos.

Tanto en tejido adiposo, en higado como en los tejidos periféricos se realiza una lipdlisis
anormal ya que el etanol afecta la cantidad de acidos grasos transportados del tejido
adiposo al higado (Lieber et al., 1959). Por lo tanto, los mecanismos homeostaticos que
gobiernan la fuente y disponibilidad de los combustibles derivados de los lipidos se
perturban severamente por la oxidacion del etanol ya que como se mencion6 antes
(Crouse et al., 1968; Lieber, 1982; Palmer et al., 1991), el acetato inhibe la lipdlisis de los
triacilglicéridos en el tejido adiposo y en consecuencia la administracion aguda de etanol
reduce la cantidad de &cidos grasos libres circulantes debido a la supresion periférica de

su liberacion.

La ingestion elevada de etanol, tiene una accién hepatotdxica debido al depdsito excesivo
de TAG y a su disminucion en la degradacion y exportacion a la circulacién, coincidiendo
con el desarrollo de esteatosis. Simultdneamente, hay elevacién de la lipoperoxidacion
iniciada por radicales libres, la cual afecta a los fosfolipidos de la membrana, ocasionando
pérdida de sus funciones y bajo estas condiciones la capacidad antioxidante de la célula es
insuficiente, lo que conduce al estrés oxidativo. Son muchos los estudios realizados para
investigar el mecanismo mediante el cual se produce el dafio hepatico ante la ingesta de
etanol. En el caso de la intoxicacién aguda, es probable que un exceso de acetaldehido en

el citosol hepético sea oxidado por una via alterna en la que patrticipe la xantina oxidasa y el

radical ‘'OH desencadene la lipoperoxidacion.
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CH3;CH,OH ( ALDH } CH3CH=0 + O, + H,0O XANTINiOXIDASA CH;COOH

NAD NADH ,0,

N\,

/

Acidos grasos poliinsaturados ————» —» MDA + otros productos

Fig. 4. PARTICIPACION DE LA XANTINA OXIDASA EN LA LIPOPEROXIDACION

4.8. OXIGENO

Se estima que hace dos mil quinientos millones de afios la atmdésfera terrestre era
reductora, carente de oxigeno y las formas de vida que existian en ella, eran organismos
constituidos por células sin nucleo diferenciado, denominados procariotes. Cuando se
desarrollaron las primeras formas de vida mas compleja en la Tierra, las algas y los
primeros vegetales emplearon la porcion visible del espectro solar para producir energia a
partir del agua. Este proceso muy eficiente llamado fotosintesis, dio como producto final la
generacion de una cantidad muy grande de la molécula de oxigeno (O,).
Aproximadamente mil millones de afios después, el O, habia aumentado su proporcion a
aproximadamente el 1 % de la cantidad que existe actualmente y los eucariontes lo
utilizaron para la oxidacion y liberacion de la energia contenida en los nutrimentos, al
mismo tiempo que desarrollaron mecanismos de defensa contra el oxigeno, ya que éste
también es susceptible de producir dafio. Hace quinientos millones de afios la
concentracion de oxigeno alcanzé aproximadamente el 10 % de su concentracion actual,
se formé la capa de ozono y surgieron los seres multicelulares. El oxigeno molecular es
indispensable para la vida de los organismos aerobios ya que es el aceptor final de los
electrones en la cadena respiratoria, via por la que se habra de producir la mayor cantidad
de ATP.
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El oxigeno es el elemento predominante en la costra terrestre y la proporcion de éste en
la atmosfera es del 21%, es un elemento indispensable para la vida y paradéjicamente a
concentraciones en el aire mas altas que lo normal, ocasiona toxicidad en animales,
plantas y bacterias aerobias. Gershman y colaboradores en 1954 propusieron que el

principal efecto dafino del oxigeno puede ser atribuido a la formacién de radicales libres.

4.9. RADICALES LIBRES.

El término de radical libre (RL) se ha definido como cualquier especie quimica capaz de
existir independientemente y que contiene uno o0 mas electrones no apareados en su capa
de valencia. La presencia de por lo menos un electrén no apareado, ocasiona que las
especies quimicas sean paramagnéticas ya que son ligeramente atraidas por el campo

magneético; en la mayoria de los casos estas especies son altamente reactivas.

La vida media del RL es de microsegundos, no viajan a gran distancia pero tiene la
capacidad de reaccionar con todo su entorno. En los seres vivos los RL generados en

exceso pueden dafiar a las moléculas de los tejidos donde se encuentran.

Es fundamental sefalar que los radicales libres cumplen con una significativa funcién
biol6gica por lo que no siempre son dafiinos. Por ejemplo, las mutaciones del ADN
pueden ser fatales para un organismo en particular, pero también son las que explican
que mediante la evolucidén haya la diversidad de especies que habitan este planeta. Los
errores de replicacién del ADN, la radiactividad natural y los rayos ultravioletas inducen
mutaciones y es muy probable que los radicales libres hayan tenido un papel significativo
en el proceso evolutivo. Otro ejemplo paradigmatico sobre los beneficios de los RL en los
vertebrados es su formacidén en cantidades moderadas, para luchar contra bacterias y
virus y una vez que han cumplido su funcién, son neutralizados por el propio sistema

mediante mecanismos especificos.

4.10. RADICALES LIBRES DEL OXIGENO
A pesar de que el O, es indispensable para la vida aerébica, llega a ser toxico cuando se

encuentra a concentraciones mas altas de lo normal, o es responsable de ciertas
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patologias en situaciones de hipoxia. La toxicidad del oxigeno se debe a que tiene la
capacidad de formar las llamadas especies reactivas de oxigeno (ERO), algunas de ellas
son RL, tienen una mayor reactividad y son de vida media mas corta que el oxigeno en su
estado basal. Estas especies son las que se producen por la ruptura o la excitacion del

oxigeno molecular y son: dos formas de oxigeno singulete (*0,), los radicales superéxido
(0,"), hidroxilo (‘OH), peroxilo (RO,"), alcohoxilo (RO") e hidroperoxilo (HO,'); ademas del
peréxido de hidrégeno (H,O,) que no es un RL pero tiene gran capacidad para formar

OH’, o bien cuando el O, es parcialmente reducido y forma el ozono (Os).

4.10.1. Radical superoxido.

Cuando a una molécula de O, se le afiade un electron, éste va a entrar en alguno de los
dos orbitales que tienen un sélo electrén para dar lugar al radical superéxido (O2 ) al que

generalmente se le desigha como superoxido:

4 4 N

> v

(07} RADICAL SUPEROXIDO

La principal reaccion del O, es la de la dismutacion para producir peréxido de hidrégeno.

Por otro lado, la reactividad del O,  es limitada, tiene la capacidad para oxidar a los
complejos con metales de transicidon y a los sustratos orgéanicos unidos a estos metales.
Puede, mediante su protonacion, dar lugar a la formacién del radical hidroperoxilo (HO)
en medio 4cido como en la vacuola del fagocito o en el microambiente de la membrana
celular, el HO, es un agente mas oxidante y citotéxico que el propio O, . El radical O,

se forma durante la respiracién celular en la mitocondria, también se produce por la
participacion del citocromo P450, por la acciéon de oxidasas como son la xantina oxidasa,
las NADPH oxidasas y la sintasa de 6xido nitrico desacoplada. Aproximadamente el 3%

de la hemoglobina que un individuo oxida diariamente produce radical superéxido y



también lo obtiene la célula de la autooxidacion de compuestos como el gliceraldehido o

las flavinas reducidas.

4.10.1.1. En cadena de transportes de electrones.

En los organismos aerébicos aproximadamente el 95% del oxigeno de la respiracion es
procesado mediante la reduccién tetravalente para producir dos moléculas de agua en la
reaccidén catalizada por la citocromo oxidasa participante de la cadena de transporte de
electrones en la mitocondria. La citocromo oxidasa es el aceptor terminal de electrones y
con ella se concluye la reduccién de la molécula de oxigeno. La energia liberada por

estas oxidaciones se canaliza para realizar la sintesis de ATP.

Se sabe que en la mitocondria y en el reticulo endoplasmico es en donde se produce la
mayor cantidad de O,  dentro de la célula en condiciones fisiolégicas y se estima que en

la mitocondria, del 1 al 3% del total del oxigeno consumido diariamente es transformado
en O,". La reduccién del oxigeno, en la cadena de transporte de electrones mediada por
la citocromo oxidasa para producir agua, es considerado como un proceso relativamente
seguro, a pesar de las reducciones univalentes intermedias en el proceso; el camino no
enzimatico de éstas reducciones univalentes del oxigeno, da como resultado la formacion
de algunas especies reactivas intermedias. El primer electron que reduce al oxigeno da
lugar al radical O,", la adicion de un segundo electrén y dos protones genera al H,O, que
fue reportado inicialmente en 1971 y en 1972 por Loschen (Loschen et al.,, 1971), y
Boveris (Boveris et al., 1972) ambos del grupo de Chance; este H,O, tiene dos
posibilidades, una es romperse para dar lugar al i6n hidroxilo (OH) y a la especie que es
altamente reactiva, el radical hidroxilo (OH) y la segunda continuar en la secuencia en
donde un tercer electron produce el radical OH ademas de liberar a un i6n OH™ que al
reunirse con un protén forma una primera molécula de agua y finalmente, un cuarto

electrén sumado de un protén mas, da lugar a la segunda molécula de agua.
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Fig. 5. REDUCCION DEL OXiGENO HASTA LA PRODUCCION DE AGUA.

El ambiente reductivo de la célula proporciona amplias oportunidades para que el oxigeno

pueda soportar paso a paso, las reducciones univalentes. De ahi que el O, , el H,0O, y el

‘OH, sean productos en el ambiente aerébico y que a la vez estos agentes aparezcan

como responsables de la toxicidad del oxigeno.

4.10.1.2. Con la intervencién de NADPH oxidasa,

El O, en mecanismos de defensa durante la fagocitosis. Otra fuente potencial de la

generacion de radicales libres son las células fagociticas tales como los leucocitos

polimorfonucleares, monocitos y macréfagos; estas células utilizan el sistema enzimatico
NADPH oxidasa para generar O, como parte de su arsenal contra la invasiéon de

microorganismos. En la incorporacion de bacterias dentro de los leucocitos durante la
fagocitosis se lleva a cabo un aumento en el consumo de O, simultdneamente hay un

mayor flujo de glucosa a través de la via del fosfogluconato que produce niveles altos de

NADPH y por la NADPH oxidasa el oxigeno produce 0, .
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NADPH + H* Flavoproteinas Cit b-Fe?* 0,

NADP Flavoproteinas-H, Cit b-Fe** 0,

Fig. 6. PRODUCCION DE SUPEROXIDO POR LOS FAGOCTITOS. EL CONSUMO DE OXIGENO EN
NEUTROFILOS Y MACROFAGOS ACTIVA A LA NADPH OXIDASA.

La NADPH oxidasa se encuentra en la superficie externa de la membrana cuando ésta se

invagina y forma la vacuola fagocitaria que engloba a la bacteria engullida por el leucocito
y la oxidasa actlia sobre el O, para formar O, . Posteriormente, ocurre una dismutacion

espontanea y se forma H,O» el cual en presencia de halégenos como el cloro y con la
participacion de la enzima mieloperoxidasa (MPO), forma hipoclorito con una funcion

bactericida.

La NADPH oxidasa posee 5 subunidades (dos membranales gp91®"™ y p22®"™ y 3
citoplasmicas y p67®"™, pa7®" p40®" y yna pequefia GTPasa Rac), esta enzima se
ha identificado posteriormente en diferentes tipos de células como son los fibroblastos, las
del musculo liso y las endoteliales, en todos los casos se encuentran asociadas a la

membrana plasmatica y al igual que la enzima fagocitica utilizan a la coenzima reducida
para generar O, (Babior, 2002), (Vignais, 2002), (Sumimoto et al., 2005), (Virgen Diaz,
2006).

4.10.1.3. En el proceso de dafio durante el alcoholismo.

La via mediante la cual el etanol induce la patogénesis aun no esta totalmente aclarada a
pesar de que se sabe que los macréfagos hepéticos contribuyen al estrés oxidativo. Hay
la hipotesis de que la NADPH oxidasa es la mejor fuente de oxidantes generados por el
etanol (Kono et al., 2000), (Wheeler et al., 2001). Kono y colaboradores en 2000, para ver
la participacion de la NADPH oxidasa durante la intoxicacion crénica con etanol realizaron
experimentos con dos grupos de ratones, uno de ellos con la NADPH oxidasa activa y el

otro grupo con ratones genéticamente modificados sin la subunidad p47®". A ambos
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grupos se les administré etanol por varias semanas por via orogastrica; en el primero de
los grupos se observo que desarrollaron dafio hepéatico severo por un mecanismo en el
que participan endotoxinas intestinales, receptor de CD14, hubo produccion de RL,
activacion de factores de transcripcion NF-kB y liberacion del factor citotoxico TNF-q;
mientras que en el segundo grupo, no hubo aumento de RL, ni activacion de NF-k(, ni
higado dafiado. De estos resultados se concluye que los RL generados por la NADPH
oxidasa en las células de Kupffer, juegan un papel importante en la hepatitis alcohdlica
por la activacion de NF-kB, las que a su vez activan la produccion del factor citotoxico
TNF-a.

4.10.1.4. En auto-oxidacion.

La auto-oxidacién puede considerarse como una fuente in vivo de radicales libres del
oxigeno ya que una gran variedad de componentes celulares solubles son capaces de
llevar a cabo reacciones de oxido-reduccién. Entre estas sustancias quedan incluidas los

carbohidratos, los lipidos, las proteinas, los &cidos nucleicos y otras moléculas como son
tioles, catecolaminas, flavinas e hidroquinonas; en todos los casos el O, es el primer

radical que se forma por la reduccion del O, realizado por estas moléculas. La velocidad
de la auto-oxidacién depende de la concentracion de O, en el medio, de ahi que en
condiciones de hiperoxia, puede esperarse que haya un aumento significante en la
generacion de radicales libres del oxigeno. Estos radicales pueden ser transformados a
través de oxidasas, como por ejemplo por la xantina oxidasa, la indolamina dioxigenasa,

la galactosa oxidasa, la ciclo-oxigenasa y la lipooxigenasa entre otras.

El estudio que ha atraido mas la atencion al respecto es la auto-oxidacion de los lipidos
de la membrana y el conocimiento logrado a partir de ello, sirve para explicar disfunciones
membranales que estan relacionadas con algunas enfermedades o la participacién de
xenobidticos. Ademds, que ha ayudado para entender la importancia fisiolégica del a-
tocoferol (vitamina E), el antioxidante liposoluble presente en todas las membranas
celulares, asi como el papel del acido ascorbico y del acido drico como agentes

protectores de este proceso en los organismos.

Como ya se menciond la presencia de las dobles ligaduras intervienen para que
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fisioldgicamente se inicie el proceso lipoperoxidativo, el que para su estudio clasico se ha

dividido en tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion:

La etapa de la iniciacibn se desencadena cuando el residuo de un &cido graso

poliinsaturado participante de los lipidos de membrana, es atacado por una especie

reactiva generalmente el ‘OH que le abstrae un hidrégeno a uno de los carbonos -CH,- el

gue queda como radical libre (L) centrado en el carbono. El carbono que ha perdido el
hidrégeno es generalmente estabilizado mediante un rearreglo molecular que da lugar a
un dieno conjugado el cual reacciona con O, y forma el radical peroxilo (LOO), en estas

condiciones la molécula que tiene el suficiente poder oxidante para atraer un hidrégeno
metilénico del 4cido graso adjunto para quedar como lipoperéxido (LOOH) que ya no es

radical libre.

La propagacién se lleva a cabo cuando la nueva molécula a la que se le ha abstraido un
hidrégeno, hace lo mismo a lo que fue sujeta ella, —abstraerle un hidrégeno a la molécula
de acido graso poliinsaturado adyacente— estableciéndose una reaccion en cadena y de
esta manera se propaga la lipoperoxidacion a través de la membrana. La longitud de esta
cadena lipoperoxidativa depende de varios factores ya sea la relacion de proteinas y
lipidos en la membrana, la composicién del acido graso, la concentracion de oxigeno y la
presencia o no de antioxidantes en la membrana. Por otro lado, durante el proceso
también se producen algunos lipoperoxidos intramembranales que para su remocion se
requiere de la participacion de enzimas especificas, por ejemplo la fosfolipido
hidroperéxido glutation peroxidasa que metaboliza dichos lipoperéxidos a alcoholes, o
bien las fosfolipasas que favorecen la disociacion de los peréxidos lipidicos de las
membranas. Algunas enzimas antioxidantes, entre ellas la glutation peroxidasa, la
glutation S-transferasa y la alquil-peroxidasa, intervienen en el metabolismo de los

diferentes LOOH a sus respectivos alcoholes.

Finalmente la lipoperoxidacion puede terminar fisiolégicamente cuando el radical lipidico

reacciona con otra molécula, la cual puede ser un segundo radical lipidico, para formar un

complejo menos reactivo. Alternativamente, cuando el LOO™ Esta frente a una molécula
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antioxidante capaz de donar un &tomo de hidrégeno, se forma LOOH, terminando asi la
cadena de reacciones. El a-tocoferol, y la ubiguinona (CoQ;g) son los antioxidantes mas
relevantes para participar en la fase de terminacion de la cadena de reacciones de

oxidacién de los lipidos en los sistemas bioldgicos. La vitamina E tiene propiedades
antioxidantes porque dona un hidrégeno a la molécula de LOO" para quedar como LOOH,

mientras que la vitamina queda como radical tocoferilo que es un radical libre estable ya
que su electron desapareado queda deslocalizado en la molécula, de esta manera se
interrumpe la peroxidacidn de lipidos. El radical tocoferilo se puede regenerar a partir de
interacciones con moléculas de la membrana o del citosol, tales como la ubiquinona, el
acido ascorbico o tioles como el GSH. Asi, los radicales libres generados en el proceso de
la lipoperoxidacion pueden ser detoxificados directamente por glutation reducido (GSH) o
a través del efecto que tiene éste sobre la vitamina E. Es importante mencionar que el
decremento de los niveles intracelulares de GSH puede favorecer la lipoperoxidacion

inducida por otros factores.

4.10.2. Perd6xido de hidrégeno.
La reaccion de dos radicales hidroperoxilo (HO,) producidos por la protonacion del Oz'_

dan como producto H,O, en una clasica reaccion de terminacion de radicales libres

HOzi + H02. g H,O, + O,

Por otro lado, el H,O, se forma in vivo en la células humanas, principalmente a partir del

O, esta reaccion puede realizarse por la via no enzimatica, o bien con una reaccion de

dismutacion en donde uno de los dos 02'- es oxidado y el otro reducido, mediante la

participacion de la superéxido dismutasa (Carrico y Deutsch, 1970).

v

20, + 2H' O, + HyO;
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El H,O, es una molécula relativamente estable en ausencia de catalizadores que
promuevan su descomposicion, se forma en fagocitos, espermatozoides, mitocondrias y
microsomas. Por otro lado, hay datos de que el H,O, participa en la sefalizacion celular

en adipocitos y hepatocitos (Diaz-Cruz et al., 2007), en estas células su sintesis depende
de la actividad de la NADPH oxidasa que sintetiza 0, el gue da lugar al H,O, que puede

modular vias metabolicas del mismo modo que lo hacen los segundos mensajeros Ca?* y
AMPciclico.

4.10.3. Radical hidroxilo.

El radical hidroxilo es la especie quimica més reactiva que se conoce y por lo tanto la mas
toxica, puede formarse in vivo como consecuencia de radiaciones de alta energia (rayos X
y rayos y) que pueden realizar la ruptura del agua corporal, por otro lado; ya que la unién

0O-0 es relativamente débil, la luz UV puede romper de una forma homolitica al H,O, y dar

lugar a dos radicales hidroxilo (‘OH)

H,0, > 2 OH

Este radical tiene una vida media estimada alrededor de 10° s, es altamente reactivo y
generalmente actla cerca de su sitio de formacion. Dependiendo del sitio donde se forme
sera el tipo del dafio que produzca, por ejemplo si se forma cerca del DNA puede
ocasionar modificaciones en purinas o pirimidinas, puede también romper las hebras del
DNA, mientras que cuando se produce cerca de alguna molécula de enzima que se
encuentra presente en exceso en la célula, como por ejemplo la deshidrogenasa lactica,

puede no tener consecuencias biologicas. La reaccidbn que mas frecuentemente se
relaciona con el radical ‘'OH es la peroxidaciéon de los &cidos grasos presentes en los

fosfolipidos de la membrana, ya que a causa de su accion, hay pérdida de la flexibilidad,
de las funciones secretoras y ruptura de los gradientes idnicos transmembranales

principalmente.

En 1894 Fenton describi6 la reaccion en la que se podian oxidar moléculas organicas por
la mezcla de perdxido de hidrogeno y sales de fierro reducido (Fe”") y obtener radical

hidroxilo, de i6n hidroxilo al mismo tiempo que el fierro se oxida (Fe*").
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H.0, + Fe?* > Fe* + HO + OH

Posteriormente, en 1934 Haber y Weiss incorporando este conocimiento a los sistemas
biolégicos, dieron una primera explicacion del mecanismo de reaccién: el O, es un

agente reductor del Fe®" de las proteinas y da como producto al Fe®, éste que se

encuentra reducido interactta con el H,O» lo que da lugar a la re-oxidacion del

. + .. ., . . .
compuesto proteico con Fe® y a la formacion del ion y del radical hidroxilo

proteina-Fe** + 0O,

v

proteina-Fe*" + 0,~

proteina-Fe* + H,0, proteina-Fe* + HO + "OH

v

El O, y el H,0, son capaces de producir al radical ‘OH en presencia de los metales de

transicion que se encuentran en los sistemas biologicos. Esta reaccion se puede realizar
con varios metales pero el fierro parece ser el mas importante en los sistemas bioldgicos,
a partir de la caracteristica de que el Fe*" es muy insoluble; en funcién de esto, el fierro
libre de los sistemas biolégicos se encuentra en pequefia proporcion. Los procesos de
captacion y distribuciéon de los iones metalicos estdn muy regulados en los mamiferos ya
que hay varias proteinas como la ferritina que tiene la capacidad de almacenar hasta

4,500 iones de fierro por molécula.

Aungue como ya se dijo antes, el radical OH es el mas agresivo de todos los radicales

libres debido a su alta capacidad oxidante, su formacién se encuentra limitada por la

participacion de dos enzimas la superoxido dismutasa (SOD), -descubierta en 1968 por
McCord y Fridovich (1969), que actua sobre el O,  haciendo posible la formacién de H,O,

y por la catalasa que al participar ante el H,O, forma agua y oxigeno molecular.
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4.11. ESTRES OXIDATIVO

En células y tejidos dafiados hay una sobreproduccion intracelular de radicales libres, que
exceden la capacidad de las defensas antioxidantes y que pueden alcanzar niveles
téxicos, reaccionando con lipidos, proteinas, carbohidratos y DNA como una
consecuencia del desbalance en la relacion prooxidante-antioxidante. Sies denominé
como estrés oxidativo (Sies y Cadenas, 1985; Sies, 1986) al fendmeno en el que hay un
desequilibrio en este balance, desplazandose éste a favor de las fuerzas oxidantes. Este
estrés o dafo oxidativo puede generarse ademas, por algunas agentes fisicos o quimicos,
isquemia, inflamacién, desordenes sanguineos o bien por disminucion de las defensas
antioxidantes. Algunos de estas alteraciones o0 enfermedades pueden iniciarse o
exacerbarse debido a condiciones prooxidantes ambientales, drogas o alimentos. En el
caso del envejecimiento en el que el deterioro progresivo, se puede deber a la
acumulacion de radicales libres ocasionada por su generacién incesante producido
durante el curso del metabolismo normal; o bien por la atenuacion de las defensas
antioxidantes. En experimentos realizados por Dai Kim y colaboradores (1996),
encontraron que en ratas jovenes la restriccion alimenticia y el ejercicio modulan las
defensas antioxidantes celulares y protegen contra el dafio de los radicales libres en el
higado y muasculo esquelético, sugiriendo que los efectos benéficos de estos dos agentes
pueden ser mediadores entre el estrés oxidativo y los sistemas de defensa que lo

contrarrestan.

Kera y colaboradores propusieron en 1988 que la accion citotoxica del etanol se lleva a
cabo por la via de los radicales libres del oxigeno. En el trabajo demuestran que la
lipoperoxidacién en higado, inducida por una dosis de etanol, puede bloguearse por
disulfiram o cianamida, ambos inhibidores de la deshidrogenasa aldehidica que es la
enzima responsable de metabolizar al acetaldehido, este bloqueo ocurre a pesar de que
hay niveles altos de acetaldehido en la circulacion. La conclusién es que la peroxidacion
de los lipidos, asociada a un alto consumo de alcohol, en la que hay alteracion en la
velocidad de oxidacion del acetaldehido, principalmente por la deshidrogenasa aldehidica
de baja Km, se debe, mas que al acetaldehido mismo, a la accién de los radicales libres

del oxigeno que se forman durante el proceso.
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4.12. LIPOPEROXIDACION

Tappel defini6 como lipoperoxidacién al proceso en el que hay un deterioro oxidativo de
los acidos grasos poliinsaturados constituyentes de las membranas (Tappel, 1979). Las
membranas bioldgicas son estructuras laminares, flexibles y finas que rodean a las
células y a los organelos, desempefian multiples funciones, como es el delimitar espacios
y con ello regular la concentracién interna y externa de metabolitos, el permitir el
transporte controlado de sustancias a través de sus poros y canales, la captacion y
liberacion de sefales, la catalisis enziméatica, la transduccién de energia, el procesamiento
de la informacion, la interaccion con otras células y el anclaje del citoesqueleto
principalmente. Tienen una estructura uniforme y sus principales constituyentes son las
proteinas y los lipidos, los carbohidratos que participan se encuentran en menor
proporcion y estan unidos generalmente a unas u otros formando las glucoproteinas o los

glucolipidos.

Las distintas membranas tienen proporciones y tipos diferentes de proteinas y lipidos que
es lo que marca su especializacion, pero poseen ciertas propiedades que les son
fundamentales, en donde la principal es el estar constituidas por una bicapa formada por
fosfolipidos con &cidos grasos insaturados y poliinsaturados que le otorgan gran fluidez.
Algunas de las proteinas presentes penden de la superficie, otras estan embebidas en el
interior y otras atraviesan la membrana de lado a lado; a mayor cantidad de proteinas

presentes en las membrana, sera mayor el nimero de funciones que desarrollen.

En las membranas de las células animales los lipidos dominantes son los fosfolipidos
aunque algunas membranas particularmente como la plasmatica y la mitocondrial
contienen cantidades significativas de esfingolipidos y de colesterol. Los acidos grasos
presentes en los fosfolipidos participantes de las membranas de las células animales,
generalmente son de 14 a 24 atomos de carbono, son poliinsaturados y sus dobles

ligaduras tienen una posicion cis.

En cada lado de la bicapa lipidica, las proteinas y los lipidos pueden difundir con gran
rapidez sin embargo el intercambio de las moléculas lipidicas entre las dos mitades de la

bicapa es muy poco probable. Aunque por diferente mecanismo, tanto lipidos (Bus et al.,



1974; Dodge et al., 1967; Menzel, 1970; Goldstein et al., 1970; Thomas et al., 1968; Plaa
y Witschi, 1976; Recknagal, 1967; Slater y Sawyer, 1971), como proteinas pueden
reaccionar en presencia del oxigeno y ser sujetos al fendmeno de la peroxidacion,
ocasionando el dafio mas significativo que la célula recibe por el mecanismo de la
produccién de radicales libres. El dafio oxidativo de los acidos grasos poliinsaturados
presentes en la membrana tiende a ocasionar trastornos funcionales y de transporte ya
que ocasiona que se disminuya la fluidez (Slater et al., 1987; May y McCay, 1968;
Dormandy, 1978).

Los &cidos grasos poliinsaturados (linoléico, linolénico y araquidonico) presentes en los
fosfolipidos de la membrana celular son degradados por la lipoperoxidacion mediada por
los radicales libres con la consecuente afectacion de su integridad, sugiriendo que esto es
la causa del dafio donde hay pérdida de la funcién y destruccion de la membrana
celular.(Fridovich, 1978; Sevanian y Hochstein, 1985). Se tiene bien documentado que el
metabolismo del etanol juega un papel importante en la patogénesis de algunos disturbios
hepéticos (Di Luzio y Stege 1977; Dianzani, 1985; Cederbaum, 1989). Comporti en, 1978
propone que la lipoperoxidacion inducida por etanol se restringe a nivel hepatico, pero hay
estudios in vitro que conducen a aclarar que tejidos extrahepaticos como los del sistema

nervoso central, del testiculo y del corazén son propensos a la lipoperoxidacion.

La lipoperoxidacién en las células animales aumenta con la edad, con los estados de
enfermedad y con la presencia de toxinas; para Halliwell y Gutteridge (1989) la mejor

explicacién del estrés oxidativo es conforme a la siguiente secuencia:

ENFERMEDAD O TOXINA
\

DANO CELULAR
\

AUMENTO DE LA LIPOPEROXIDACION

Con este enfoque las enfermedades no son producidas por la presencia de radicales

libres como algunos proponen, sino que éstas son los agentes causales. En los dltimos



45

afos se ha implicado a las especies reactivas del oxigeno con una variedad de sintomas,

enfermedades y procesos degenerativos.

Ahora bien, cuando la produccion de radicales libres rebasa las condiciones fisioldgicas,
generalmente se debe a la presencia de agentes externos como es el caso de la ingesta
de etanol; la lipoperoxidacion descrita arriba con sus tres etapas -iniciacion propagacion y
terminacion- se ve afectada en la ultima parte del proceso ya que la terminacién no se
puede llevar a cabo en su totalidad y la presencia de los radicales producidos ocasionan
dafios a la membrana al mismo tiempo que produce metabolitos téxicos. Las
consecuencias del dafio pueden ser agregacion, entrecruzamiento, degradacion de
proteinas y fragmentacién dependiendo de la naturaleza de las ellas o de las especies
reactivas atacantes, alteraciéon en la actividad enzimatica o alteracién en la funcién
membranal que pueden afectar la homeostasis y las sefiales de transduccibn membranal.
Hay datos que indican que hay una relacion inversa entre lipoperoxidacion y velocidad de
proliferacion celular; ademas de que producen edema celular, cambios en la
permeabilidad vascular, inflamacién y quimiotaxis. (Niemela et al., 2002; Martinez
Sanchez, 2005)

La peroxidacion de los &cidos grasos de los lipidos de las membranas puede ocurrir tanto
por la via no-enzimatica como por la enzimatica; durante la peroxidacidbn no-enzimética
las especies reactivas de oxigeno inician el dafio oxidativo en los lipidos de la membrana
y los radicales libres de las especies resultantes, propagan el proceso de la peroxidacién,
lo que permite la acumulacion de hidroperéxidos. Estos finalmente se descomponen en
una gran variedad de productos terminales donde los principales son malondialdehido
(MDA), hexanal, y 4-hidroxinonenal (4-HNE); en la lipoperoxidacién enziméatica, los acidos
grasos oxidados son liberados de los lipidos de las membranas por fosfolipasas y otras

lipasas.

El proceso lipoperoxidativo enzimatico se inicia cuando el acido araquidénico (20:4 A 5, 8,
11, 14) se libera de los fosfolipidos de la membrana por la accion de la fosfolipasa A, en
respuesta a una variedad de estimulos, entre otros la participacion de agentes pro-
inflamatorios como es la ingesta de etanol. EI metabolismo del acido araquidonico,

representa una fuente de especies reactivas de oxigeno que pueden inducir el estrés
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oxidativo; este acido se metaboliza principalmente por tres rutas: por la via de la
lipooxigenasa que hace posible la formacion de derivados hidroxilados y leucotrienos, por
la via de la ciclooxigenasa que permite la formacion de prostaglandinas y por la via
catalizada por el citocromo P450 que conduce a la produccién de epéxidos derivados del

acido eicosatrienoico (Needleman et al., 1986; Basu-Modak et al., 1996).

La etapa de la iniciacion de la lipoperoxidacion presentada en el tema de autooxidacion
que permite, después de una serie de reacciones, la formacion del lipoperoxilo, el cual
puede sustraer un hidrogeno del &cido graso vecino y continuar con la etapa de
propagacion o bien se pueden formar los endoperdxidos ciclicos por la accion de la
ciclooxigenasa y con esto se abre la posibilidad ya sea de dar lugar a la sintesis de
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos que algunos de ellos son mediadores de la
inflamacién, o bien continuar hacia la via de la degradacién donde se sintetiza MDA y
otros productos terminales como son aldehidos, algunos hidrocarburos como el pentano,

etano y otros residuos organicos (Zentella de Pifia et al., 1994a).

Como se ha mencionado antes, el MDA es s6lo una de las moléculas que se generan al
final de la lipoperoxidacion al igual que diversas moléculas, pero son los aldehidos los que
van a formar aductos con proteinas que alteran las funciones de éstas dentro del
metabolismo general. EIl MDA al formar aductos con acetaldehido y proteinas induce el
aumento en la secrecion de citocinas que promueven la inflamacion, aumenta la
produccién de moléculas que son parte de la matriz extracelular que desencadenan la
fibrosis en la region perivenular, ademas de que aumenta la secrecién de proteinas que

permiten la activacion del factor de crecimiento que desencadena la cicatrizacién.

Para su identificacion en el laboratorio el MDA reacciona a bajo pH y a temperatura
elevada, participa en reacciones nucleofilicas con el acido tiobarbittrico (TBA) generando
un color rosado de un aducto de MDA con TBA (MDA-TBA,), lo que permite que esta
reaccién se utilice como un indice de lipoperoxidacién; el MDA puede reaccionar con otras
moléculas distintas al TBA, del mismo modo que el TBA reacciona con otros aldehidos,
actualmente se designa a la prueba como sustancias que reaccionan con acido

tiobarbiturico (TBARS), es una prueba no especifica, pero confiable (Janero, 1990).



a7

La reacciéon del MDA fue descrita por Kohn y Liversedge, en 1944, y posteriormente por
Patton y Kuntz en 1951. El método empleado es el descrito por Yagi (1976), (Kosugi et al.,
1993) tiene un coeficiente de extincién de 1.59 x10°> mM™*cm™ (Wills, 1969) se utiliza acido
acético y un buffer de fosfatos a pH 7.0 (Zentella de Pifa et al., 1992), la extraccion del
compuesto rosado se realiza en presencia de butanol-piridina. Para correr un estandar se
realiza con tetraetoxipropano en solucién acuosa a concentraciones de 1.25 a 5.0 mM,
(Gutteridge et al., 1974; Buege y Aust, 1978; Draper et al., 1986; 1993; Conti et al., 1991;
Lefévre et al., 1998).

Ademds algunas de las moléculas volatiles que se producen en la lipoperoxidacién tienen
un con alto potencial toxigénico y se ha propuesto que algunas de estas moléculas

pequefias pueden actuar en sistemas biol6gicos como segundos mensajeros. Los
lipoperoxidos pueden inhibir la actividad de algunas enzimas y los radicales LOO tienen

la capacidad de inhibir la transcripcion del ADN. El gradiente de iones calcio (Ca*") se
altera cuando la enzima calcio-ATPasa pierde su actividad catalitica debido a la oxidacion
de los grupos tioles presentes en la molécula. Es posible que ello, aunado a la entrada
excesiva de Ca?*, resultante de la pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana,
sean los eventos que lleven a la muerte celular observada en casos extremos de dafio por

la lipoperoxidacion.

4.13. METABOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO

Antes se menciond que el acido araquidénico (AA), &cido graso poliinsaturado (20:4, A 5,
8, 11, 14) forma parte de los fosfolipidos de la membrana y se libera por la accion de la
fosfolipasa A, una vez desprendido y dependiendo de los tipos de células en las de las
que se trate y de las condiciones intracelulares, va a ser responsable, mediante la llamada
cascada del &cido araquiddnico, de la formacién de los eicosanoides, un grupo de
moléculas biolégicamente activas con diversas funciones. Los principales eicosanoides y
que interesan en este estudio son las prostaglandinas (PG) y los tromboxanos (TX) que
se sintetizan por la via de la ciclooxigenasa y los leucotrienos (LT) que se sintetizan por la
via de la lipooxigenasa, su estudio es importante ya que todos los representantes de

estas lineas tienen acciones muy especificas dentro del metabolismo celular.
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FOSFOLIPIDOS DE LA MEMBRANA

Fosfolipasa A,

ACIDO ARAQUIDONICO

5-lipooxigenasa PGH, sintasa 12-Lipooxigenasa
O \

2 (Ciclooxigenasa)
5-HPETE (COX)
/ 12-HETE
PGG, 5-lipooxigenasa
LTA,

PGH, sintasa Lipoxinas
(Peroxidasa)

PGH,

PG endoperéxido
reductasa

Prostaciclina sintasa

PGF,a PG endoper-

Oxido E isomerasa

PGI,
Tromboxanog

sintasa
PGE,
TXA,

Fig. 7. Sintesis de eicosanoides a partir de 4cido araquidonico.

El AA en presencia de la prostaglandina sintasa (EC 1.14.99.1) llamada también
ciclooxigenasa (COX), una proteina presente en la membrana de los microsomas y del
reticulo endoplasmatico, inicia el proceso de oxidacion (Yamamoto, 1991). Esta enzima
cataliza dos reacciones, una como ciclooxigenasa verdadera y otra como peroxidasa; en
un primer paso el sustrato recibe una molécula de oxigeno y forma la prostaglandina G,
(PGG,) y posteriormente con la funcién de peroxidasa reduce el grupo hidroperoxido y da
lugar a la PGH,. Ambas prostaglandinas tiene una vida media muy corta y se catabolizan

para dar lugar a otros miembros de su mismo grupo y a los tromboxanos (TX). Las
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prostaglandinas y los tromboxanos sintetizados tienen mdltiples funciones, muchas de
ellas antagobnicas, asi algunas participan en la vasodilatacion y otras en la
vasoconstriccion; en la broncodilatacion y en la broncoconstriccidn; en la estimulacion y
en la inhibicion de la agregacion plaquetaria; en la activacion (algunos derivados del acido
araquidonico) y en la inhibiciébn de la inflamacién (algunos derivados w-6 del &cido
linoleico). Ademas, intervienen en la percepcion del dolor, controlar el descenso de la
presion arterial al favorecer la eliminaciéon de sustancias por el rifion y producir aumento
de temperatura corporal. A partir de PGH, y por la accion de prostaciclina sintetasa se
forma PGI, que tiene un fuerte poder antiagregante y vasodilatador, mientras que el
mismo sustrato por la accién de la tromboxano sintetasa pasa a TXA, que es un poderoso

agregante plaguetario y vasoconstrictor (Samuelsson, 1972).

Por estudios realizados por Needleman y sus colaboradores hacia 1990 (Raz y
Needleman, 1990; Needleman e Isakson, 1997) encontraron que la ciclooxigenasa tiene
dos isoformas la COX-1 y la COX-2, ambas reaccionan con el mismo sustrato, el &cido
araquidénico, pero se codifican por diferentes genes, poseen diferente estructura y

regulacion genética.

La COX-1 es una enzima constitutiva, se encuentra presente en casi todos los tejidos, en
mayor proporcion en estdmago, rifion, en células endoteliales y en plaquetas. Es
citoprotectora y participa en la agregacion plaguetaria, tiene como funcion la regulacion de
la proliferacibn de las células, participa en la produccion de prostaglandinas que
intervienen en procesos fisiolégicos tales como: proteccion del epitelio gastrico,
mantenimiento del flujo renal, la agregacion plaquetaria, la migracion de neutrofilos y
también se expresan en el endotelio vascular. Se encuentra asociada al reticulo

endoplasmico de las células y no es estimulada por la inflamacion.

La COX-2 es inducible en procesos inflamatorios y se ha planteado que su induccion es
responsable de la sintesis de prostaglandinas, que como se sabe son mediadoras de
procesos patoldgicos y por ende esta relacionada con dolor, inflamacion, fiebre y aumento
de la permeabilidad vascular (Vane, 2000; Mitchell et al., 1994; Meade et al., 1993). La
COX-2 tiene como funcion mediar los procesos de inflamacion y la sefializacion por

prostanoides, se expresa tras la induccion provocada por diversos mediadores
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inflamatorios (interfer6n vy, factor de necrosis tumoral aq, interleucina-1, factores de

crecimiento, etc.) en diversas células y tejidos.

Ambas proteinas presentan gran homologia, pero con diferencias en su sitio activo. (Raz
y Needleman, 1990; Needleman e Isakson, 1997). Para algunos autores podria existir una
tercera isoforma: la COX-3, radicada en el cerebro, mientras que para otros no seria mas
que la COX-2 pero con funciones mas propias de la COX-1. Esta enzima esta codificada
por el mismo gen que la COX-1 y al parecer los efectos analgésicos y antipiréticos de
acetaminofén, dipirona y otras drogas se realizan a través de esta isoenzima.
(Chandrasekharan et al., 2002).

4.14. INFLAMACION

La inflamacion es un mecanismo de defensa natural de la célula en el que los anticuerpos,
el complemento y las células fagociticas penetran al tejido para proteger de la presencia
de sustancias extrafias. En la inflamacion aguda los vasos sanguineos se dilatan lo que
ocasiona el rubor y el calor caracteristicos, el edema se produce por aumento de la
permeabilidad vascular y la extravasacion de leucocitos que contribuyen a la tumefaccion
y el dolor se desencadena por la accion de algunos mediadores sobre las terminaciones

nerviosas.

Los agentes que estimulan al desarrollo de la inflamacion son los llamados mediadores de
la inflamacién: histamina, bradiquinina, factor activador de plaquetas, PG, TX y LT. Estos
tres eicosanoides se consideran como hormonas locales debido a que no hay depdsito
para ellos sino que se sintetizan y liberan en funcidén de los requerimientos y se ha
identificado la presencia de PG en aquellos procesos que ocasionan ruptura de la
membrana. En el principio de la inflamacién hay leucocitos formadores de LTB, en el
exudado celular y la presencia de prostaglandinas aumenta la permeabilidad vascular. De

esta forma las PG y los LT participan directamente en el proceso de la inflamacion.

La inflamacién es un proceso limitado, sin embargo cualquier causa anormal que activa a
los fagocitos tiene la potencialidad de provocar una respuesta que puede ser devastadora.

La respuesta inflamatoria es caracteristica en muchas enfermedades tal es el caso de la
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artritis reumatoide y lupus eritematoso entre otras, en casos de inflamacion crénica el
tejido afectado es directamente expuesto a altos niveles de O, y sus metabolitos. Es muy

importante mencionar que esta misma respuesta, en ocasiones, es beneficiosa para el
organismo cuando se encuentra ante reacciones indeseables y potencialmente peligrosas

debido a agentes que le afectan como es el caso de las bacterias.

En 1982 Halliwell propone que los oxidantes pueden atacar normalmente a las
biomoléculas para crear nuevos antigenos y que esto puede contribuir a desarrollar
autoinmunidad, en esas condiciones hay una disminucion de la respuesta antioxidante

observada con una baja de la glutatién peroxidasa.

Los corticosteroides inhiben a la fosfolipasa A, y por lo tanto disminuyen la formacién de
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos e indirectamente causan una liberacién de
una proteina inhibidora de la fosfolipasa llamada lipocortina y disminuyen los niveles del
factor activador de plaquetas, ademas los esteroides tienen un efecto terapéutico en la
artritis reumatoide. Ya se habia mencionado antes que los AINEs son inhibidores de las
COX, su administracién debilita la adhesion plaquetaria mediante la disminucién del

tromboxano A, plaquetario, generandose asi una tendencia al sangrado.

4.15. INFLAMACION HEPATICA OCASIONADA POR EL ETANOL.

Las células de Kupffer son los macréfagos cuya principal funcion es la de ingerir y destruir
cualquier molécula extrafia y las células estelares tienen dos funciones, cuando estan en
reposo sirven como almacén de grasa y cuando estan activadas producen proteinas como
la coldgena, cuando estan sobreactivadas dan lugar al tejido cicatrizado ocasionado la

fibrosis.

La ingesta elevada de etanol altera la flora bacteriana intestinal, el desarrollo de las
bacterias gram-negativas se encuentra elevado; por otro lado el aumento de etanol en la
dieta ya sea en forma aguda o cronica incrementa la permeabilidad de las células
epiteliales del tubo digestivo. La pared celular bacteriana posee un lipopolisacéarido (LPS)

con actividad antigénica y cuando las bacterias que viven en el intestino liberan
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endotoxinas al morir, ambos LPS y endotoxinas pasan a la sangre portal, alcanzan el
higado, activan al receptor CD14 de las células de Kupffer, lo que ocasiona la produccién
y liberacion de varias citocinas, principalmente interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6),
factor de necrosis tumoral (TNF-a) y ERO. El TNF-a esta directamente relacionada con la
respuesta inmune, estimula la toxicidad por la induccion y activacion de sefiales quimicas
que conducen a la apoptosis (Thurman, 1998; Wheeler y Thurman, 2003). El incremento
en la secrecion de citocinas, media la comunicacién entre células y promueven la
inflamacién en la que como antes se menciond, hay gran concentracion de leucocitos y
células fagociticas, por todo lo anterior estd claro que el etanol ocasiona inflamacién

hepética.

4.16. ANTI-INFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

Desde antes de la Era Cristiana se han empleado sustancias con fines anti-inflamatorios,
en el papiro de Ebers se habla de la accidén analgésica de las hojas de mirto, HipOcrates
recomendaba la corteza de sauce y de &lamo para la fiebre. En 1763 Edward Stone
descubrié la accién antipirética del acido salicilico (ASA), en 1827 Leroux aislo el &cido
salicilico y posteriormente Kolbe trabajé en su sintesis. Finalmente después de una gran
cantidad de estudios y hallazgos relacionados con los &cidos salicilico y acetilsalicilco, en
1898 el ASA es sintetizado. En 1971, John R Vane descubrié el mecanismo por el cual la
aspirina exhibe una accion anti-inflamatoria, analgésica y antipirética, posteriormente él
prueba que la aspirina y otros AINEs inhiben la actividad de la COX la cual permite la
formacion de PGs que causan inflamacién (Vane, 1971) y en 1982 junto con Bergstrom y
Samuelsson gand el Premio Nobel, por sus investigaciones sobre la fisiologia y la

bioguimica de las prostaglandinas y las sustancias relacionadas. (Vane y Botting, 2003).

Las moléculas derivadas del &cido araquidonico se consideran como hormonas
eicosanoides, ya que tienen la capacidad de modificar algunas actividades de las células
donde se encuentran y en su contorno mas inmediato y como ya se menciond participan
en la inflamacion. Por otro lado los AINEs impiden la sintesis de prostaglandinas y
tromboxanos debido a que inhiben la actividad tanto de la ciclooxigenasa-1 (COX-1) como
a la ciclooxigenasa-2 (COX-2). Hay estudios que apoyan que la inhibicién de la COX-2, es

lo que permite la accion anti-inflamatoria, analgésica y antipirética de los AINEs. Sin
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embargo, se ha encontrado que algunas moléculas de los que inhiben simultaneamente a
la COX-1y a la COX-2 tienen la capacidad de causar hemorragias digestivas y Ulceras,

como es el caso de la aspirina.

FOSFOLIPIDOS

Fosfolipasa A,

ACIDO ARAQUIDONICO

O, PGH; sintasa
AINESs (Ciclooxigenasa)
(COX)
PGG,

PGH; sintasa
(Peroxidasa)

PGH,

Fig. 8. Los AINEs bloquean la accién de la prostaglandina sintasa y con ello la
sintesis de eicosanoides.

La mayoria de los AINEs son usados para mitigar el dolor, exhibiendo con ello su
capacidad inhibitoria de COX. Por ejemplo, el nimesulide inhibe COX-2, y debido a ello
limita la sintesis de PGE,, mientras que el ASA al inhibir preferentemente a la COX-1,

afecta a la sintesis de TX,. (Famaey, 1997).

Es importante mencionar que algunos AINEs en presencia de hepatocitos aislados,
mitocondrias 0 microsomas han demostrado tener efecto hepatotdxico, aunque estos
datos requieren mas trabajo para entender su patologia (O'Connor et al., 2003; Yokoyama
et al., 1995; Ji et al., 2001; Ong et al., 2006).



La capacidad de los AINEs para disminuir la inflamacion depende del tipo de agente
causal de la inflamacion, sumado a las caracteristicas particulares de las estructuras que
actian como inhibidores de las dos formas de COX. (Rainsford, 2007). En la Tabla 1 se
enlistan los principales AINEs que segun su estructura quimica se han clasificado en 8 6 9
grupos; se subrayan y se ponen las férmulas de los que se han elegido para el estudio
que ocupa esta tesis, (TABLA 1) que como se ha dicho antes, intervienen en la
disminucion de la lipoperoxidacion, situacion inherente a la inflamacién ocasionada por la

hepatitis alcohdlica.

En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado el dafio hepatico inducido por la ingesta
aguda de etanol en ratas y se ha encontrado que algunos AINEs, inhiben la inflamacién y
participan en la regulacion del estrés oxidativo tanto en higado entero como en

hepatocitos aislados.

Los AINEs estudiados son &cido acetilsalicilico, dipirona, naproxen, nimesulide y
piroxicam, y los resultados obtenidos indican -como se vera mas adelante- que in vivo,
disminuyen la sintesis de TAG y ayudan a bloquear la lipoperoxidacion que se alcanza
durante la ingesta aguda de etanol. (Zentella de Pifia et al., 1992), (Zentella de Pifa et al.,
1993), (Gutiérrez-Salinas et al., 1993), (Zentella de Pifa et al., 1994), (Pérez-Tapia et al.,
1996), (Zentella de Pifia et al., 1997), mientras que en hepatocitos aislados incubados
con etanol y piroxicam, hay una aumento en la poza de TAG y una disminucién de la
lipoperoxidacién (Saldafia-Balmori et al.,, 1996), (Riveros-Rosas et al., 1999), Los
resultados obtenidos nos permite proponer que estos AINEs intervienen, en algunas

condiciones, para atenuar el estrés oxidativo inducido por el etanol.
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4.16.1. Acido acetilsalicilico.

Acido 2-acetoxi-benzoico

El acido acetilsalicilico (aspirina) es un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo (AINE) de
la familia de los salicilatos, con un uso ampliamente distribuido en todo el planeta ya que
tiene acciones anti-inflamatorias, analgésicas y antipiréticas. Después de su ingestién se
absorbe en el estbmago, emigra por via plasmatica y al término de 30 minutos se ha
hidrolizado aproximadamente el 75%; tiene gran capacidad para unirse a las proteinas

plasmaticas, especialmente a la albumina.

Es un inhibidor no selectivo de las dos isoformas de la ciclooxigenasa; el centro activo de
la COX se encuentra al fondo de un canal hidrofobico y el acido acetilsalicilico acetila a la
serina 530 y deja en el canal al acido salicilico impidiendo la accion fisiolégica sobre el
acido araquidénico, asi modifica la actividad enzimatica de la COX-2 e inhibe la
agregacion plaquetaria. Por lo general, la COX-2 produce los prostanoides, la mayoria de
los cuales son pro-inflamatorios, las modificaciones que sobre esta enzima hace la
aspirina, la conducen a producir en su lugar a las lipoxinas las cuales tienden a ser anti-
inflamatorias, al mismo tiempo que se detiene la produccién de prostaglandinas y

tromboxanos.

La aspirina también interfiere con los mediadores quimicos del sistema kalicreina-cinina,
por lo que inhibe la adherencia de los granulocitos sobre la vasculatura que ha sido
dafada, estabiliza los lisosomas previniendo asi la liberacion de mediadores de la
inflamacién e inhibe la quimiotaxis de los leucocitos polimorfonucleares y macrofagos.
Reduce la fiebre, estos efectos antipiréticos probablemente son mediados tanto por la

inhibicion de la COX en el sistema nervioso central y por la inhibicién de la interleucina-1,
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el cual es liberado por los macréfagos durante los episodios de inflamacién. Se ha
demostrado que la aspirina interrumpe la fosforilacién oxidativa en las mitocondrias de los
cartilagos y del higado al difundir al espacio que esta entre las dos membranas de la
mitocondria y actia como transportador de los protones requeridos en los procesos de la
respiracion celular. Con la administracion de dosis elevadas de aspirina se observa la
aparicion de fiebre debido a una gran cantidad de calor liberado por la cadena de

transporte de electrones, lo que es contrario a la accion antipirética de la aspirina a dosis
terapéuticas. Ademas, la aspirina induce la formacion de radicales de oxido nitrico (NO’)

en el cuerpo, lo cual reduce la adhesion de los leucocitos, uno de los pasos importantes
en la respuesta inmune a infecciones, aunque aun no hay evidencias de que la aspirina
sea capaz de combatir una infeccién. Datos publicados recientemente, sugieren que el
acido salicilico, y otros derivados de la aspirina modulan sus acciones de sefalizacién
celular por medio del NF-kB, un complejo de factores de transcripcién que juegan un
papel importante en muchos procesos biologicos, incluyendo la inflamacién. Con dosis
bajas, la aspirina prolonga el tiempo de sangrado, la propiedad que tiene la aspirina como
anticoagulante, hace que su uso sea util en la reduccion de la incidencia de infartos al

miocardio.

4.16.2. Dipirona.

[(2,3-dihidro-1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-1H-pirazol-4-il) metilamina] metanosulfonato de sodio

La dipirona, llamado también metamizol es un farmaco del grupo de las pirazolonas, tiene
un potente poder analgésico, antipirético, espasmolitico y no tiene efecto anti-inflamatorio
(Pierre et al., 2007). Algunos autores sugieren que el efecto que tiene a nivel periférico, es
la activacién de canales de potasio, con lo cual produce hiperpolarizacion de las
terminales periféricas aferentes, disminuyendo asi el potencial de accién y no la
disminucion de la sintesis de PG; esto es, tiene un mecanismo diferente al resto de los

AINEs. La dipirona es un medicamento que genera controversia, en muchos paises
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constituye el analgésico no narcético muy empleado, mientras que en otros ha sido
prohibido su uso ya que en los afios 70, se descubrié que con su ingesta existia el riesgo
de agranulocitosis y anemia plastica, razon por la cual en diversos paises del primer
mundo lo han prohibido o bien han restringido su uso exclusivamente bajo prescripcion
médica (Figueroa et al., 2006).

Es un analgésico comun, un débil inhibidor no especifico a dosis dependiente de las dos
isoformas de COX (Hinz et al., 2007), pero més potente en la recientemente reportada
COX-3 (Rezende et al., 2008; Nossaman et al., 2007). Al ser un inhibidor de las
ciclooxigenasas, disminuye la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos, los cuales
sensibilizan los receptores mecénicos y quimicos al dolor; es capaz de atravesar la
barrera hemato-encefalica y la barrera hemato-placentaria. Luego de su ingesta es
rapidamente hidrolizado en el jugo géastrico a 4-metil-aminoantipirina (4-MAA),esta
molécula da lugar a 4-formil-aminoantipirina (4-FAA) y a 4-aminoantipirina (4-AA), la que
es acetilada a 4-acetil-aminoantipirina (4-AAA) por la N-acetil-transferasa; estos
metabolitos han sido usados para caracterizar su unién a COX (Pierre et al., 2007). Como
ya se menciono, el acido acetilsalicilico es un inhibidor de la COX-1 y un metabolito de la
degradacién de la dipirona el 4-metil-aminoantipirina (MAA), atenda el efecto de la ASA
sobre la COX-1 ya que forma un puente de hidrégeno con la serina de la COX-1 e impide
la participacion de ASA. (Hohlfeld et al., 2008).

4.16.3. Naproxen.
CHCOOH
CH;0

Acido (aS)-6-metoxi-a-metil-2-naftalenacético

El naproxen es un farmaco analgésico-anti-inflamatorio derivado del &cido propidnico y
clasificado como AINE inhibidor no selectivo de la COX-1. Es una sustancia liposoluble,

se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal, este proceso es facilitado por la
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presencia de alimentos en el estbmago; aunque se requeren dosis mas elevadas que
otros AINEs (200-400 mg/dia). El naproxen se une muy bien a la albumina y por lo tanto
tiene una vida media mas larga en sangre que otros analgésicos, llegando hasta 12 horas,
la maxima concentracion se tiene entre 2 y 4 horas después de su ingesta y su
metabolismo se realiza en el higado. Actua inhibiendo la sintesis de prostaglandinas, pero
su mecanismo exacto de actuacion es desconocido, es un inhibidor no selectivo de la
COX-1 (Capone et al., 2007). Por otro lado hay diversos investigadores que han
encontrado que el naproxen induce la lipoperoxidacion en hepatocitos aislados
(Yokoyama et al., 1995) ya que aumenta a las TBARS y disminuye la cantidad de
glutation. En 2001 Ji y colaboradores encontraron que en microsomas hepaticos tratados
con altas concentraciones de naproxen hay una elevacién de Fe** de donde se concluye

que el AINE contribuye al aumento de Fe** que induce la LP.

4.16.4. Nimesulide

N-(4-Nitro-2-fenoxifenil) metanesulfonamida

El nimesulide es un analgésico, anti-inflamatorio y antipirético, inhibidor de la sintesis de
prostaglandinas con accion especifica sobre la enzima inducible COX-2 y es un atrapador
de O,".(Famaey, 1997; Giuliano y Warner, 1999; Capone et al., 2007). Después de su
ingestion se absorbe con facilidad y la maxima concentracion en plasma se encuentra
entre 1 y 3 horas aproximadamente. La ingesta alimenticia puede reducir la velocidad de
absorcion y aproximadamente el 99% se une a las proteinas plasmaticas. La mayor parte
del nimesulide ingerido se metaboliza principalmente en 4-hidroxi-nimesulide y sélo entre
el 1y el 3% es excretada como tal en la orina y aproximadamente el 70% de sus

metabolitos son excretados por via urinaria y el resto por las heces. El mecanismo de
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accion del nimesulide puede contribuir a explicar algunos efectos farmacolégicos, los
cuales incluyen accién sobre la liberacion de histamina, la mieloperoxidasa de los
neutrdfilos, actividad de la bradicinina, factor de necrosis tumoral alfa, la degradacion del
cartilago, sintesis de metaloproteasas, inhibicion de la fosfodiesterasa tipo 1V, agregacion
plaguetaria y sobre la sintesis del factor activador de plaquetas. Igual que otros AINEs el
nimesulide (50 micromolar) puede iniciar un cuadro de hepatitis ya que desacopla la
respiracién y puede causar necrosis de los hepatocitos lo que ocasiona deplecion de ATP
(Berson et al., 2006).

4.16.5. Piroxicam

OH 0

R H\f

N
& 5= g
o/f Q\\\\u

Hy
4-hidroxi-2-metil-N-(2-piridinil)-2H-1,2-benzotiazina-3-carboxamida 1,1-di6xido

El piroxicam es un AINE que se absorbe completamente y su la maxima concentracion

plasmética se encuentra entre las 2 y las 4 horas después de su ingestion.

Pertenece a la familia de los oxicanes y actda inhibiendo la ciclooxigenasa (COX),
destacandose entre otros AINEs por su larga duracion de accion. Es un inhibidor no
selectivo, ya que inhibe a las isoformas (COX-1 y COX-2) de la COX (Griswold y Adams,
1999; Van Antwerpen y Néve, 2004). Ademas inhibe la quimiotaxis, la liberacion de
enzimas lisosomales, tiene capacidad de generar anion superdxido. Se une a las

proteinas plasméticas y se metaboliza por hidroxilacién y glucuronoconjugacion.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La ingestion elevada de etanol tiene una accion inflamatoria y hepatotdxica debido en
parte a un incremento en la produccion de radicales libres, a un mayor depdsito de
triacilgliceroles y a su disminucién en la degradacién y exportacion a la circulacion ya que
ambos procesos promueven un aumento de la lipoperoxidacion. Se plantea el papel de
los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) como posibles agentes que disminuyan la

sintesis de ERO y por ende la lipoperoxidacion hepética y la inflamacion.
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6. HIPOTESIS.

Los AINEs atenuan los procesos inflamatorios a través de la inhibicion de la
ciclooxigenasa y eventualmente por una disminucién en la produccion ERO. Se postula
que los AINEs disminuyan la inflamacion hepética ocasionada por la ingesta excesiva de
etanol, y en consecuencia que abatan la generacion de ERO, disminuyan la
lipoperoxidacién y por ello tienda a elevarse la poza de TAG y en general, sean menores

los efectos toxicos del etanol.
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7. OBJETIVO GENERAL
Establecer un manejo logico para revertir las acciones inflamatorias y toxicas provocadas
en el higado por la ingestion exagerada de etanol, que se base en los clasicos efectos

antiinflamatorios de los AINEs.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Conocer la participacion de algunos AINEs en el estrés oxidativo consecuente a la

intoxicacion con etanol.

2. Estudiar la modificacién que tienen los indicadores del dafio oxidativo, cuando los

hepatocitos aislados son incubados con etanol y diversas concentraciones de piroxicam.

3. Valorar los resultados obtenidos debido a la presencia del etanol, en las 3 condiciones
experimentales diferentes: ratas alimentadas, o con ayuno, y hepatocitos aislados y

detectar el efecto de los AINEs participantes



8. MATERIAL Y METODOS.

En este capitulo se presenta de manera breve y general el disefio de los experimentos
gque son el tema de estudio en los que se enfoca la presente tesis. Lo anterior obedece a
gue en el capitulo de Resultados se incluyen una serie de articulos publicados, y en cada
uno de ellos se encuentran detalladas las condiciones particulares en las que se
efectuaron los experimentos individuales: se sefialan los materiales, los métodos

empleados, el tratamiento de los animales y el manejo de las células.

Los experimentos se realizaron con ratas macho cepa Wistar alimentadas ad libitum con

dieta comercial (Nutricubos de Purina, México), con libre acceso al agua.

Para los experimentos publicados en los articulos:

» Zentella de Pifla M, Hernandez-Tobias A, Saldafia-Balmori Y, Diaz-Belmont A, Pifa E.

(1992), Biochemical ethanol effects affected by a non-steroidal anti-inflammatory drug.
FEBS Letters. 298(2-3):123-125y

» Zentella de Pifia M, Saldafia-Balmori Y, Herndndez-Tobias A, Pifia E (1993)
Nonsteroidal antiinflammatory drugs lower ethanol-mediated liver increase in lipids and
thiobarbituric _acid reactive substances. Alcohol Clin Exp Res. 17(6):1228-1232, se

emplearon ratas de 200 a 225 g de peso y se les mantuvo en ayuno de 16-24 h previas

al inicio del tratamiento.

Los datos obtenidos de los experimentos publicados en el articulo:

» Zentella de Pifia M, Corona S, Rocha-Hernandez AE, Saldaria Balmori Y, Cabrera G,

Pifa E. (1994) Restoration by piroxicam of liver glutathione levels decreased by acute

ethanol intoxication. Life Sciences. 54(19):1433-1439 se realizaron en ratas con un peso

de 150 a 200 g y a las que se les mantuvo alimentadas hasta el inicio del tratamiento.

Para los experimentos publicados en los articulos:

» Saldana-Balmori Y, Zentella de Pifia M, Guinzberg R, Rocha-Hernandez A, Pina E.

(1996) Piroxicam modifies the effects of ethanol on isolated hepatocytes. European J
Pharmacology. 317:225-229 y
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» Riveros-Rosas H, Zentella de Pifia M, Guinzberg R, Saldafa-Balmori Y, Julian-

Sanchez A, Saavedra-Molina A, Pifa E. (1999). Antagonism between the metabolic

responses induced by epinephrine and piroxicam on isolated rat hepatocytes. European J

Pharmacology. 380:49-59 se aislaron hepatocitos de ratas con 200-250 g. de peso a las

gue se les habia mantenido en ayuno las 48 h previas a su sacrificio.

Resumiendo, los experimentos realizados se dividen en:
in vivo: A. Con ayuno de 16 6 24 horas
B. Alimentadas ad libitum

in vitro: C. Con hepatocitos aislados después de un ayuno de 48 horas.

Experimentos in vivo. Una vez concluido el tiempo del ayuno, las ratas del grupo A fueron
divididas en cuatro sub-grupos y recibieron por via orogastrica en un volumen de 2.0 ml.,
de uno de los siguientes tratamientos:

1. Glucosa, 37.5 kcal/Kg. de peso (de una solucion al 40%), mas NaCl al 0.9%
equivalente a la cantidad en la que se disolvio el AINE;

2. Etanol, 5 g/Kg de peso (37.5 kcal/Kg. de peso de una solucion al 30%), mas
NaCl al 0.9% equivalente a la cantidad en la que se disolvio el AINE;

3. Glucosa a la cantidad arriba sefialada, méas uno de los cinco AINEs disueltos en
NaCl al 0.9%: &cido acetilsalicilico (56 mg/Kg. de peso), dipirona (43 mg/Kg. de peso),
naproxen (7 mg/Kg. de peso), nimesulide (30 mg/Kg. de peso) o piroxicam (10 mg/Kg. de
peso) y

4. Etanol mas uno de los cinco AINEs en las cantidades sefialadas arriba.

Los experimentos del grupo B se realizaron con ratas a las que se les mantuvo con
alimento ad libitum hasta poco antes del inicio del experimento y que recibieron uno de los

4 tratamientos descritos para las ratas del grupo A.

Tanto a las ratas de los experimentos del grupo A como las del grupo B se les permitio la
accion del etanol y/o del anti-inflamatorio por periodos que van de 2, 4, 8, 12 y 16 horas —
aunque en otros experimentos los tiempos del tratamiento no tuvieron horarios tan
amplios— al término de las cuales se sacrificaron por decapitacion se recogio la sangre en

presencia de anticoagulante y se extrajo el higado, un trozo de éste fue homogeneizado
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en agua bidestilada y se tomaron alicuotas para hacer las determinaciones de TAG,
TBARS y proteinas.

Las determinaciones de etanol se realizaron en sangre conforme al método descrito por
Bernt y Guttmann (1974). Las proteinas se midieron por la técnica de Bradford (1976). Las
determinaciones de TAG se realizaron por la técnica de Gottfried y Rosenberg (1973);
éstos se extrajeron de la alicuota del homogenizado de higado con heptano, se
hidrolizaron con KOH y el glicerol liberado se oxidé con peryodato, el formaldehido
resultante se condensd con acetil-acetona dando lugar a un derivado colorido que se
midié espectrofotometricamente, los resultados se expresan como miligramos de TAG por
miligramo de proteina. Las TBARS se midieron por el método de Ottolenghi modificada
por Hernandez-Mufioz (1984) y finalmente modificado por nosotros (Zentella de Pifia et
al., 1992). Para las determinaciones de TBARS, se tomé una alicuota de homogenizado
de higado, se incubd con buffer fosfatos por 0.15 M pH 7.4 durante 30 minutos a 37° C,
esta reaccion se detuvo con acido acético al 20% y pH 2.5, se afiadié &cido tiobarbiturico
al 0.8%, las muestras se llevaron a bafio de ebullicion por 45 minutos, se afiadio KCI al
2% y se realiz6 la extraccion con butanol-piridina (15:1) y se leyé la absorbancia de la
capa organica a 532 nm. La concentracion de TBARS en las muestras se calcularon
usando el coeficiente de extincion de 1.56 x 10° M* cm™. Los resultados se expresaron
como nmolas de TBARS por miligramo de proteina. Las determinaciones de GSH y
GSSG se realizaron conforme a la técnica reportada por Akerboon y Sies (1981), se
tomaron dos trozos de higado que fueron congelados rapidamente en N, liquido,
posteriormente en una de ellas se hizo la determinacion de glutation total, el tejido fue
homogeneizada en acido perclérico en EDTA, la otra muestra de tejido se homogeneiz6
en presencia de acido perclorico en EDTA y N-etilmaleimida para determinar el GSSG.

Los valores de GSH se obtienen de la diferencia de glutation total y el GSSG.

Para los experimentos in vitro (Grupo C):

En estos experimentos los animales tuvieron ayuno de 48 horas antes del tratamiento.
Los hepatocitos se obtuvieron conforme la técnica de Berry y Friend (1969) modificada
por Guinzberg y colaboradores (1987) mediante la perfusion del 6rgano y aislados con
colagenasa; se ensay0 la viabilidad de las células por el método de exclusion de azul de

tripan y los experimentos se realizaron cuando tuvieron 90% de viabilidad. Las células
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aisladas se incubaron en un buffer de bicarbonato Ringer-Krebs con cantidades
crecientes de piroxicam (1 x 10° a 1 x 10* M), en ausencia o presencia de epinefrina (1 x
10 M) y con 50 mM de etanol o 50 mM de lactato de sodio. Después de una hora de
incubacion, se midié la poza de TAG, la produccion de TBARS, el lactato o el etanol
consumido y las proteinas. Las técnicas empleadas para las determinaciones de TAG,
TBARS, proteinas y etanol son las mismas que se mencionaron para las determinaciones
in vivo y las determinaciones de lactato se realizaron conforme la técnica descrita por
Guttmann y Wahlefeld (1974).
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9. RESULTADOS

El estudio del dafio ocasionado por la presencia de etanol en ratas, se ha abordado desde
diferentes angulos, a continuacion se presentan 5 articulos publicados cronolégicamente
por nuestro grupo de trabajo, que nos han ayudado a conocer una accion benéfica de los
AINEs en un disefio experimental de intoxicacion alcohdlica:

» Grupo A. En los dos primeros articulos se presentan los resultados de los experimentos
realizados con animal integro, con ayuno controlado y permitiendo el efecto del etanol y
cada uno de los 5 AINEs utilizados;

» Grupo B. En el tercer articulo, se trabajo con animal integro, sin retiro del alimento y
permitiendo el efecto del etanol y sélo uno de los AINES, el piroxicam

» Grupo C. En los dos ultimos articulos los experimentos se hicieron con hepatocitos
aislados de rata incubados en presencia de etanol, con y sin epinefrina y de sélo uno de

los AINEs, el piroxicam.
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1. Zentella de Pifia M, Hernandez-Tobias A, Saldafa-Balmori Y, Diaz-Belmont A, Pifia
E. (1992). Biochemical ethanol effects affected by a non-steroidal anti-inflammatory
drug. FEBS Lett. 298(2-3):123-125.

Di Luzio en sus trabajos de 1963 y 1967 plantea el concepto de que el etanol afecta el
balance de antioxidantes en la célula hepatica y reporta que en homogenizado de higado
de rata tratada con etanol hay un aumento tanto de la poza de TAG como de la
lipoperoxidacién. Durante la oxidacion del etanol en la célula, por la accién de diversas
deshidrogenasas, se induce el incremento de NADH + H*, este aumento se refleja en una
mayor produccion de metabolitos reducidos en comparacion con los oxidados, entre otros
por la reduccion de la dihidroxiacetona fosfato ocasiona hay un aumento de glicerol-3-
fosfato, lo que ocasiona que el metabolismo se desplace hacia la sintesis de TAG. Por
otro lado, la oxidacion del etanol conduce a un aumento de acetaldehido que impulsa un
aumento de la lipoperoxidacion. Vane en 1971 descubri6 que ASA y drogas similares

inhiben la sintesis de prostaglandinas que contribuyen a la inflamacion.

El disefio original del empleo del piroxicam para esta serie de experimentos tuvo como
antecedente que con su ingesta, se observdé una mejoria en el cuadro general que
presentaban humanos varones con hepatitis alcohdlica que acudian a un servicio
hospitalario (Diaz Belmont et al., 1987). Posteriormente, en el laboratorio se encontr6é que
el piroxicam prevenia el aumento de 2 aminotransferasas en higado y que mantenia
normales los valores de TAG y los TBARS en ratas intoxicadas con CCl, (Diaz Belmont et
al., 1990).

Es importante mencionar que en el desarrollo de los experimentos publicados en este
articulo se ensayaron dos diferentes técnicas para la medicion de TAG, la sefalada en el
método de Butler et al., (1961) y la de Gottfried y Rosenberg, 1973), con la segunda se
obtuvieron resultados mas reproducibles; de igual forma la lipoperoxidacién se midié en
dos condiciones diferentes una de ellas conforme a la técnica de Ottolenghi y modificada
por Hernandez-Mufioz et al. en 1984 en la que se emplea amortiguador TRIS 0.15M pH
7.4, y la otra con la que se desarrollaron los experimentos en donde el amortiguador
TRIS, se sustituyé por uno de fosfatos 0.15 M y pH 7.4, con este amortiguador las

determinaciones se obtuvieron con mayor exactitud y reproducibilidad.
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Los experimentos se realizaron con ratas del grupo A descrito en Material y Métodos, el
AINE que se estudio fue el piroxicam, el ayuno previo al inicio del tratamiento fue de 16
horas, los animales se dividieron en los 4 sub-grupos previamente descritos. Las ratas
fueron sacrificadas después de 4, 8, 12 y 16 horas, en los resultados se observé que a las
8 y 12 horas de haber administrado el etanol hay una poza elevada de TAG, este valor se
disminuyé significativamente (P < 0.05) en las ratas que recibieron el etanol y el AINE. Los
valores mas altos de la lipoperoxidacién obtenida por la administracién de etanol se dieron
a las 8 horas y la administracién simultanea de etanol y piroxicam permitié que
disminuyeran significativamente (P< 0.001) tanto a las 8 como a las 12 horas; por otro
lado el etanol residual presente en la sangre de las ratas que fueron sacrificadas a las 8
horas de tratamiento y que habian recibido alcohol al mismo tiempo que el AINE fue 38%

menor de las que solo recibieron etanol.

En conclusién, hay un aumento en la poza de TAG y en la produccion de TBARS en
homogenizado de higado debido a la oxidacién del etanol y cuando esta presente el
piroxicam, disminuyen significativamente los TAG y los TBARS a las 18 y a las 12 horas,
del mismo modo con la presencia del AINE se activé la oxidacion del etanol, por lo que la
cantidad residual del mismo en la sangre en las ratas que lo recibieron se encontré

disminuida.
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2.- Zentella de Pifia M, Saldafia-Balmori Y, Hernandez-Tobias A, Pifia E. (1993)
Nonsteroidal antiinflammatory drugs lower ethanol-mediated liver increase in lipids
and thiobarbituric acid reactive substances. Alcohol Clin Exp Res.17(6):1228-1232.

Los experimentos se realizaron con ratas del grupo A descrito en Material y Métodos, se
siguié el protocolo presentado en la anterior publicacion pero en este estudio se trabajo
con cuatro AINE, acido acetilsalicilico, dipirona, naproxen y nimesulide. La cantidad de
etanol que recibieron las ratas ocasion6 un aumento en el contenido hepatico de TAG y

TBARS alas 8 y 12 horas después de iniciado el tratamiento.

Cuando se administré simultaneamente etanol y acido acetilsalicilico (ASA), alas 4y 8
horas, se abati6 la cantidad de TBARS producidas (P < 0.05); y considerando que la vida
media del &cido acetilsalicilico es de aproximadamente de 6 horas, fue necesario
administrar una segunda dosis del AINE, para mantener el efecto. Se encontré que a las
12 horas continué disminuida la cantidad de TBARS. Los datos obtenidos con la dipirona,
—un anti-inflamatorio que se esta borrado de los cuadros basicos de medicamentos de
paises del primer mundo debido a que el consumo sostenido por tres semanas puede
contribuir a que se presente degranulacion hepética— se encontrd que su presencia junto
con el etanol tuvo un efecto muy marcado en la disminucion de TBARS, alas 8y a las 12
horas de tratamiento (P < 0.001). El naproxen, a la concentraciébn farmacoldgica en
presencia de etanol, fue efectivo propiciando una proteccion del tejido hepatico, el que se
observé tanto en la disminucion de la poza de TAG como por la disminucion de TBARS en
el homogenizado de higado (P < 0.001). El nimesulide exhibe una accion semejante a la
presentada por estos ultimos AINEs, aunque es mas marcado su efecto como anti-

lipoperoxidativo a las 8 horas (P < 0.001) que a las 12 (P < 0.01).

Los niveles de TAG y de TBARS, en estos experimentos se elevaron por la presencia del
etanol y se disminuyeron por la participacion de los AINE, teniendo valores diferentes
dependiendo de la naturaleza del AINE y del tiempo en el que se permitié la intoxicacion.
Es notoria la observacion del efecto anti-lipoperoxidativo de los AINE empleados, asi

como la proteccion en la liberacion de TAG hepaticos.

La disminucién del contenido de etanol en sangre fue diferente para los AINE

participantes, con ASA y naproxen disminuyé importantemente a las 4 horas para el
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primero y a las 8 horas para el segundo, el nimesulide no tuvo efecto y con la dipirona
aumentd su concentracion, este comportamiento diferente del etanol en presencia de los
AINEs puede deberse entre otras causas, a efectos diferentes de los AINEs sobre la

oxidacion del etanol.

Con los resultados obtenidos con estos experimentos, proponemos que, mediante los
indicadores empleados para medir el dafio hepético, los AINEs estudiados contribuyen

para atenuar el estrés oxidativo que se produce por la ingesta aguda de etanol.
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malondaldehyde (MDAL and other subsiance, b prob-
ably the el widtly wind singe \est for mwessunng LY
Preureatment with antionidants was shown 10 be effec-
tive againgt ethunol-indeced LPF Imereitisgly, this pee-
irssment was eifective alio in preventing ethanol-induced
fatty liver," Hirweves, it i not apparesi why § noasicroids]
aptinflammstory drug (NSAID) plroncam, inhibity he
ik mereass of TBA reactive sobstances [TRARS) nd
imacylghyoeroly (TAGn) messursd sfier e acutr insoxi-
oation of rets with ethasel® Furthbermore, in the intaxi-
cated animals, prooicam producel @ decesse in the levels
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Idemtical mandard curves with lmown smonnts of
TRARS were obtained when each 1 of the 4 NSAIDs wan
added af the thiee selecied cancentmtines described in
“Meibeds.® Witk one single excepeina, dignrone, the nther
three NSAIDs M the three indiceted concontragioes did
ﬂnﬂl&d‘h'ﬁ.ﬁﬂuuﬁﬂhmhﬂuﬂnﬂh
the hamogenste of rat liver treated with glucose or with
cihanal, or wien 1 colofimeine asmay wan porformed
with or withoui the 3 min incubatbon a1 37 (e = beth-
oL Dapyrone kmered the development of color from
TRARS En the liver extract of rats trested wilh gucces or
ethanal (s 35% when the NSAID was added in vitro o a
cancentration al 0.3 me/mi, which & mors than five ime
higher than the caloslated copcesntration of digymone in
the Todal body waier and 3% fimes higher then 1be caleo-
Isied goncemtraton in the homogenate where the sy
for THARS was made These mesulis were obiaimed
whether of nod the teit way incubaied at 37C for 3 min
Iummnmmm&m

Ome glsonae- and one ethenol-dreated ran were inochuded
im each experiment. Becamse four NEATDs were tested, of
the enid of the caperimental peviod, dats from nesr X0 mis i
friem cxther 1he glaoose or cthanod groups were availahle
im each ome of the sleried times (4, R, of 12 k), For this

LRt

rensom each walue in the glaeose- o is ke Ahanad-rasnl
jproaap withim the fowr Fipares included cormesponds io =20
determinations of Blood thanol, TRAARS, and TAGS liver
comlent.

The doscy of cibamol wed in this wark produced an
increase in hepstic contend ol TAGs and TRARS, which
was chearly ovidind 4 hr afier the infoxication and was
guandikatively more importam when 18 sction of ethanal
elapsed for § or 12 ke (Fig. 1)

Axpirim, in one single dose or after a second sdminisrs-
s B har Eater, has minor cffects on the bepatic content off
TAGS and THARS from controd rats treated wilh glheooss;
ke MNSAID produced & diminulson of the TAG and
MHWWHMMMIF‘.!LEM-
inrihon is THARS was stakistically signaficant & br follow-
ing the fimd ASA sdministration, bul o seoond dose of
ARA vk used [0 keep Hie TERARS valists Below s ooes
fomnd with sthancd alose. Another offit of ki dnug
either sfier one or two sdmaniacrtions was o kower ol §
hr the comcentration of blood ethenol (Fig. 1)

Although dignrome produced some changss i the liver
vabses of TAGS snd THARS of rats roooiving, glucce, the
impariant action of this compoand was W0 promote a
wgmilicant decrease in the Hwer conbemt of TAGE amd
TBARE in ethanol-intovicaied sais {Fig. 21 Dhgnrone
ireatment for & or & hr resulted 6 6 sanisieslly sgneficant
incremie in the comcentrwiion of biood ethanol (Fg 2L
Maprenen v effoctive in lowening the wilues of TAGs
azdd THAHRS in the liver of pats treaied with ctbasal (Fig
3 This NSAID aba promotsd minor sojoss in the
plucosestreaked rads (Fag- 1) and lowered blood ethanol 4
hr aller treatmens (Fig. 31

In segard 1o the hepatic valus ol TAC amd MDA
recovered from mis receivieg glucose ar cthanol, nimesi-

cemration of blood ethanpl (Fig 44

All anbmals recerved the ssme diel. The Gnging perinds
were comparsble among the differen  experisnosnial
grougs; ikerefore, ihe infleeece of mirerals and vimmins
from the diet om LT was maintained consiand in (ke ixial,

7
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Bver incrense in TAG content, eeally prometed by an
ncwie cihanel imodication. [n o wmilir way, remmesi
with snitionidents als conirols ethanolinduced LP and
fany bver,™ Furthermone, the described actions of ke
presensly studicd cosnpounds are shared by piroxicem,*
another member of the NSAIDs famaly, (s giving
positive animer 65 the question depicied in the introduc-
tson 80 thiis study,

Hezausie quite diffevent doses of the NSATDs were wd
herein, o strict coenpanian an the relative polency of these
drugs reverting Tiver TBARS and TAG [nercases b not
refialde, Thusa mare detailed study is reguived to cormelate
e gramtiaaive differences in the described actions of 1he
selocted MSAIDs used with thesr reported pharmacoki-
nctie properties, such o effective doses, messured blood
tenceninmiions, and spoclic half-lives.

However, i potion of ithe NSAIDs was distinclive
telaied o the level of bload ethanol. |sssmuch o sspiein
and rapronen lowered tempanarily the concesirlion of
ethannl s Moml, simesulide was withow effect, but di-
rone incrensed its conconmemion. [na previous work if
hes been shown that pirgicam was effective s consis-
enily decreasing the kevel of bioad ethanod ®

The ruther high doses of MSATDs wed is (his work and
in o peevious ooe® do nof nEinimize thelr remarkable
amilir scfions ca ing TRARS and TAG mncreases
il the Hver a3 effects of cibanad intonieution. At this sage
af the siperimental work, o pomshle mechamism of thess
RSAIDs actioss i oaly specalative. The anti-LP effect of
the MEAIDs described herein might be related to the well-
extablished sction of these dnggs oe the cycloonypenase
inhibition," but o more direct sctivity of the NSAIDs
working a5 freee radical scavengen bas béen described for
seamie al them, ™™ and this possihle mochaniem cannsd be
neded eut.

It might be concluded then thai ihe NSAIDS used
cantribube to 1be eontrol of 1be oxidative strew and the
TAG accumulation cheerved in the liver asd promobed
by the scute intowication with ethamol, the mom exien-
wrvely lomic compesind conmsined by homae
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3.- Zentella de Pifia M, Corona S, Rocha-Hernandez AE, Saldafia Balmori Y, Cabrera
G, Pifia E. (1994) Restoration by piroxicam of liver glutathione levels decreased by
acute ethanol intoxication. Life Sci. 54(19):1433-1439.

Los experimentos se realizaron con ratas del grupo B descrito en Material y Métodos, se
siguié el protocolo ya descrito, aunque para estos experimentos los animales tuvieron libre
acceso al alimento hasta el inicio de tratamiento, fueron tratadas con piroxicam y/o etanol

y el tiempo que se permitié el tratamiento fue de 8 y 12 horas.

Se tiene informacion de que los niveles de glutation en los animales con ayuno
descienden a medida que pasa el tiempo y que este descenso se acentla por la
presencia de etanol. A partir de ello nos planteamos una pregunta de investigacion para la
realizacion de estos experimentos: ¢Cual seria el efecto de la presencia de alimento en
ratas a las que se les indujo dafio hepético por intoxicacion alcohdlica y que ocurriria
cuando ademas se les administraria piroxicam? El estudio se amplibé, para buscar
respuesta a a otra pregunta ¢Qué ocurriria en la poza de glutation —sistema intracelular

antioxidante— en esas ratas que recibirian etanol o etanol + piroxicam?

En ratas con ayuno de 16 h los valores de TAG, 8 y 12 h después de la administracion de
etanol muestran cifras de 0.15 mg/mg de proteina. La presencia adicional de piroxicam
disminuye la cifra a 0.08 y 0.11mg/mg de proteina respectivamente (Zentella et al., 1992).
Los datos de los experimentos realizados con los animales sin ayuno que participaron en
el presente articulo fueron los siguientes: la poza de TAG para las ratas intoxicadas con
etanol y sacrificadas a las 8 y a las 12 horas de tratamiento fueron de 0.05 y 0.022 mg/mg
de proteina respectivamente, la presencia adicional de piroxicam disminuyé la poza de

TAG a 0.01 y 0.015 mg/mg de proteina respectivamente.

Nuestros estudios realizados previamente con animales a los que se les habia retirado el
alimento, y que habian sido intoxicados con etanol y sacrificados a las 8 y 12 horas de
tratamiento (Zentella et al., 1992), la cantidad de TBARS fue de 1.7 y 1.5 nmolas/mg de
proteina respectivamente, y la presencia adicional de piroxicam disminuyé esos valores a
0.6 y 0.9 nmolas/mg de proteina respectivamente. Ahora bien, los experimentos
realizados con los animales sin ayuno en las condiciones del presente articulo, mostraron

que la cantidad de TBARS para las ratas intoxicadas con etanol y sacrificadas a las 8 y 12
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horas de tratamiento fue de 0.9 y 0.35 nmolas/mg de proteina respectivamente, la
inclusion de piroxicam disminuy6 los valores a 0.28 y 0.30 nmolas/mg de proteina
respectivamente. En los dos indicadores estudiados TAG y TBARS, la presencia de
alimento disminuyé los valores alcanzados tanto con el etanol solo, como cuando las ratas

recibieron etanol mas piroxicam.

Ante la pregunta de qué ocurriria en la poza de glutation —sistema intracelular
antioxidante— en esas ratas que recibirian etanol o etanol + piroxicam? Esta ampliamente
documentado que en la intoxicacién alcohdlica, hay un aumento de TBARS y TAG y

concomitantemente hay una disminucién de los niveles de glutation reducido (GSH).

Nuestros resultados indican que tanto a las 8 como a las 12 horas, las ratas que
recibieron etanol, tuvieron un 33 y 35% menos de GSH que sus respectivos controles que
recibieron glucosa; en las ratas que recibieron etanol + piroxicam el GSH aumenté un 32y
27% respectivamente, al compararlo con el dato correspondiente de las ratas que
recibieron solo etanol. Los valores de GSH + GSSG en las ratas que tuvieron 8, como 12
horas de tratamiento, y que recibieron solo etanol fue de 37 y 45% menos de GSH +
GSSG que sus respectivos controles, mientras que las ratas que recibieron etanol +
piroxicam tuvieron 36 y 27% mas de GSH + GSSG al comparar este dato con el obtenido
de las ratas que recibieron solo etanol. El efecto deletéreo del etanol al disminuir la poza

de glutation, se revierte por la presencia del piroxicam
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(Received in final form Felwmary 18, 1094)
Summpary

The effect of plroxicam, » nonstercidal anti-inflammatory drug, on
blood sthanol and on triacylglycerols. malondialdehyds and glutathione
lovals in liver of fod rats acutely intaxicated with ethanol was studied. As
praviously raported for fasted rots, pirogicam in fed rats decresses the
concantration of ethanol in blood and inhibies the hopatic merease ol
triaayiglycerols and malondlaldahyde consaguent to ethanal administration.
In addition, the hepatic depletion of reduced and reduced ples oxbdizod
glutathions obsarved B and 12h after gavege of athanol was reversed whan
piraxicam was administersd simultansousty with athanol. The Importanca
af the finding is discussed in light of the paramount participation of
glutathione during the cellular oxidative stross,

Ky Wonde piromicam, cibamal, aloohod int oricsiion, nonsticroidal snti-inflammatory droge, glulathioos

foute ethonol Intoxication produces, in the liver cells, a ypical situation
commaonly roferred to &% oxidative strass (1); in this case characterzed by an incresss
In Hpid peroxidation (LP) (2,3), in which maximum enhancemant coincides with a
deplotion In the pool of reduced glutathions [G5H) (4-6). G5H ia a physiclogical fres
radical quenchor with ability to protect cells against the delaterious offects of reactive
oxygen intermedistes and free radicals (7). On tho other side, it seems conveniant to
kagp In mind that the most widely used single test for measuring LP, consecutive 1o
an axcess in the pool of cellular free radicals (8], is the thiobarbimric acid assay for
malondisldahyds MDA} and related reactive substances [TBARS) [3).

Since piroxicam, a nonstersidal anti-dnflammetory drug, pamially provents the
livar increaso of trinoylglycerols (TAG) and TBARS resulting from the acuts Intoxication
of fasted rats with athanaol (10), the idea of this papar was to axtend this ahsersation
to fed rats and, most importantly, to study the sction of piroxicam on an antloxidant
collular aystem, such as the hopatic pool of GSH, and GSH plus oxidized glutathions
|G5H + GS5G].
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Materials and Mathods

Mels Wistar rats (150 - 200 gl fed pdd libitum with a standard Purina Chow,
wieto sllotted nto four groups: glucose, receiving lmocalaric amounts of glucose [as
40% wiv soluthon] with ragard to the doss of ethanol and squivalent amounts of
piroxicam vehicla solution; ethanol, receiving 5 g of ethanol’kg body weight (as 30%
solution) and equivalent amounts of piroxicam vehicle solution; glucose + piroxicam,
recelving isocaloric amounts of glucoss and piroxicem 10#‘:%#““
mgiml in & 25% glyceroliwater solution wivl; and ethanol + plroxicam, receiving
ethanol § g/hg and piroxicam 10 mg/ig body weight. The administered compounds
wete given by orogastric via. in order 10 Svold diurnal variations that could influence
the interpretation of the data the snimals wers systematically sacrificed 2t 5 P.M.,
complete treatment was finished 8 or 12 h before. Rats were allowed free access 1o
tood and water after ghen glucoss or athanol, with of without piroxicam.

Rats wars Bghtly anaesthatized with ethyl othar and subjected to an Incision in
tha abdamen to axposs the organs. Two piecas of liver ware taken out, blood washed
and immadiataly Introducad in Hguid Ny, within the next 24 b ono was usod to massung
oxidized glutathiona (GS8G) and the othar one 1o massurs GSH + GS5G. A samplo
of blood was guickly withdrewn by hean punctlon and placed in jee cold 0.33 N
perchioric acid 1o quantity athanal by the spactrophotomatric technique of Bernt and
Guimann [11). The remaining lhver was than pulled oul and homogenated in ice cold
bidistilled wated [1:9 wiv) to assey TAG, TBARS snd protein, TAG were determingd
by the method described by Gotifried and Rossnberg (12). Lipid perowidation was
mnmmﬂm-mmnmumuihn
The extinction coetficient of MDA 1.56 x 10" cm ' M [14) was used and the obtsined
value is considersd as the TBARS contem. Prodsin waa determined s described by
Bradiord (18] by using bovine eibumin as standard, In ofder 10 moasurs GSH + G354,
ona of the sampleés maintained in liguid N, was walghed snd homogenized in 1.6 ml
ice cold | M parchiodc acid in 2 mM EDTA, the mixiurs was centrifugod st 5000 g for
10 min 6t 4°C and the suparmatant wes sdjusied In the rangs of pH 5§ - 7, at 4°C,
with & selution sontalning 2 M KOH and 0.3 M N-morpholinopropanesulfonic acid. Tha
sample was cantrifugoed agein and GSH + GBS0 wan quantifiod immadiately in an
oliguot of the suparmatant following method | dotalled by Akerboom and Sies (18],
G550 was moasured In the other Bver sample malntained In liquid Ny, and was
walghed and homoganized In 1.8 mi of & solution containing 1 M parchioric scid, 2 mM
EDTA and 50 mM N-othylmalelmida. The mixture was centilfuged at 4°C and the
suparnEtent was beought tnopH B0 st 4°C with 2 M KOM plus 0.3 M N-
merpholinopropanesulionkc pcid, the precipitats was sliminated by cemrifugation and,
in the supsrnatant, the sxcess of N-ethylmalsimids was removed by exiraction with
digthyl athes and the remsining ether ws sminsied under reduced pressure [ 16]. An
aliguet of 0.8 mi from these washed samples wis uied 1o asasy G550 by the method
IV described by Akerboom and Siea [(16). For sither G550 or GSH + G556, tha
calculation was based on the standard curves prepaied lor sach individual experimant;
iha content of G5H was calculated by the difference of both previous values.

The following resgents wera from Sigma Chemical Co., 5t Louis, Mo, USA:
B,5"-dithic-bis [2-nitrobanzolc acid); nicotinamide adenine dinucleotide phosphate,
reduced form; glutathions reductase Typa IV (from bakers yeast); glutathione oxidized
disodium sall; sthylansdiamine-tetre-scetlc #cld [EDTA) disodium  sall; trizms
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base;2-thiobarbiturle achd; potassium  chlorde; sodium  me-arsenite; potassium
hydroxide; N-athylmaloimide; N-merpholine propanesulfonic acid. Firoxicam solutions
were prepared from commarcial presentations (Feldena, from Pfizar],

Othaer reagants wera analytical grade from Merck-México.

Resylts and Discussion

Thi wall known athanol mediated increasa in lver TAG content was blocked by
piroxicam treatment for 8 h (Fig. 1). In 8 similar way, the values of TBARS were
lowared in 8 h to the valuas found in control animals by stimultaneous administration
of the nonstercldal anti-inflammatory drug [Fig. 2). Piroxicam treatment slso produced
a statistically significant diminution in the cencentration of blood ethanol measured
B h {ethanol + saling 40,16 = 3.26 pmoles of ethanol/ml of blood, n= 4, va athanal
+ plroxicam 28.1 % 0.94 gmoles sthenol/ml of bleod, n= &, p < 0.01) and 12 h
[wihanol + saline 36.48 = 2,84 pmolas ethanol/ml of blogd, n= 4, vs ethanol +
plroxicam 30.57 = 1.03 pmoles ethanoliml of blood, n= 4, p < 0.04) afrer gavage
with the hopatotoxle compound. Therafore, the action of piroxicam réversing some
effects of acute athanol Intoxication s observed in fasted rats (10) as well as in fed
animals (Figs. 1 and 2). It Is unclear whether piroxicam produces othar effecta directly
in tha Bwer or Indirectly by keeping blood ethanol concentrations low. Piroxicam
decroased athanal blood levels, as we reported previously in similar experimeants (10,
and because blood athanal levels decroased In tha saling-treated group between 8 and
12 hours, but not in the plroxdcam group, It seems that absorption might ba delayad
in the latter group.

The results of hepatic glutathione levels recorded in fed ravs subjected to
ditferent treatments are included In Tables | and 11, In rats recebving glucoss, (restmant
with plroxicam for B to 12 h produced a decrease in tha contant of hepatic GEH and
G556, without statistical significance. Moticeably, aspliin, the clpssicsl nonsteroidal
anti-inflammatory drug, or sedium salicylate, depressad rat hopatic G5H from B0 to
70% of control lovals in 4 k (171, Ethanol lowered the content of GSH and GSSG B
and 12 h after the Imoxication, the statistical significance for aach case is includad in
the footnotes of Tables | and Il The decraase in GSH by acute athanal Intoxication is
widely documantad (4-8). It is higher in fasted rats (6], but has bean recorded also in
fed anlmals (4], The values reported for G550 in rat liver are one ordar of magnitude
higher in soma papors (B} a3 compared to the numbers Included in Tables | and 1. This
vary low amount of GE8G found in the samples consldared in Tables | and Il is in
accord with othar reports in which precaution against autooxidation wake taken (16,
18, 19). Conflicting results have been documented for the liver content of GSSG in
response to acute athanol intoxication, either a 119% increase (8) or a 35% diminution
[20). The results of this pepar show a decroase of 37 and 45% in hepatic G550
valugs B and 12 h, respectively, after othenol gavage (Tables | and Ilj. The most
intereating polnt in regard o glutathiona is that in rais Intoxicated with othanal,
piroxicam treatment resulted in a statistically significant increase for the values of GSH
and GS5G recorded 8 and 12 h after the administration of tha anti-inflammatory
compound [Tablés | and 11}, Thus, the delatarious effect of athanaol lowering the hepatlc
pool of ghrtathiona was reverted by plroxicam. Of importance to this work, piroxicam
administration enhances brain glutathions lavals in the rat (21). The eftect of acuta
ethanal intoxleatlan an GSH turnover, utllizing a pulse of ™S cysteine, Indicates a
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decreased synthasis of hepatie glutathlone but a major increasoed loss of GSH from the
livar provoked by & fuge through the hepatic plasma mombrana [20). The prafoerantial
role of piroxicam reverting the sctions of ethanol intoxication on hapatic glutathions

turnaver deserves furthar study.

Iri this way, both indicators of hepatic molecular response dug 1o acuts athanol
intoxication, such as an increase in TRARS and a diminution in GSH, weara raverted by
piroxicam treatmant. The results of this paper are of potential relevance for the

following facts: athanol is the most extenalvely toxle compound consumad by humans
{22}, glutathlona is probably the more abundant metabolite with a paramount role 8%

on oxidant defense against oxidative stresa (23), and the nonsteroidal anti-
inflammatory drugs register 8 wide-sproad clinical usa (24).

E2 Glucose + Salire
EX Glucose + Piraxicam
B0 ©honsi + Saline
X Ehanal + Piresicam

:

.02

TRIACYLGLYCERIDES (mg/mg prot)
o
[}
B

B 12
HOURS AFTER ETHANOL TREATMENT

FIG. 1

Effect of piroxicam on the content of hapatic triseylglycerals fram fed
rats receiving, by orogastric via, [socaloric doses of glucose or ethanol,
equivalant to B g of ethanollkg body weight. Piroxicam was administorad
immediataly aftar glucoso or athanol gevege. The data represent average =
standard error (SE). Range of individual assays (n] from & to 6.
= p = 0.008 comparing glucose + saline vs sthanol + saline at 8 h.
#% p < 0,006 comparing ethanol + saline va athanod + plroxicam ot 8 h.
=%2 p < 0.001 comparing glucoses + saline vs ethanol + saline at 12 h.
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TBARS (nmoles/mg prot )

.2

EZ] Glucose + Saline
E3 Glucose+ Piroxicam
Ethanol + Saline
=3 Evhanol + Piroxicam

HOURS AFTER ETHANOL TREATMENT

Fd. 2
Etfect of piroxicam on the hepatie valuss of TRARS from fed rats

immadiately after glucoss or ethansl gavags. Tha dala represant sverage =

standard eror (SE). Rengs of indhddual saseys (n) from 5 o 6.

* p <0.001 comparing glucose + saling va sthanol & saling at B h,o¢
comparing ethanol + seline ve sthangl + piroaicam ot 8 h.
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TABLE I
Effect of B h Plroxicam Treatment on the Pool Velues ol Hepatic Glutathiane in Rats
Treatmant® GSH G55G GEH + G553
Glucozs + Saline 4.59+0.35" 0,027 £0.002 4.62+0.35
(5] {51 15)
Glucose + Plroxicam 3.681+0.20 0,024 = 0.004 A.63x0.20
(4} 4] ()]
Ethanol + Saling 303037 0.017 = 0.002" 3.05+0.37"
(5) {51 [1-1]
Ethanol + Plroxicam 4,13+0.12° 0.036 +0.008" 4.17=0.11"
{4} (4) (4]

Fad rats were gavaged with lsocaloric dozes of glucoss or ethanol, eguivalent 1o
5§ g of ethanolfkg body weight. Piroxicam (10 mg/kg body waight) was
adminlzsterad by orogasiric via at the Indicated groups and immediately after
glhucosa or ethanol.

Data ara In gmoles/g wet liver and correspond to the mean £ SE with the
number of rats In parentheses,

Glucose + saline v sthanol + saline p < 0.01.

Ethanol + saline vs ethanol 4+ phoxicam p < 0.03,

Glucose + salina v sthanol + saline p < 0.03.

Ethanal + saling vs ethanol 4 ploxicam p < 0.01.

Othor comparisons without statistical significance.

TABLE Nl
Effect of 12 h Piroxicam Treatmont on the Pool Values of Hepatic Glutathlone In Rats
Traatmant G5H G556 G5SH + G556
Glucosa + Salina 530+0.28 0.020 + 0.008 5.32+0.258
14 41 (4]
Glucosa + Piroxicam 4.12+0.45 0.013 +0.0017 4.13+0.45
(5] 5] [5)
Ethanol + Salina 3.48=037" 0.077 = 0.007 349£037
(5] (5] 15}
Ethanol + Piroxicam 4.44+0.35 0.016£0.001" 4.46+0.35
(5] {5} 5]

n Glucose + saline vs athanol + saline p < 0.007,
: Ethanol + sallne vs ethanol + plroxicam p < 0.03,
Othar indications as n Tahla |

88



89

Yal 54, Mo, 14, 174 TPirosdcam Boverls Liver Exhsnc] Eiffeds 145

Acknowledgemants

This work was supporied by Grant IN-Z20859592 from DGAPA, UNAM, México. The
authors are grateful to Mra. Sharon 5. Morey for her help in the preparation of the
manugcrpt, 1o Mr, Gabriel Moreno Campers for technlcal assistance and 1o Mrs. Ross
Marfa Hidalgo for typing the manusenpt.

Raforonces

H. SIES, Oxidative sirezs, H. Sias (ed), 1-7, Academic Press, San Diegol1885).

MR, O LUZIO, Life Sed. 3 113-118 (1964},

R. NORDMANN, C. RIBIERE and H. ROUACH, Fres Rad. Biol, Mad. 12 219-240

(1992}

L., VIDELA, V. FERNANDEZ, G. UGARTE and A. VALENZUELA, FEBS Lett. 777

6-10 {1580).

L.A. VIDELA and A, VALENZUELA, Life Sci. 37 2385-2407 (1982].

A, VALENZUELA, C. LAGODS, K. SCHMIDT and L.A. VIDELA, Biochom.

Pharmacol. 34 2208-2212 (1885).

7. A, MEISTER, Sclenca 220 472-477 [1883).

8. T.F. SLATER, Free Radical Mechanlsms In Tizsue Infury, T.F. Slater {ed),
171-187, Pion, London [1872],

a. J.M.C, GUTTERIDGE and B.HALLIWELL. Trends Biochem. Sei. 1S 129-135
[1530].

10, M, ZENTELLA DE PINA, A. HERNANDEZ-TOBIAS, ¥. SALDANA BALMORI, A.
DIAZ BELMONT and E. PINA, FEBS Lott. 298 123-125 (1992).

11. E. BERNT and I. GUTMANN, Mathods of Enzymatic Aralysiz Vol, 3, 2nd adn,
H.U. Bargmaysr (ed], 1438-1802, Versg Chemies, Academic Press, Now York
(1974).

12. 5,P. GOTTFRIED and B. ROSENBEAG, Clin, Chem, 2 1077-1078 (1373},

13. M. ZENTELLA DE PINA, Y. SALDANA-BALMORI, A, HERNANDEZ-TOBIAS and
E. PIRA, Alcohol Clin.Exp. Res, 17 (1933}

14, T.J. PLAYER, D.). MILLS and A.A. HORTOMN, Blochem. Blophys. Res. Comm. 78
13971402, (1977),

16. M.M. BRADFORD, Anal, Biochom. 72, 248-254, (19786).

16. T.P.M. AKERBOOM and H, SIES, Mathods in Enzymology. Vol, 77 William B.
Jekoby (ad), 373-382, Academic Press Inc., New York {1981).

17. N, KAPLOWITZ, J. KUHLENKAMP, L. GOLDSTEIN and J. REEVE, J. Pharmacal.
Exp. Ther, 272 240-245 (1980},

18. H.GONTHERBERG and 5. RAPAPORT, Acta Biol. Mad, Ger. 20 559-564 [1968).

19. E. BEUTLER end CWEST, Anal. Blochem. 87 458-460 (1877).

20. H. SPEISKY, A. MACDOMNALD, G. GILES, H. ORREGD and Y. ISRAEL,
Biochem. J. 225 BE5-572 (1985).

21. L. MICHELL G, GIORGI, A.l. FIASCHI, D. CERRETANI, Pharmacol, Res, 22 31-34
(15930).

22,  G.D. WILLIAMS, B.F, GRANT, F.5. 5TINSON, T.5. ZOBECK, 5.5. AITKEN and
J. NOBLE, Public Hoalth Rep, 703 592.597 (1988),

23. A, LARSSON, 5. DRRHENIUS, A. HOLMGREN, B, MANNERVIK [ads.) Functions
of ghrtatiione. Reven Press, New York, [1583).

24. P.A. INSEL, Goodman and Gimans® The Pharmecological Basis of

Therapeutics, edn. B th. A.G. Gilman, T.W. Rall A.5. Nies and P. Taylor [eds],

638, Pargamon Press, Mew York (1580).

o - pba

i



90

4.- Saldafia-Balmori Y, Zentella de Pifia M, Guinzberg R, Rocha-Hernandez A, Pifia E.
(1996) Piroxicam modifies the effects of ethanol on isolated rat hepatocytes. Eur J
Pharmacol. 317(2-3):225-229.

En estudios con el animal integro es dificil establecer la relaciébn causa-efecto entre los
cambios bioguimicos especificos y los cambios patoldgicos. Es por ello que se realizaron
esta serie de experimentos con células aisladas, cuyo uso puede proporcionar
informacién importante para esclarecer el problema. Los experimentos realizados para
este trabajo se realizaron en presencia o no de epinefrina debido a que hay datos en la
literatura en relacion a que en animal integro, el etanol estimula la liberacién de esta
hormona (Maickel et al., 1963).

En el articulo se describen los detalles de las condiciones en las que se desarrollaron los
experimentos in vitro con hepatocitos aislados (grupo C), se tomoé lo equivalente a 10-15
mg de proteina de células aisladas, se incubaron por una hora con etanol 50 mM, otros
con lactato 50 mM, y ante cantidades crecientes de piroxicam (1x10° a 1x10* M), en

presencia o no de epinefrina (1x10°M).

Los datos obtenidos se presentaron en tres figuras graficas en el articulo original (Figs. 1,
2 y 3). Dichas figuras se presentan aqui en nuevas graficas que permiten una mejor vision
panoramica en donde sélo se ve la tendencia de los efectos obtenidos con las moléculas
empleadas, los datos de los errores estandar estan en el articulo original. Asi en funcién
de la concentracion de piroxicam se graficaron los cambios en relacion al consumo de
sustratos, a la poza de TAG y a la cantidad de TBARS producido respectivamente (Figs.
9,10y 11)

CONSUMO DE SUSTRATO. Los datos de la gréfica presentada en la Fig.1 del articulo se

reacomodaron y se presentan en la Fig. 9 en donde se observa que los hepatocitos que

consumieron mas sustrato fueron los incubados con lactato y epinefrina, con
concentraciones de piroxicam de 1x107, y1x10®° M los cuales tuvieron valores que fueron
estadisticamente diferentes a los obtenidos con las otras concentraciones de piroxicam

utilizadas.
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Los resultados presentados en la figura 9 muestran que el piroxicam, en general, estimula
el consumo de etanol, mas en ausencia de epinefrina que en su presencia; si bien, a la
concentracién de piroxicam donde ocurre el mayor consumo de etanol (1x10° M), dicho

consumo es igual en presencia o ausencia de la hormona.

Fig. 9
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HUMOLAS DE ETANOL O LACTATO CONSUMIDO EN HEPATOCITOS
INCUBADOS CON O SIN EPINEFRINA EN PRESENCIA DE PIROXICAM
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CONTENIDO DE TRIACILGLICEROLES. Los hepatocitos que tuvieron mayor contenido

de TAG fueron los incubados con etanol o lactato, sin epinefrina y a concentraciones altas

de piroxicam (1x10™ a 1x10° M). Los hepatocitos que tuvieron una poza con menor
contenido de TAG se incubaron con lactato en presencia de epinefrina y a
concentraciones bajas de piroxicam (1x10% y 1x10° M) (Fig. 10). En las células
incubadas con etanol y sin epinefrina, el piroxicam muestra una tendencia a aumentar el
contenido hepético de TAG, a medida que sube la concentracién del AINE en el medio de
incubacién. Cuando a las células con etanol se afiade epinefrina, el piroxicam no muestra

ningun efecto. Estos datos contrastan con lo que se observa en el animal integro. La
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intoxicacion con etanol eleva el contenido de TAG hepaticos y la adicion de piroxicam

ocasiona un retorno a los valores normales (Zentella, 1992, 1993).

Fig. 10

mg de TAG PRODUCIDO EN HEPATOCITOS INCUBADOS CON ETANOL O
LACTATO CON O SIN EPINEFRINA EN PRESENCIA DE PIROXICAM

4 Lactato sin epinefrina
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—o— Etanol con epinefrina
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.

0.035 -

0.030 1
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mg TAG/mg de PROTEINA
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CONTROL 9 8 7 6 5 4
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PRODUCCION DE TBARS. La mayor cantidad de TBARS se produjo en los hepatocitos

que fueron incubados con lactato ya sea con o sin epinefrina, este aumento fue

inversamente proporcional a la cantidad de piroxicam afadido (fig.11). Por otro lado, la
menor produccién de TBARS por el efecto del piroxicam se observa en los hepatocitos
que se incubaron con etanol con epinefrina y con una concentracién de 1x10° M de
piroxicam. La tendencia mas importante en este trabajo es la disminucion de los TBARS
en funcién de la concentracion de piroxicam usada en los medios de incubacién (Fig. 11).

El efecto es mas claro cuando se usa etanol como sustrato.
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Fig. 11

nMOLAS DE TBARS EN HEPATOCITOS INCUBADOS CON ETANOL O
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La comparacion de los datos obtenidos con el piroxicam en relacion con los efectos
deletéreos del etanol en los 2 modelos usados, in vivo e in vitro, nos muestra similitudes y
diferencias interesantes. Entre las similitudes se observa una actividad en la oxidacion del
etanol, mas clara in vivo (Fig. 3 de Zentella et al., 1992) que in vitro (Fig. 9, concentracién
de piroxicam 1x10° M). Otra similitud de efectos, de interés para los objetivos de este
trabajo, es la capacidad del piroxicam para abatir la produccion de TBARS debidas a la
presencia y oxidacion del etanol, incluso también observada para el lactato en ausencia
de epinefrina (Fig. 11). La diferencia mas importante en los resultados, al comparar los
dos modelos, es la relacién con la poza de TAG que ya se hizo notar con antelacion.
Adicionalmente en el experimento llama la atencién que la oxidacion del lactato genere
mas TBARS que la del etanol (Fig. 11), tal como podria esperarse a partir de la abundante
informacion sobre la capacidad del etanol para producir TBARS in vivo (Di Luzio y Stege
1977; Dianzani, 1985; Cederbaum, 1989; Comporti, 1978; Zentella, 1992, 1993, 1994b).
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Piroxicam modifies the effects of ethanol on isolated rat hepatocytes

Yolanda Saldafia-Balmori, Martha Zentelln de Pifia *, Raquel Guinzberg,
Alma Rocha-Hemindez, Enrique Pifin
{gnei e Bhopmimicas, Pacaliod de hidivims, Cmtversiil Moionl At o Abiven, 4 ol TS, Mdrieo (418 1 F, ket
Eoemvord 17 Augnau i, eewinad 6 Sepiember 1T sooupiad 10 Sepleniser [995

Adirnc

I s B peperted thal pirosican prevents the hepalic meraie of Hacylghyoenides and thioharbimre acid-resctive sibsiancss
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1. Imiroduction

Eihanol 8 the most extemsively tonie compound con-
wiirsed by humens (Willizms er al, 1988; Muolt-awthorisl,
1590}, Mimety percent of people drink alcobol, $0-50% of
men heve iemporary clbanol-induced problema, and 10%
of men and 3-5% of women develop pervasive ciharal-
related problems (aleobolism), Even light drinking may
adversely interact with other medicaions and
heavier drimking can exacerhate most medical (lnessca
{Schuckis end Irwin, 1988}, Acmie ethanol insoxication i
un unresclved therapeutic episode! meana bo ameliorale the
lemposury toxac actions of bigh doses of cthanol are ghsem
i the medical armamentasium. Thus compounds with &
posenitial peotoctive effect agnimat the acute metsbolic pe-
1ens of ethanol deserve additional sischy, Previess dma
from our laboratery (Zemiells de Pila o1 al, 1992, (993)
have shawn that some nonsteroldal snti-lMammatory drugs
panially juevend ile isnavass 0 Hver macylgiycerides amd
thaoteirbsturic acid-resstive subsiances, the latier mensaned
2 an indication of celbalar oxidstive stress (Bondy and
Pearsom, 1993). Both substances are produced during acuse

" Conwaponding mathor. Tel - (5250 62)- 2008 Fax: (33.9) g18-2419,

insoxicative of feted rats with ethenol. In addition, ooe of
the mnfi-inflammatory drugs tested, nnmely piroxicam,
comaiienily produced 8 decremse in the levels off hiood
ethano] in compatison with those of contrel snimals
(Zemizlla de Pifin ot al., 1592}, The sdm of this work was to
study the effeet of piroxicnm on the 3 sudied indicasors -
wriscylglycerides, thioharbituric acid-renctive substances
it ethanod comsumpiion — in a simpler biokyrical sysen,
wuch as isolvied mr lver cells, in order 1o fcilltate the
study af the sctions of these noasteroidal anti-inflamma.
tory drugs, compourds whish are estensively wed in
elinical medicing (lneel, 19900,

Etharal was replaced by lacinte in the control experi-
menis, @nd the effect of piroxkcam oo the 3 nbove-men-
tioed indicwicey was also recorded. Epé NG Wid TOU-
tinely included in the svsays since cthanol, in the doses
used in the in vivo experiments reporsed befoee (Zensella
e Pika et al, [993), iocremiee the sonesniraibm of
epinephrine (Brodie and Mazkel, 1963), Addidonally, o a
complerely different system, possteroidal ami-infamma.
bory drigs antagonized the amiih effect of fB-
sdrenoeeptor sntagnnises (Johnson eq al., [994), This, we
enplored whether some of the benefieial actions of piroxi=
cam in ethanol inoxication might be & comsequence of a

0000 4 0 B .00 Comrwriaht © 109 Elasvior Scisncy ILY, All febis reservnd
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combined soties of mpncphning snd the anti-inflansmsory
crmmpresads.

1, Materials and methods

Male Wintar pats | 2003250 g} were fed ad Fhisum on 8
commareial diet (Muirkubos from béuico) supplemented
with minerals andd viamins = onder o schieve an opiimal
prowth pue. Afimab were fmded A8 h before st
bui free scoews to waler wis permitiod. Isolsind hepaso-
o were propend by the owihesd of Berry and Friemd
11964} m demailed pemvicaasly o al,, 1987} Cell
wiahuley s sporved by the trypam boe euchuinon metbed:
aponEwi wine pofomed whes WP viabalify wes
rpcorded. The wolmied cells were sncubsicd & described in
the fipure legends After moubation, tiscygycenide con.
tent, thiokarbiberic acid-reacthve sabstances prodesction,
lactate and ethano] cansumption snd peosein concestrtion
rmpm Ench ssamy wai routingly porfommed in

Trincylglycerides were extrcied wiith heptang and hy-
drolyzed with KOH as desoribed (Goitfried snd Rosen-
berg, 19730 Glyveers] wes then oajdieed with periodans
il the resaltng formaldehyde condensed with scerylsce-
‘oue Io form & yellew dehydeobutiding derivative, which
mrthed previoualy decrded @ dend (et 3 Pida o
o, 1990) The concemirstion of Guokarbouric ol e
mbdence in the mmple can be calouleind ming =
extinction cocfficien: of 156X 10" M cm™' (Willa,
15fl), For cthasel of lactate quantification, 3] eliguis
of the cosnpleie mookation mistire, mcluding hepsocyie,
were placed in 400 o1 of ice-cold 0.3 M perchleric acid,
i oo time and after | b of [sewhation. Tabes were srdmed
#nd then cemtrifuged, samples of \be supernatanis were
used i messure eitser cthanol or lacime, Ethanol was
quantified by the Bern and Gutmans techiique (Bems and
Gutmaem, 1974); the amoiunt of shaned, in the presence of
= ewes of NAD® mnd siohol debydrogensse
akeobol NAD ouxlomductase, EC 11,111, i propertional
e smount of MADH formed, wich was meawared
pecrophommetrically. Lactie was deiermesnd by e
Cratmnie wnd Wnhlebld et { uesnaes i Wkieteld,
M) sconlemy o e meme principhe bel eplacing slos-
bol dchydrogemase by lacmte debydropensse (1
licwieNAD ocdorsducime, EC 111270 Prows wa
determined 1 deserbed (Hrsdford, 1978), wing bovine
albumis o senderd Simietical snalyen wore made by
analysis of varisnce (Zar, 1984a) for each pironicam con-
centration, followed by pairwise by Tkey
(Zar, 1984b) or by Fsber (Levy, 1978). Dats recorded in
contral cells ve. those obinised in cells treated with each
cunceniration of pircxicam were compared by wing the
Siudens res. A difference was conssdensd wignificans
when P <008,

1 Revoltn

this s bemg sgnificant when e concenmanon of
the soti-coflemmatory dneg reschesd 107 M (P <0.05)
ﬁlr’ﬂi!:ml:ﬁihﬂ_ﬂﬂ

of the effern of the compoesds. Individual valuey vaniad
widely and the offect wis nol sstivtically significan,
Similarly, memm
e respiTEE WAk from 107" B i 107 M
P < 0,05 for 107" M) The sctions of the anti-inflamena-
tory drog em ethanod utiliesilon were the mme in bepaio-
eyies incubaied in the presence of epinephring, but the
incresss was noi wstistically sl fcam (Fig. 1)

The contenst of tiscylghycerides at the end of the 0-min
incubaiion was similar @ ww-ﬂh
ime o gibumal, with or withowt epicephrine (Fig. 20,
Indepeniemt of Uw prosnce of abswexe of oewphrine
pironaams prodeced 3 doss-depemlens rne in the pool of
macylghwerides: dhe dfforence betwern the miacyighye-
ende comterd of coll moubsind with lciss wakend poreri-
cam va thet of colls ncebeiod wih 107" or 107 M
peteackn we apnificent @ P <003, for oclls mogbesed
10 M pirowieam the difference wi wignificeni i P <
s, with (07" M plrosicam e difference wai signifi-
camt = 002 1], and with 10™* peocicam the differencs
wis mignificast also (= 0.014), The dilferences i wis-
cylglycenide confent were signiflicant by analysis of vari-

| TR e speegvy WP oF mewrre

PIROKICAN | ing W

Fig |, Effoet of proioam, m B sisencs o in the presmos of |5 08°%
M epinpliine, on ihe conusption ol fseie of chaeol by naleiad
bepingyam. Gndie] e lisgy oolle, eguisales w LD |l--ll‘|-lh,
werr nevhesnd ondn soaliseces dhaliag B
-h.lﬂll—lilﬂﬂﬂlﬂ-lhﬂlpﬂﬂwﬂﬂ
wihumal, b im sivswiphare uf O AC0, (101 lor 8 mis, 6 YTC. Exch
b e e svernge ¢ omrslend iR wol 8 = 49
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ance jext m (077 M pirowicam, Pairwiss by
Fisher's lessi-significasi diiference ten (mdicased thal wit
10" M piroxicans ibe differvnce (5 ifsoylglyoails con.
el between celle  (beubaied wilh sthamol wiibout
cpimephiine vii with eibsiial and with epinephesne was st
signifiesnl (F = 0.04%) miul the iiffermes betwsen cells
incmhared with ¢thamn| without epusephring s, e o
bmisd with lLctae with epmephrine waa significant at
F=001T (Fig 11 The combinaton of apimsphrine sl
e prvaiocod o modersie stimelabon, whech Wi B0t
upnificsy m the macyighverales pod of bepusoryies
duind wek | Thes sl =m0 ool wiwarved
& e cwils oo with Pl
Withost prowicame, bt in e preseece of episcphrne,
the molated fver cells bt Jower values of thinkarbiuric
seul-reactnvr ssbwinncey whes ewcwibaied windy eibans] -
wead of with biciaie (<008, Pig. b Mo sigrificam
differences were chserved mmong e othei 3 groups of
calle ipcubaied in the shsence of plroskeam, nansely, lac-
ase of ethanol without epinephrine, and laciaie with
epinephinine. The angi-inflammalory compounids show »
wmdency b0 decrease the amound of iklobarbituriy seid-re-
sctive substances i fiver cells (mciuhated with lscute bt
without epmephrine. The piroslesm-sducnd lowering of
the oombent of thickarbituric schl-resctive ubisscs
iulls wim more evidest when ithasol wa S substrase
(P < 00F compering control valers w5 107" poosicam)
T—hﬂm-hm#MH
3
Sypraticas differences o the e of tcbarbong
seid-fractng mitniancey wee foesd by enalyas of sen-
wmcw for 107%, 1077 mmd 107" M pleoicem. Tukey's
mmhﬂ'ﬂmmﬂlﬂl
in thicbarhitaric scid-resciive mibstarses heveoen
th-ﬁwﬂﬁmuh
incuhated with lacioie with epinephring [ = 0,003} for
10" M piroxicam, the difference between cells moshated
with sthanol withous epinephring and colls inewbated wiik
bactate with epimephring wus wljndficas o P = 0,033, and
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Fip 3 D of ferowicei, s He shanon o o i) s off |8 07"
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thsied wah litetz o el Eopeimesial oraliome el s
arm mn checrbd i P |
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fee colls ineubwied with Fikanal with epinephrine ve. cells
incubaics] wiih lactate with sp the difference was
significans a8 P 0000 Mnally for 107 M phosicam,
el imcubated with pihanal withne opinephrine va. cells
inouhated with lactate with eplneplaine the Efference was
significant o F= 0009, and for cells Eoshand wit
etharn] with epinephrine vi cells iecubared with lscsap
with spinephrine ihe difforence was agmificsss m F=
nals

& [Msrwunben

Thos peper desoriben sfmmpn 0 charsourize the actiom
of & someieroedal anti-ipfemmaery drug e counteracss
some of fhe scute #fTects of sthanol in e mt With 1hin
mim isodated i wikich lctate consumption was
increased by epinepluing (Fig. 1) weie adopted as » sim-
pler o= imare reliable model than e whole snimal
Therefore, previous results obisined with pinoxicem iress-
mezt of ethanol-lmimicated s (feniella de Piia et al.
1992) were companed wilh the deia meonled in this work
with (ssletnd culls inculmisd with sthanol sod moressing
doses of the anti - inflammnatory compousd

Iz mt mutely infowsated with rthanol, pireicen son-
wstemizly produces § decrmss i e blood cencemmron of
“nﬁ_--‘—j“.m'_}
cam D that buman, 1 wos iprsted et provices s
loten beopars ethoindd ouidetion (Frmelis de Plls o ol
1992% The mcresse m rihano! consmmpong shierved o
bsjmancytes incubmind withisst epimeptirne (Fig. 11, b
with dowes of pirosicem considered i the therspesiie
range (lmmel, 19901, i compatible with ihe mevious sug-
peituan. Intevestingly, piroakam alone sizmubsied slu, e
i o greaier exient, the comsumplion of bctaie by hepatic
cell from fasied s (Vig 1) Saudies desigmed 1o elugl-
date whether the effect of plrosicam on lsctate consusp-
tioa inchudes & wilmulation of ity axiilstion or of & conver-
wion &0 iome stomge moleculs (gheoges o iHacylghye-
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wrides) are rogmired. In regurd 10 the piroxicam-mediaied
atipmilation of selnbinis ovidstion, an alieenative thal should
be evporinentally considorod inclindes activation of the
MADH sburtle, brasding to recyclimg of NAD® and theretry
mverooming e Lmiteng w@rp in e lepeic ot
deijer of nl. 1975, Besnd sodl Morphy, 1957, v s

the shernce of spinephrine In any eveni, the o vits
resaln (Fig. 2) e opposite 1o the = vive ones { Eeerils de
Filla ez al, 19971 In this respec it could b oot iubod that
i action of puockcam m the whols 1, whercly ihe

vuilular onidative stresa, the results s Fig. 3 err comumient
with i vt ey abowimg @ ehibiory sciom of
piroicem on the olesse of sepenouide sficals from sc-
visled neutrophils (Kaplss et al, 1984} and from isolaied
Kupf¥er cells in primary colrures (Mirsndn & al, 1995,
Although the underlying mechaniam for ihis protostive
uction of proxicam remains unknown, if i of nterest that

wad then conmbilered that & smaller poal of macyljlye-
etiles might resdl bn 8 lower production of iblobarbiturie
acid-renctive sshstances (Zentella de Filla et sl 179020
hirsrver, i the i vitm st piros o s processed
= verse relshomben between iscyighyoonide (Fig. 70,
which moressnl sod isicherbiteie scid-resciive b
aence (Fig. 13, which decressed. Therefors, these isdios-
o of 1he responss 0 plroxicam s independens, o lenit
ul the bevel of lsolnted liver cells,
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5.- Riveros-Rosas H, Zentella de Pifia M, Guinzberg R, Saldafia-Balmori Y, Julian-
Sanchez A, Saavedra-Molina A, Pifia E. (1999). Antagonism between the metabolic
responses induced by epinephrine and piroxicam on isolated rat hepatocytes. Eur J
Pharmacol. 380(1):49-59.

Los datos presentados en el articulo anterior (Saldafia-Balmori et al., 1996) exhiben un
antagonismo en hepatocitos aislados entre la epinefrina y el piroxicam, en este trabajo se
estudian algunas respuestas metabodlicas de los hepatocitos incubados con ambos

compuestos, la epinefrina y el piroxicam.

Por su parte la epinefrina estimula el consumo de lactato y etanol, estimula la liberacion
hepética de glucosa a partir de lactato pero no a partir del etanol, y no tiene efecto sobre
el contenido celular de TAG. A su vez, y en forma dosis dependiente el piroxicam estimula
el consumo de lactato y etanol, estimula el contenido de TAG y no cambia la liberacion de
glucosa de los hepatocitos. El antagonismo entre las acciones de la epinefrina y el
piroxicam se observan en el caso de la estimulacion en la liberacion de glucosa hepatica a
partir del lactato que estimula la epinefrina y lo impide el piroxicam. Ademas la epinefrina
bloguea la accién del piroxicam de aumentar el contenido de los TAG hepaticos a partir de
lactato y etanol. Los resultados aqui resumidos constituyen el primer reporte de células

aisladas sobre un antagonismo entre la epinefrina y el piroxicam.

Los AINEs en general, ademas de inhibir a la ciclooxigenasa, de bloquear la sintesis de
prostaglandinas y con ello disminuir la inflamacion, pueden, tener mditiples funciones
entre otras, las relacionadas con los sistemas de transduccion de sefiales (Abramson et
al, 1990; Earnest et al., 1992), inhibir el consumo de Ca?" en neutréfilos (Abramson et al,

1985) e incrementar el nivel intracelular de AMPc (Weissmann et al, 1987).
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Antagonism between the metabolic responses induced by epinephrine
and piroxicam on isolated rat hepatocytes

Héctor Riveros-Rosas =, Martha Zentella de Pifia *, Raquel Guinzberg °,
Yolandn Saldafin-Balmori *, Adriana Julifin-Sanchez *, Alfredo Saavedm-Moling ®,
Enrique Pifia *
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Abssiracd

Monserpidal ssts-inflanssatony deigs (NEAIDW) s oot of the mow employed erspestic sgents. They bave & wide specinan of
biakogical ellicts, soma of wiich are independent of cpcloonygenese shilition, ek a0 the aliesatons on the componsats of sgnal
iransincnion nysem. s parviculer, previcas dots from oo laboratory suggrated m astaponism betwesn epinephrize and piealoss, one
of the el prescribed NSAID. Thes, this smdy deals with ihe epenephrise-piresicam satsgonism reconded Bor metabolic pespansss in
isilated Fut hepatoeyiss, The obtaingd resshs sbow Bl cpinepheine stimulsies scisse snd sthenol convurmption, nimmlne o feems
from lactatr only, snd has no effisct oo cellular inecylghyeeriies costens Otherwiae, in 8 dmo-dependemi busin, pinxices stimulates
bwriafe el exbsool consumption iccompated by = Boeae in tieyiphoeides contet, withow changes in phieoss rlous by
bepmiocyies. Piroxices hlods the spinephrise-iminced sulason of ghicoss miose from lactsie, el episephriee blocks the
plreaiess-medisied jecroiss i tacylghoerides coment from lsctie or edesol, bs contrasi, e effects of epinephrine and pirexicam,
promasting ihe consumion of lacisie mnd etheml, afe S0l sxtagonined or added aiter the simultanerm sdminiymation of bots eompeunds
Tiein Lot pewuili b prshably relatod 4o the ability of boih compoands io stinrelaie exyges conmseption. On moladed rst liver mitochondria,
pmols doses of piroxicin partially unceuple coidative pheiphoryistion, snd parsdonically iimnlsies an A TP-dependent mitcchondsisl
fanction ma clirslEnogencali. Thess reaults show for G time, on bolated i hepaineyiey, &= smapontin beinpon the metabalic
fesponiasy of epinephring amd pirovicant, o the (eecemmetios femd in plasme after #s thmapaotical siminismiion. © 159 Bluvsr
Scirnoe BY. Al righis reserved

Lrpeordi Epimephere, Pesiacim, Nessiecidal seli-i2fimmatony dng ANEAIIE Gleoesr prodarmon; Triseylghviende, Lactte commmption; Bfanid
comurmptian, Miochondrion: Cimaline Ak

1. Intradmciion

The monsignoidal asti-inflammatery drugs (NSAIDw}
cosprine oas of 1he most employed therspeutic spesss, In
%84, mearly one in seven Americass was ireated with o
NSAID (Clive and Stoll, 1984), and m 1956, 100 million
prescriptions were written for these drugs (Langmen, 1988),
Thiekr eiffectivencss 1o reduce prostaglandin-medisied fever,
pain, and wwelling, bas been attrihuted o thelr shility o
mhiksl the cyeloonypensse, prowiaplandin H - synthaes
(vane, 1971 Fereim amed Vioe, [974; Abremsos et al,

" Connpondag ssthor, Tel: +52-301008.3%, fac +325-6H20-
1%, Eamuil: brtvesssi@serridor imas s,

1985}, However, these drogs lone 5 wide spectium of
bindogicel effects, many of which are deternsined by other
mechandsm  midependent ol cyclooxyyenmse  inhibition
(Wetssmann et al, 1987, Abramson and Wesssmana, 1949
Brooks end Day, 19%91; Cronsicn and Welssnann, 1995,
Cashenan, [996), Amoag these, several repors pointed out
madifications on ihe componenis of sgnal messduciions
syutemnd, u propeny thel may aceount for diverse effects o
meminnne-deperden peocesses. Thus, NSAIDS can mad-
ify membmne viscosity, uncoupling recoplor signaling
evesty (hat depesd] upon the sfate of membrene fhaidity
{Abmimson e al, 1990} interfore with GTP/GOP ex-
chimge af the o -<subunit of regulaiery G protein (Abmmsaon
eoal, 1990, |9dY Bock the petfusis texin-dopendent
ADP-ribosylaton of the G protein in purified newtrophil

O] 2 P99, 9 N - o [roeel e O [0 Ehiepwier Sovmce BV, Al sighis reserveld
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membunes, end inhihit, in pan, the perisss fomin-sesi-
iive forenation of thmt follows cell activation
hhmm et gL, 1990, 1994; Conamein and 'Welsmans,
i

In ulifiajon, NSAIDs modify ihe af cellolar
kinaser (Earnest of al, 1992 Frante s O"Nall, 19655
Roy & al, 1995k ishibit Co'*-uptabie In nesrophils
LAbrmrson et al, [985; Wieisenmnn ot sl (987, Ksslasn-
mnta of al, 1996k rabence intressllule bvels aff oyclic
AMP Abmweos o al, 198 Winssmans @ al, 1987k

the flevt of o aml
partinlly ameomale hypatermive 'nu...jllw:. it

sdisnnseptor-blocking agenis
ol al, 1980, Ebel e al, 1986; Spenca, |986; Wong ot al,
1986; Radnck wnel Dech, |987; lohnson st al, 1994; De

wr mmalyre pirovicen effects on e meinchaodnel fiesg-
oo el coenpere them with e well-knews effecs of
epimepirine on mohochondns (Reinkan & al, 1983
Halesmp et al. 1985 Taylor @ al, 1908, Quinden and
Halevtmp, 1986; Gonsaber-Manchon ¢ al , 1988, Halossrap,
:ﬁilm-ﬂd—ll*m 1992 Garcis e o,

It b notewordhy ibat in sphie of the previous reports
shirwing pirmwicam effecis oa hepabic glucoss mewholism
(Dormrwore de Caiionl and Batielling, |19902; Salgusin-

hmnﬂ-“ﬂ?!.mmww-qﬂbr
the erypan hlue eaolisssn madusl, Gipsilosnis woie pa-
when nuse than 9% vabilily was reconded.

Omee wolated, liver cells, equmalent o [0-13 mg
were inouhated for &0 min gt 17C with contie.
s dhaling in_Krebs-Bungsr bicwbomte buffer (20 mbl
MaCl 57 mMl KO0, 1.2 ml KH, M, 12 mM MgS0,,
11 mbd NalOO,, 1.2 mbl Colll,, alfosmnd o phi T4 B
m asmmpharr of 0, O0; (F90%) T sccbeton mx-
& wm eppliteoted w13 50 B el e pi T4,
or 30 mhl vthans! = miwinde, & b swewe o B the
T_Fr-'mlll" M) ad pirnices (10—
™ M

After imcubaiion, ghiooss releass [Fales, 1963), Incoae
commumption {Cutmann snd Wahlefeld, 1974), riscylglye-
erides comtent (Gattfried and Roserberg, 1973), ethanol

(Bbgrni mnd Chuimann, [074), apd proiein coo-
cenirmiion (Beadfond, 1970) were qunnfled = detalbed
previcusly by Saldafia-Halmor gt sl (19981 Each asay
wins roulinely performed in duplicais.

Al messurcmesss weie made frem ibe same hepaio-
cyien batchen, howrver. some data 01 lsctts sl ethanal
commamptan, i3 well s Sy lgdyouriles coclmt dafa were
presenied engmally o o previess sepor fom) sor lsbors-
tory (Saldelis- Balmori o al, 1996) These doty were com-
peind wih arw eperiesi, el reesbyend = ooder o
marpray tem weh Sy plocoss rrlaes dats

Mriechonedrs from fel byvnl wor pepared by She methed
of Schmeiler and Hogrboom (193] with the modifics-
tions propsed by Siew | 19E3), & detailed previowsdy by
Zeniella de Pifia e al. [1989), with an isolation mediem
contaising 0.3 M mannisol, 0.5 mM EGTA, § =M TES
[ vt gl yomes b L Y mom inoetiians sl fonle sebd] and
0,1% bavine senem afbumin, pH 74, Mibochondris] reapi-
mibon was reconded with & Clark 0, elecoode a1 12°C.
Mitechondizal clirulline formaibon sy asayod = e
mediiim described by Coreera anid Darcis-Shine {1982%
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after 10-min incubation was ssopped by the addition of
perchloric scid (3% final concentration). Cionlling was
deiermined by ibe mothod of Boyde and Fehmatallah
{19808

Epinephrine, L-lictate, bovine sepumi albumin (fraction
ﬂ.rﬂiw[wﬂflmnhu&udﬂmﬂm:n-m
Loois, MO, USAL Onher reapersis were snslytical grids
either from Merck (Mexicol or Sigma,

Statistical analyses were performed with the software
SigmeSmt for Windows ver, 1.0 (andel Sclemifie, 1994,
cmploying one-wsy amalysis of wariance (ANOWVAL, fol-
lowed by an nll pairwise maltiple compartson procedine
using the Dhnmeti’s meibod, IF pormality test or equal
varinnce lest Emiled, 1he noppeametnc Knssknl -Wallis
one-way ANCOYA on renks was employel.

3. Resubty

The effect of pirpuicam on epinephrine-stimalsied gha-
conzogenesss from lactate (8 ghowed In Fig. 1. 1a this
figore com be ocheerved thai pirexicam, from [0°% A,
blotked the epivephrine-induced activation of ghacose syn-
ihesis om i liver hepaineyies (P < 0.003), mesnwhile
piroxicam per se dad not modify ghecose production i the
alsence of epinepheine ai any of ihe lesied concentrations
i1 nM so 0] mM) This last resubt conbrests with ihose of
Salgueiro-Fagadigomin et al. {1%9488), who meporied a
piraxicam dose-dependent ishibiion on ghaconeogencits
33%-2074) in isolsied perfused mt liver, though thin

‘ﬂq, Ly

b s | 1 i T L]

(1] 10" 10w’ ot et o

Piroxicam (M)

Fip 1. Eiffeot of differend concenmutiong of 5 o ghadoas wynihe-
sii [ lactatn in 1ol bopstocytes. incshesed with 107 M

T bindate] eela wore incubaiod m doicribod in Secion 2. ming 30 m
sodirs lecimie (pH T4} aa sebniraie; () m the presenes of epineplwiae
wnd {0 im e stemnee of epineplring. The busal syeihesis of ghato,
eficr | & of incabation, wax 123 & 30 wmol pleose: formed /& per mg of
protein. Dals exprenssd as frean S EM (o= 100

—C— Lactate
—#— Lactale = epinephring

u P
TS F I 1 ] I ! L]

a 10® 10* 107 10* 10* 10
Piroxicam (M)

Fig L EFect of &Moen concenirations of peosicam and W7 M
eparphiiited B Lactule cosaiigrion B melabed il hepwiogys. The el
wrer incubsied | b m desoied is Section 1 with 50 e wodieen laiae
ar udwirzic; () o the prosssce of apirepbone srd (01 i tha steemn
of epinephring. Each poisl repracnds B e # 80N, (0= 3% T
Baanl lawne perdistsphion wis 1394 X5 mned Mk por my of proten.

dizcrepancy can be explained by the greater copcentrations
of the NSAID sssayed in the lafer stady (0.23-] mhL
Indeed, data in Fig. | show a not statisieslly shenificant
12% decrease in glecose production with 01 mM pinaxi-
am aluce, fgure 1s in acoordenee with the 3% decreads
observed by Salpsetro-Pagadigoerin et ol {19946a) with 0.2

In comirsst, the stimaloiion on lsctale consumption in-
duced by epinepheine i isolated rai hepaiocytes wa Bof
mueedified by the presence of pmoxicam (Fig. 2% boweves,
i this cuse, pireoicam alone rises the Betane conssmption
i A dose-dependent basis, This last effect is statistically
significant (< 0.05) from 107" M prexicem concentra-
ton with & maxkmem response (#5000 s |07F M.
Furthermore, the stimulatory oifect of epinephrine amd
poxicam on et conimmption were not additive, meg-
pesting szmalsr sites of action.

Ther enpimiae b0 piosimn alvos s, n o dose-
dependent basts, the content of wriacylglycerides in iolated
ral hepatocytes moubated For 60 min with 50 mM Isctase
{Fig. 3}, The highest stimulation (51%) was observed in
the presence of 107* M piroxicam, bt the effeci was
statistically sigmificant from 1077 M pirosicam (P < 0,050
This finding agrees with previous resislts from our labom-
torry, with 8 B sivo systom, where rats treated for 4 o B b
with péroxicam (10 mg/kg body weight) exkibised a 13%
o 25% inerease in liver triacylglyoenides conient, bos
ﬂT statistical significance (Femiella de PiRa ot ol
1992},
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Triacylglycorides (% of basal)

Piradcam (i)
Mg 1. Bl of diffiems oocewriess of prodas el (008 W
rErrhaiee comirsl in olaiad rd lepeiocyes. The

ils werr incubmind | b s doerbod © St 1 eung 5 b wdien
lactein ms smdstinic, () = e prownsy of spisegslaiee pd 1O ) o B
smence of epraephres Tack potm mpemens ty mean s SEN (n= 5
Ti The bl m_ wher | b of ecctales so
A 2 A1 g sy gt g of olra.

Otherrwine, the trincy|gheesdes coniem of the isolated
fat bepatocytes wes not modified by 1-b incubation with
107F b spinephring, ssing H whi leiinie @3 substmin

m;}lThdwwﬂmrw-lﬂﬂm
dots oot mwmmw

again -mnluqﬁmmhcﬂbnn{‘:ﬂ:m
pmmds

In isolared rat bepatocytes, piroxicam stimulstes lacinie
conmusgnting (Fip. 25, Leeping constant gluccse production
{Fig. 1}, bt incressing oiscylplyeerides eontent (Fig. 31
Taken togesher, these thrée resulty sevesl thai in this
Hyilem o proportion of the |actaie consnmed afier simuls-
tion with the NSAID & osed in the iriscylghycerides
wynthesis. In order to obinin an iegrased view of the
pirandcam effocts on solated mi hepatocyies, we decided
i glabarane o Buree-dimensional plot with laciase consump-
tlon, placose relesse and wisey|glycerides coabent data (son
Fig. 4). Assuming a linear relationship between these three
membolic responsss the pe equation was proposed;

ricgyrss o] - m, e conmanpton]
+ my ¥ [ glocose relepse|
be. (1

The sdjussed constmin sl thor sanden] devistons
fimed by least squargs sw;
my =+ & Q00 (pemen tHsylghvomides  con-
Sl

]

IRAROCD
d4g44ag
EEEEER

Fig A Thivi-dinembmd phid of ("~ 10 * 8] prnocass effers on pucres peoditise, I comssation i iy glernide contrt m iolsd
Bpartoryien. Thet imeeriead bidiratmional ploty Ca—<) show Leiwral views of e deree-dimmiion] sl Fack poind reproicohs Hat mesn, with e 080 bar
harverd i e binkrssssional plois. & greide t0 rrad oy bidimanainnal propsctios b isluded o the upper righl. Pirsicen conconrations sny darwn wil &
Py sl dia s paroaiesm vt sbiosend m wheiz, ond with Ermecan @ e @y kses e foonlnie ofigh i fe dose-derenvions] piot by
fntnd W frond i relihon W e viewer Fip idl-‘i“n_ﬂ.uuw
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o [w = 3] g & ol ¥ maiiein S el sickey Sa suier semrpay,

104



105

- H By R o & 7 Lrepass Jrngl fF Pl s odags W0 19 8% 9

= =233 4 047 ipercest trissylglyoerides comtent /

percent glucoss relesse)

¢ = BIB.5 + 49.6 percend iriacylghvoerides comtent)
und ihe obtalsed regressbon coefficlent (F) is equal to
G821 (P <00l

The resualis shew kil an iscrense m
contrml b followed by a pamllel activetion in |scte
consunuptiom 1o 4 decrense in glusose inloase, roinfonmy
it sugperton that ander the evperimentad condifions de-
acribend, b o propertion of (o] lactatr o chan.
melend w0 the pymbeits of macylghweride.

O the othar ksl the wptals of lactse o soessbund by
epenepbrme 3nd 1 w used for phucoss vymthews (see white
sy im Fag 5k when pinmicam b added 1w thas s
with cpmephrine, the uptsbe of latse romatig clevised
bt it ix mot chemnelled dvwand ayrihesan lame grey
squared is Fig. 51, neither wward triscylglycends yymthe-
s, sipes the stimulniton in macyigiycerides conisi pro-
imaoded by piraxicam is blocked by epinephining, therelone,
the stimulstion of an altemative metsholio pethway must
be comsidered. Thes lest pousibility |s mipporied by the lost
ol comelation beween mscylglycerides oontesi, larmae
conssmptivn and glicos relense chaered with the ahmal-
tanenim prosence of epimephring snd prronicam. Tha, the

ooefficient for fitting thewe st dita  Fg. (1) &

= 007, wihich mrengthens i poist that under e £u-
perimcetal condiaot deacribal, snother metsbole fic of
lactabe abwmeel be enfanced, fiw slsnce, Lver rospuration
Vartrmore, speephose oot mooschoedes v ge
commsnpton coupled 10 ATF myehab (Toler o al,

Fig 7. Thore-dimemsiosal el of 10°° H#-pfll'*-ln“m_ﬂm-ﬁ__-d_n_
iiacyighyeerivhey comiend = mscdnind e Bepatecyies. Celly sent novheicd o decrbed m Sechion § epleciag laciaiv by 56w sibasod o aleicsis,
imave] bl il s Db 08 whare libeval e of e ey dirsminoa ot Dot are greacesnd sa e Fig 4 Figh b d | Mk the darie

e Exdim coTTpGE.

1968; Beebon o al, 1987 Koreembewsdd sod Fronoise,
1992 Gimrcds o ad,; 1997
Subatinntion of lactabe for n dSsrinct sabstrabe,

i
!
!
2

M piroaicam (/< 005), Additionally, pioxicam, in a
dose-depemlent basts, sugmeiits macy|glvesride conteni
in hepatncytes with o mankmem effect at 107" M pinoi-
oy b M P 00020 The stammlstion on ethasal con-
ummption & parsllel o the incems of wiscylghyeondes
ot @ hepabocyte, ahsmgh the glucose rebarse o oot
moifed by puosicam. Adpatisg this daty o Eg (1), der

11
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oy = —0.73 £ 049 iperoeni inissylglyoondes comem /

pescent ghucoss relemsel

= 121 & 50T (percent triney|ghverides costent)
andd r? = 0,838 (P < 0,02)

Fpinephrize sone stimulates etbaniod consumprion 75%
[P B0S), without any rise b the conienl of wiacylghe-
eriden of o glecoss release Simulieneces presence of
cpimcphnoe md pirouicem bevp rohasn| consumpron ele-
woied byt he incnesse @ ey phvortules. coment, b
served with prenicem shne, v sbolnbnd Uoon agsia the
wEapienim berems boh n masfes The
rogiesians intFrwees o fittasg taee lans deis m Eg (1=
the peesesce of epinephrine and parovicam i ' = 001,
this fipese o similar to the valoe obiame] wiih luiuie m

M-um-hi’—-ﬂ_i
with —_m my desly, (fopdon o o, 1584;

nd-qpﬂﬂ-lﬂhhﬂl-iﬁiﬁ

d

Q 20 40 80 B0 900
Piroalcam [ub]

Fig. 0 Effe o pivsmas oo o pgen coserpiee, By saleed i Beer
mokcrhemdra Was bk wri edsuid dn decHind e Seien 1
Miinchanira 1wy prosn] wenn sddod o mesbebon sy -
ﬂ‘ﬂ_ilﬂmn‘ m,...].'l
il T, bl el BETT A, el 5 mid TESL pil T8 i b,
b ez of | ) il el gl 1 ) S0 sl s mbied -
tarwen Fagores sm el sl 117 o A0F e 10 L)
AL s=niied e semmgmes e 1) el Sresee (0] =
et st tm | | e, 8 EACE Gl e SRS
o &) wof v (011 o plainma plu rmie | ) e
Bk e ey e sy U1 A Ge =)

miisshondria (Van den Berg and Mauin, [975; Tolmmites
et nl, 1977 McDougall i wl., 1983, Bafios =d Reyes,
1969, Mingaiio of al, 1906, Peirescy end Tarha, 199T),
this polential mechanism of sniagonism could be 5 more
genenl propeny of NSAIDL, not resiricied fo pirocicam
o,

Blﬂﬂm—th-mﬂnﬂnﬂn
phoiphorylation in misochondria, i effect af the jpmolar
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cilruline
{nmal / min x mg prot.)

¥

[+] 2 40 a0 b8 100
Piroxicam [uht)

Fig. # Hiei of pinnicen 08 cinline #yatheih = bolesd i liver

mrachoning  WMiwchondiy 4% mp protein) wesr welaned @ desaribesd

i Soction I ] meubaied with: 5 ombl KH PO, 13 M KO, ) mbl

Migil,, 186 mhd KICTH,, | mb EDTA, 10 mM mccinmie, 10 mM

Leprnithne, 10 ahl MELOL 4 pg motrsans, sndd 73 sl Tiria m 3 mf fimal
wolume. Each pool nepreicnls B mean + 5.E M. La= 45

mnge, impalsing the ATP-dependeni Runction in misochon-
drin was explored. In this way, the effect of pimxicsm on
eitfullinogencsis was fewied This activity was selecied
because comprises an imdispersable siep in the ures cycle
and [ one of the mvost importast ATP-dependerd function
in liver mitochondrin. Indeed, carbamyl phosphate syn-
thetase 1, responsible of citrullinogenesis, is the most
abupdlant emzymse in Fver misocbopdria (Raljiman and Jones,
19Ta} Fig. 9 shows the effect aof plroxicam on citrulling-
genesis in iolabed mi bver milochondeia, Piroxicam, in the
jumolar range, incresses ciinedling synithests on isolated
liver mitochondria. This last effect shows that the mild
unconipler effect of piroslcam deseribed sbove do pot
impede this importani misochondrinl ATP-dependen fupe-
tiod in ihe liver. Furthermore, the incrense in triseylglye-
erides contes induced by piroxicam {5 observnd aleo at
ihis pomolar mage, sugpgesting that this energy-dependent
stimulazion i related w the effects of piroxicam on mite-
choadria

4, Discussion

la more imegrsed exporimental modcls, other NERAID:
showied also &n nningonizm with the activetion of metabalic
pathways by cetecholamines. Thus, indomethacin and sali-
cylate decresse epinephrine- and glucagon-induccd glyco-
penalysis in vive (Wheeler and Epand, 1975, Gamguli et
al, 197% Miller et al, 1983, 1985), ool napraxen inhibits
ghreogenolysis stimulated by norepinephring in perfused
mit liver (Mascimenio of ., 1993). However, an explana-
tion of this antegonism becomes particularly diffieult in

the i vivo cxperiments since N3AIDs modify the plasma
fevels of howmones, sach es [nsulin, glocagon aed
epinephring (Rybee o al, 1978 Motz and Robemson,
1980}, Hemoe, (he use of solsted hepaiocyles seens 1o be
the suiinble model i explore, in deep, the opingonism of
epinephring and piroxicum. Such amimgonism probably i
uneelased o the abiliy of NSAIDs 10 inhibi prosmplanién
symihesls bocaier prastaglandine prodiice a similar effect:
inhibit  hepatic ghicagon- aod  epinephrine-stimalnted
ghropenolysis in isolxied mt hepsiocyies (Wheeler and
Epacd, 1975; Bmss and Ganity, 1985, Bmes e ol, 1957,
Bnnlndﬂ.-'litj. 1990; Okumura and Ssito, 1990; Oku-
mur e al, 1988a,b],

It s Emporant 1o consldernie 1hat patiems tresied with
piranieam (20 ing daily) usally show seady-stade plasma
enneentralion in the mege from 13 0 40 @M (Bropden et
al, 1984, Rugsiad, 15860 Therefore, the pinmicam effecis
describedd in ibis paper are medically relevant since they
wre sndsically sigalficant at the therapoutical coneentra-
1hon mange for piroxicam or even below 1his moge.

Interestingly, other effects of differems NSAIDs m
nanamsolar eontenimtions, quite below 1heir
rarige, have boen ropomed previeosly: the median in-
hibitory copcemtration (10, ) valees for cyclooxygennse-2
activity in intaci cells are 3 pM for diclofenac (Pilbeam et
al. 1997) and 24 oM for piroxicam (Frifich, 199T% the
IC,, valves for eyeloonygenase-1 are | oM for Amixin
and flarbiprofen (Riendenu et al., 1597k the IC,, values
for the potentiation of morphine mhabitbon of y-amino-
baiyric peid-depeideny synaptic imposmission m ot -
roas are & oM for indomethacin, and 37 oM for piroxicam
{Waughan, 1998), Inchasive, Ralsz e al. (198%) pointed out
thei ploxicam sf wery low conmoentmtions (10°'" M
pamdaxically clevates prostaglendin production in culiured
rat cabvaria, |n sdditbon, the repotsed Inhibdiory action of
piroxicam on glucose relesse tndueed by epinephrine is
szmiisnically significant From 107" W (Fig. |}

In conclusion, the astigonism of pirosicom  on
epinephrine-induced glicose production s chserved af
nmaolar renge, whereas piroxicam effects on mitochondrial
funciians are significative only a1 pmaolar moge. Thereof,
the minalar ection of tle NSAID might interfere with the
tramsduction system switched on by ibe hormons, s this
manomodar sclion seems o be independont of the pmalar
affeaan of plrokican va mivcheoidiial ot
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10. DISCUSION

El manejo medicamentoso de la intoxicacibn humana con etanol continta siendo un reto
para los médicos y los investigadores en el area de la salud. Desde luego que la
prevencién es la indicacion mas acertada, pero ya una vez que el individuo se ha
intoxicado con las bebidas alcohdlicas, es fundamental buscar alternativas de tratamiento.
Por lo tanto, existe un continuado interés de ensayar distintos tratamientos y diferentes
medicamentos para la mejoria de los pacientes intoxicados de manera aguda con etanol.

En este gran marco en el que se ubica el propésito de esta tesis.

Existian tres motivos por los cuales se inicid, a principios de la década de los 90, el
estudio de los AINEs para tratar de paliar las acciones toxicas del etanol en el tejido
hepatico. El primer motivo es la accion anti-inflamatoria de este grupo de compuestos,
gue actuarian ante la inflamacion hepética ocasionada por el etanol per se y por un
conjunto de efectos colaterales consecuentes a la afectacién de otros tejidos por la
presencia del etanol en el organismo. El segundo motivo fue un hallazgo clinico fortuito: la
administracion cronica de piroxicam a un paciente de artritis reumatoide y alcoholismo,
reveldé una mejoria en su cuadro de alcoholismo con el tratamiento del AINE en cuestién
(Diaz-Belmont y Escotto, 1987). El tercer motivo fue la mejoria que se observo en
animales de laboratorio intoxicados con CCl, cuando se les administré piroxicam (Diaz-
Belmont et al., 1990).

Por no ser el tema principal de la tesis, en la misma esta ausente la vasta informacion
existente de los AINEs en general, y de la aspirina en particular, sobre la inhibicién de las
ciclooxigenasas 1 y 2 (Vane, 1971; Famaey, 1997). La idea general es que como
consecuencia de la inhibicién de las ciclooxigenasas por los AINEs se impide la sintesis
de prostaglandinas y tromboxanos, los cuales promueven el proceso inflamatorio. En esta
tesis se le da mayor prioridad a la accion toxica que ocasiona el etanol en el higado, a
través de la generacién de ERO —que inducen la lipoperoxidacién y son medidas como
TBARS—y a las acciones deletéreas promovidas por ese exceso de las ERO. También se
incluye el estudio del depdsito excesivo de TAG en el higado debido a la intoxicacién
alcohdlica. Este indicador se incluydé porque al coincidir en la célula hepatica una

elevacion de ambas entidades quimicas se aumentard la posibilidad de que las ERO
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actuen sobre los TAG, y debido a la naturaleza quimica multiplicadora del proceso de

lipoperoxidacion, la lesion hepatica se amplifique.

En general, se obtuvieron resultados mas satisfactorios con el uso de los AINEs frente a
la intoxicacién alcohdlica con el modelo in vivo. En dicho modelo y como era de esperarse
por la informacion disponible en la literatura internacional, el etanol produjo un aumento
en los niveles sanguineos de etanol, un aumento en los niveles de TBARS en el higado
como indicadores de la poza de ERO, un aumento en los valores hepaticos de TAG
(Zentella de Pifia et al., 1992, 1993, 1994b; Pérez-Tapia et al., 1996) y una disminucién en
el contenido de glutatién total y en particular en la forma reducida de glutation (Zentella de
Pifa et al., 1994b). Uno de los resultados contundentes en esta tesis es que la
administracion de los 5 AINEs empleados en estos trabajos, modificaron favorablemente

los indicadores de la lesion tdxica promovida por la intoxicacion alcohdlica.

Los resultados relativos a la cifra de etanol en la sangre son los Unicos que no fueron
uniformes con el uso de los AINEs empleados. Mientras que con aspirina y el piroxicam
disminuyen la cantidad de etanol en sangre, con naproxén sélo a las 8 horas hubo unos
valores altos de etanol, con nimesulide la cantidad de etanol en sangre se mantuvo alta
de 4 a 8 horas de tratamiento y disminuy6é importantemente a las 12. Finalmente, la
dipirona elevé los niveles de etanol a las 4 y 8 horas a valores mas altos que ninguno de
los AINEs estudiados (Zentella de Pifa et al., 1992, 1993). La interpretacion que se le dio
al hecho de que con aspirina y piroxicam bajen mas, y mas rapido los niveles sanguineos
de etanol (Zentella de Pifa et al., 1992, 1993) es que estos AINEs fueron capaces de
acelerar la oxidacion del etanol. Existen datos previos de las limitaciones que existen en el
higado para explicar el por qué de la oxidacion del etanol en los mamiferos es un proceso
lento (Riveros-Rosas et al., 1997). En consecuencia, el hallazgo de una aceleracién en la
oxidacién del etanol tiene importancia intrinseca para entender mejor el catabolismo de
una molécula que no puede ser considerada un nutrimento normal. Ademas, si se logra
una desaparicion mas rapida del etanol en el organismo, puede arglirse que ése puede
ser el motivo suficiente para explicar un menor efecto téxico del etanol. El estudio de las
modificaciones en la velocidad de oxidacién del etanol en el higado de la rata y en
preparaciones semi-purificadas de la deshidrogenada alcohdlica por la accion de los

AINEs es una de las lineas de trabajo que se generaron como consecuencia de nuestra
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observacion original. Por otra parte, las modificaciones que promueven los distintos AINEs
en los niveles de etanol en sangre, y por ende en su velocidad de oxidacion, que como se
acaba de mencionar son distintas, no ayudan a explicar el mecanismo por el cual todos
los AINEs estudiados cambian los otros indicadores de toxicidad. En otras palabras, los
niveles de etanol en sangre no parecen determinantes, ni estan directamente asociados a
las acciones benéficas de los AINEs frente al efecto toxico del etanol en el higado de los
animales intoxicados. Los cinco AINEs estudiados revierten de manera estadisticamente
significativa los valores elevados de TAG y TBARS ocasionados por la intoxicacion
alcoholica. Ahora bien, en relacién con las cifras y estudios sobre el glutation, el Unico
AINE probado fue el piroxicam y este AINE revierte las disminuciones en glutatién total y
GSH que ocasiona el etanol en las ratas. Estudios mas recientes han mostrado que el
principal motivo por el que el etanol disminuye el glutatién en el higado es por que activa
su eflujo hacia la sangre y el piroxicam previene completamente dicho aumento en el

eflujo (Hernandez Vazquez, 2009).

Este conjunto de datos presentados por todos los AINEs estudiados, que revierten al
menos 3 indicadores de toxicidad hepética ocasionada por la ingesta de etanol, son
suficientes para sugerir la recomendacion de tratar a los enfermos agudamente
intoxicados con bebidas alcohdlicas, con el uso racional y dosis terapéuticas elevadas de
algunos AINEs. Es obvio que no puede recomendarse la prescripcion de ningun AINE si el
paciente tiene contraindicaciones precisas para recibirlos. Es mas, probablemente los
efectos de al menos un AINE, el piroxicam, pueda recomendarse para paliar las acciones
de otros toxicos hepaticos como el CCl; (Zentella de Pifia et al., 1997) e incluso en
cualquier tipo de intoxicacion hepatica. Notese ademas, que los efectos benéficos del
piroxicam ante la intoxicacion etilica no se limitan al higado, sino que se extienden a otros
tejidos como el sistema nervioso, tal como se muestra en una mas de nuestras

publicaciones (Pérez-Tapia et al., 1996).

Aun se carece de informacion suficiente en cuanto al o los mecanismos moleculares de
gue se valen los AINEs para revertir los efectos toxicos causados por el etanol en el
higado. Los resultados de los experimentos in vitro en donde un sistema menos complejo
solo integrado por células de la glandula hepatica y el medio en el cual se incubaron, en

comparacion con el organismo completo, hicieron posible obtener resultados en algunos
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de esos mecanismos moleculares y abrieron caminos para continuar avanzando. Un
problema aun mal resuelto en los experimentos con hepatocitos aislados es la seleccién
adecuada de un sustrato oxidable control. Si los hepatocitos experimentales se incuban
con una concentracion de etanol de 50 mM ¢qué deben contener como sustrato las
células controles contra las cuales se harian las comparaciones? Noétese que las
condiciones y concentraciones de los dos lotes deberian de mantenerse iguales y solo en
uno de ellos deberia de existir el etanol como sustrato oxidable. Sin embargo al incluir 50
mM de etanol en un grupo de células se modificaria la osmolaridad (300 miliosmoles de
sales mas 50 miliosmoles de etanol), la cantidad de energia que se liberaria con la
oxidacién del etanol seria 29.22 kjoules/gramo de etanol, y por ultimo la presencia del
sustrato llamado etanol. ¢ Qué se tiene que afadir en la muestra control para mantener la
osmolaridad y las calorias iguales a las de la muestra con etanol, y solo entonces, el otro

sustrato diferente al etanol?

Finalmente se decidi6é usar 50 mM de lactato en las muestras control. Vale la pena hacer
notar que con ello no se logro el objetivo deseado, la osmolaridad fue un poco mayor en la
muestra conteniendo lactato debido a la cantidad de sodio que hubo de afiadirse a la
muestra con lactato con el fin de mantener el pH de 7.4, ademés de que la concentraciéon
del Na" fue mayor en aquellas muestras en donde se afadi6. Por otra parte la
disponibilidad de energia fue también un 20% mayor para las muestras con lactato que
para las que contenian etanol. La principal ventaja del lactato en comparacién con otros
posibles sustratos (por ejemplo la glucosa o el glicerol) es que el metabolismo del lactato,
al igual que el del etanol, se inicia con una oxidaciébn inmediata, catalizada por
deshidrogenasas con idénticos cofactores, mientras que la oxidacion de glucosa o glicerol
requieren de una fosforilacion inicial catalizada por cinasas dependientes de ATP. Parece
importante hacer notar los retos tenidos con el sustrato oxidante sustituto del etanol,
puesto que, como se hace notar a continuacion se tienen algunos resultados cuya

interpretacion se dificulta.

En los hepatocitos aislados el consumo de lactato fue sisteméaticamente mayor que el
consumo de etanol (Fig. 1 en el articulo 4 y Figs. 4-7 en el articulo 5). Ademas la
epinefrina afiadida a los hepatocitos aislados estimuld el consumo de lactato més que el

de etanol (Fig. 1 en el articulo 4 y Figs. 5 en el articulo 5). Se estimulé también la
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liberacion de glucosa a partir de lactato pero no de etanol (Figs. 5y 7 en el articulo 5) y no
tuvo efecto sobre el contenido de TAG (Fig. 2 en el articulo 4 y Figs. 5y 7 en el articulo 5).
Por su parte el piroxicam, en los mismos hepatocitos aislados, estimulé el consumo de
lactato y etanol (Fig. 1 en el articulo 4 y Figs. 4 y 6 en el articulo 5), aumenté la poza de
TAG a partir de lactato y etanol (Fig. 1 en articulo 4 y Figs. 4 y 6 en el articulo 5) y no
moadifico la liberacién de glucosa por el higado ni con lactato ni con etanol (Figs. 4y 6 en
el articulo 5). Al incluir epinefrina y piroxicam en el medio de incubacion de los
hepatocitos, el piroxicam bloqued la estimulacion de la liberacion de glucosa promovida
por la epinefrina (Fig. 5 en el articulo 5). Por su lado la epinefrina bloqued el aumento en
la poza de TAG promovida por el piroxicam (Fig. 7 en el articulo 5). La promocién en el
consumo de sustratos que manifestaron la epinefrina y el piroxicam no fueron ni
blogueados ni sumados (Figs. 5y 7 en el articulo 5). Lo més rescatable de todo este
cumulo de informacion es que ambos compuestos, epinefrina y piroxicam, estimulan el
consumo de ambos sustratos, lo cual se comprueba en el caso del piroxicam por su
capacidad de aumentar el consumo de O, en mitocondrias en reposo, pero no la estimula
en mitocondrias activadas por ADP, lo que sugiere que el piroxicam posee una actividad
desacopladora de la fosforilacion oxidativa (Fig. 8 en el articulo 5), (Mingatto et al., 1996),
(Salgueiro-Pagadigorria et al., 1996). Por lo tanto el mecanismo por el cual el piroxicam
estimula la oxidacion de lactato y etanol es probablemente debido a que desacopla la
fosforilacion oxidativa y asi promueve la oxidacion de sustratos en la mitocondria de los

hepatocitos.

Una accién mas que se estudié para el piroxicam fue la de analizar la posibilidad de que
impidiera, dada su accidon desacoplante sobre la fosforilacion oxidativa, las funciones
mitocondriales dependientes del ATP. Se ensay6 el efecto del piroxicam sobre la
citrulinogénesis, una funcion de la mitocondria hepatica que requiere cantidades
importantes de ATP. El piroxicam estimuld la citrulinogénesis (Fig. 9 del articulo 5). Por lo
tanto, el efecto desacoplador del piroxicam no impide la funcién mitocondrial dependiente
de ATP, lo cual se puede relacionar directamente con otra funcién que requiere de ATP y
gue estimula el piroxicam, la sintesis de TAG. En efecto, el piroxicam por su accién sobre
la mitocondria, activa al menos dos mecanismos la sintesis hepatica de TAG: aumenta la
oxidacion de etanol y favorece las funciones mitocondriales y celulares que requieren

ATP. El resultado es el aumento en la sintesis de TAG a nivel celular.
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El aumento observado en la sintesis de TAG en presencia de etanol y piroxicam en los
hepatocitos aislados contrasta fuertemente con los datos observados in vivo: el piroxicam
y los otros AINEs empleados en animales intoxicados con etanol ocasionan una
importante disminucion en los niveles de TAG, elevados a causa del etanol, y que son

observables en el higado de los animales.

En su momento se consideraron dos hipétesis que en combinacion ayudaron a explicar
las diferencias anotadas. Por un lado, la acciéon de la epinefrina sobre los hepatocitos
aislados muestra que la epinefrina bloquea la accién del piroxicam y eleva la sintesis de
TAG vy facilita la conversion de mas sustratos oxidados en glucosa; una situacién similar
podria ocurrir in vivo en vista de que la intoxicacion con etanol estimula la liberacion de la
hormona epinefrina (Anton, 1965). La otra hipoOtesis se enfocd al tejido adiposo; la
epinefrina elevada en sangre por accion del etanol (Anton, 1965), activa la lipdlisis en el
tejido adiposo, eleva la concentracion de &cidos grasos no esterificados (acidos grasos
libres en el plasma) los que inundan al higado que los capta y asi contribuye de manera
importante a elevar la poza hepética de TAG. La hipétesis se ensay6 experimentalmente y
los datos fueron confirmatorios y concluyentes: los AINEs en el tejido adiposo inhiben la
lipdlisis estimulada por epinefrina y por AMPc (Pimentel-Veldzquez et al., 1996; Zentella
de Pifa et al.,, 2002, 2007a, 2008). Es importante establecer que fueron los datos
reportados en esta serie de trabajos los que motivaron la hipétesis aqui anotada y llevaron

a los resultados indicados.

En relacion con el estrés oxidativo promovido por el etanol, los AINEs han demostrado, in
Vivo e in vitro en higado, en sistema nervioso central (Pérez-Tapia et al., 1996) y mas
recientemente en eritrocitos (Zentella de Pifa et al., 2007b) que disminuyen el indicador
mas estudiado del estrés oxidativo, los TBARS. No se descarta que dicha accion de los
AINEs sea mediada, al menos parcialmente, por su efecto inhibitorio sobre las
ciclooxigenasas (Vane, 1971; Famaey, 1997; Frélich JC, 1997) La inhibicién de dichas

enzimas disminuiria la presencia de agentes pro-inflamatorias generadores de ERO.

A esta importante accion de los AINEs se pueden afadir otras posibilidades, una se

refiere a la menor presencia de TAG en el higado de animales tratados con etanol y
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AINEs; la menor disponibilidad de TAG en el higado se correlaciona directamente con la
capacidad de generar TBARS (Terrazos-Luch et al., 1997). Esto es, el hecho de disminuir
la presencia de TAG hepatico disminuye la posibilidad de generar TBARS. Otra
posibilidad incluye el hecho reportado para la aspirina (Castrejon et al., 1996) y en el
laboratorio se amplié para el caso del piroxicam (Castrejon et al., 1997) de que ambos son

atrapadores de ERO y por ese mecanismo disminuye la generacion de TBARS.
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11. CONCLUSIONES

Si bien falta mas por hacer, los resultados presentados en estos trabajos permiten
proponer el uso de los AINEs en el manejo medicamentoso de las intoxicaciones agudas
con etanol, e incluso en otras condiciones de intoxicacion hepética. No se hace la misma
recomendacién para la situacion de intoxicaciones cronicas con etanol o con otros toxicos,
en este Ultimo caso se ha de tener presente que los AINEs tienden a disminuir la
coagulacion sanguinea y que los enfermos cronicos del higado manifiestan con gran
frecuencia problemas de coagulacion. En suma, se puede concluir que tanto en células
aisladas como en homogenizado de higado, los AINEs estudiados contribuyen a controlar

el estrés oxidativo promovido por la accion del etanol.
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12. PERSPECTIVAS

Se propone iniciar un estudio doble ciego, controlado, a realizarse con pacientes
encamados en hospitales, que presenten un cuadro de intoxicacion aguda del higado
(preferentemente con etanol) sin problemas de coagulacion y que sean tratados con
terapia de soporte (liquidos, glucosa, etc.) y uno de los AINEs de Ultima generacidén que

son los menos toxicos.
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Piroxicam and Tenoxicam Effects on Ethanel-Indusced
Lipid Peroxidation in Brains of CD-1 Male Mice

E. PEREZ-TAPIA, Y. SALDANA-BALMORI, M. ZENTELLA-DE PINA®,
M.D. RAMIREZ-GONZALEZ' & E. PINA-GARZA
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Ethanol is a pyschosctive drug with a leng hiscory of
use imvolving muliple areas of euloire wilh economde,
social, cultural and hiobogical reprecenssions. Alcohalism
is one of the mest common pathologies in the world, b
il=spife §s imporance, ihe mechanisms invobved i
ethanal-induced disesse processes are sill unclear. Current
inberess |8 focusesd om the possible rale of an excessive
production of fres radicals [1).

The beain is suscepiible 10 oxidative stress due o its
high lipid copcentration and §is poor anticxidant deferses
[2.3]. Hypoodis is one effect of ethanol in the central
nervous sysiem, and bahality ls anotber, the former

peroxidation n rar liver [4]. Tenoxicam (TEMN) and
plraxicam (ME) are o N5AIDs of e oxlcam group
that have been shown i medify the incidence. duration
and Intency of bypposis [5]. This, ethanal-induced BLPO
hues b measured following ireaiment with TEN and PIR
o examing if these NSAIDS can alio aftenuste lipid
peroxidation in brain.

MATERIALS AND METEIHXS: We uned CI- | maie mice (2530 g
by weight) hred af the universty fom. Mice were capad & per bon
{mcryiac banes wieh irom mesh iops mnd wond shaving, chened daily)
and gives Food and waier 54 libisem. O e day of the expermmes: &
9 mom., etasnl (4 g ip) was given simulansously with either

Table 1. Effect of pirexicam (PIR) and iznoxicam (TEN) on
eﬂ_und-bﬂ:d bypmosis (HYT) and lebalny (LIET) in C-1

Fnice
Treatmeni VT Lasency is} Duration i€ SLET
4 [F] [ 13
SAL-ETD T3 ¥ EiAs 17
FIR-ETD W 0 =1 3
TEN-ETD ™ T T2 B

HYF, meswsed b the sl of the igjlting rellea. amd LET following
ethasnl (ETO; 4 pikg, ipd with demulanecus isjection of axkcams (PIR or
TEM) [ mgikg, 5=) or salne (SAL. *p < 000 compasnl with e SAL-
BT grosp wing analyih of variance follewed by 3 Stades 1 =,

accurring with an immediace onset and ihe laner follow-
ing several hours afier ehanol administration. The
underlying mechanisms are unknown, In this work, we
studied the exiemt of whole brain lipld peroxidaion in
caused by ethanc {BLINY) in mice as an indication of the
damage cosed by & mechaniam mediated by (ree radicals.
We followed the time-course of BLPD on those fime
imtervals a0 which hypaosia (HYP) and leibaliy (LET) are
observed,

It has been demonsirated that nomsteroidal angi-inflam-
mzory idnigs {NSAID) can atenuste ethaned-nidaced Tipid

ougain (5 mgikgi i) of aalime olition (0,98 NaCl). Inpcion volums
wik 0. mb'10 p body weight. Paoxicam (FIL; Feldene®, imsoakesn
[TEN, Tlhcend™ and ofansl wepre dilnsd 5 deably dimilled waler,
The doisi of chesn| and the onama, o wedl @i the lanc pousi fof
decapistion of mir, weie seliiod sccondng i prevami iBidics in
Taconie mice [5]. A1 the duses selectod, e expacied ethanol indured
HY P wean B35 witkin e far 3 e, while LET was [2% wilkin die
fiew 12 h. Comtrenl proum ieceived only abne solation, PIR or TEN,
and were ireated b9 B other eapenmesta] ploaps,

The efecm of PR and TEN & chesol-sduced BLIYD were
siudied ouly § B sfiey drug Uesmend, mls i the tike poml whes
maiiensl BP0 wes mesverad b B well o the et of el



sl Uinly thresr sorimls #a sisyival o K b eere oecl for e hetis
sl dlirrremis e The sfmbe mee Beaii Wil e iabanl i Cianseh,
my, by om oem, sed smaliiedy pnegensd b 20 oml A doshiy
dsmilisd wuies. The sumpies wess jinnsind by tee daresbhmir sod
veme vy siirians v iechmagud (THARS | gi dewerribesd by Frminlls o ol
[£]. The pivict comesl ol ledi =i Sesisined By G Tirdied
we ke i) i ovlet a pigae e dma e sil THARS fer ing of
eviin prdgin Drssminsnam ey dame in dupliie el e somape
s gl ey caleyladicin, Dils dee frpaeiad o medn & SEM Fd sb
CERES T i | s yrnk
el il wwta siidbenesd sing Lpsos, & @ eabis Bisss e 0015 =ws
e kil s

el TEARSL S, prode

111}

Bl o= Wes MeEw &8

= 4 &

L3
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Figure | Tesscsine fm e effexs il afaml EZT00 e s
lpegmmosdaiom (NEREY] b EC:0 male mucn The swimmsli W
seciprianed und L P e TRARS M Mol i) a6 medsiol
o described m METHCORS a0t pane inddiacsnd lullesmy 4 gihg. .
il ETCE Verticil hirs malicals meani + SEM estissitnl (i if bea [0

dyplegie meaniemens. *p < 003 pompared weh the comml groap
(SAL wraiml with 9% NaCTh by analvis of viriane.

RESLULTS: HYP was observed only in the groups ireased
wiith etfunol: saline-cthanol (75 % ), MR-cthaned (905 ) and
TEN-gthanod (T0% ), Mo HYP was observad (o amy of the
contror] groups (xaline-saline, FiR-saline amd Ti=N-saling).
Orily TE significantly decreased the onsel and dusation
of eibanok-indhiced WYP (Table 1)

A8 shovwn in Figume 1. cthanol decreased BN b oa
thme-drpralem mammer e resermsl 1 bescline levels by
24 b adver ethapol injeciion. The maximal level measiered
ccpurred & hoafier ethanol, when compared with the
comrol group ireaicd wiih salime (12,659 & 0,589 vs, 4.9]
+ L35 nmal TBARS!mg peotein; p < 003}, When
BLPC was stadied B b aler clbanal, anly TEN signifi-
cantly asiemisted the increase in THARS caised by eilapal
(15,27 & 039 va. 864 = 0,63 ninal THARs'myg peolein;
p o< 0% (Flg. 2). We also observed iha PIR alons
significanily increased BLPO when compared wilth the
waline-treaied commal group (692 £ 0028 v 1263 =

&
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18 &5 nonnd TRARSImy protem; p < 0 58 TEN alone had
et effect on BLIXY @ the time pomi and dose weed here
{Elg, i

v TEARS i ot

B, BAE-RFE BAL-RIE  BALTER [TUEE ETR-TES

Mgure 2. V(P i pantazsie (FT0] and TEN} ui

TETON) bbiael b i D il 1 ol THA RS g B i e
Mz wpre deogiipies] ¥ 6 hilidmg g tndiocwil 20 scesing
Mure Sl 10 m legssds 0 Tshls | and Bgare 1 axp pooc (IR
pumepdred with the ssirel prowy EALSALY and (h) p = B0
prmpuind w8l te grafp S el TTO AL ETO)

MSCUERION: The dais sbovn in [Sgere | dieae il
Ellanal-inded TLC scomiss #ith & time cvarie Ul
fuflma 1he prevepce of ibe lethal aned ool 1he hypooiic
respimse cameel] by clbenol, So we coald proposs dial ile
wlerlyimy odiemical nechanivne inggerad by édmbiid
b |'r|1:|d1.|;= HYP and LET are Sifferent, If 15 mod defTecalt
o envisage the muassive HL) as responsibie for death
associated with the anite mgestion of kigh doses of
ethanol,

(i the other hund, for the ethanol-mduced HYP there
may be two possible explanations: first, ethamd] must
eeach the hrin in onder to trigger HY'P, This suggestion
fmds strong suppori in several repons such aa the exis-
wnce of o spocific neurl membrane recepor (7] a
previous report from our Lboratory [8] where we ob-
served that HY'P diminishes when oxidative metaboliaam of
sihmed iy wadmmeal; or b chmnges causad by eilaml i
several bicchemical indicmors of CNS funciion, such 2
the concenimtions of Ca** [9,10), K* [11], and second
meisengers [12], o well o changes in moradrenengic
mechanisnas [13]. Funbemmore, catnlse oxudizes ethanod
in the healn 1o acetaldehyds [14,15], and this could be
respomible for the HYP [14-17).

Reganding the pasxible role of BLPO in the cthamal-in-
duced LET, i is womh mentioning that hepatic lipaperod-
dation slso resches o maxsmal level several henirs afier
ethanol sdmimistration [1B]. W is likely, therefore, tha
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Effect of Pirovicam om Carbon Tetrachloride-Induced Liver Injury

MARTHA ZENTHLLA DH PIRA®', ANDRES CASTELL-RODRIGUEZE", YOLANDA SALDARA-BALMORI',
ALNONSO CARAREZ- TRENY & ENRIQUE PIRAOARZA’

Evparmaty o Bas bty Trasms e D28 Baningy
Watwnal Unemvrery of Mlexas. 7.0 i 70 158 bdsases Cify

The nclemimistraion of cortas st bionde (000 n
experinantal moded widely used i shady liver mjury sl
ity evesiual provestion. The hepaoioai sction of OC,
invodves soveral bechemcsl alierstions (eclading the
gererm-on of Free madicals snd iubieguen Hphd perosids-
tiom, A Eroup of malecules, mowt of ikem
showins Lipid sntionidant prevent deleierioes
effects of OCL; in By |1-4], ek stdies ih s [gho-
ralory Juve sheewn bt & nomsiemoidal sno-
Ehllsmrinry drig i prevent the hepatic Bipld
peroxidion camned by ethannl [3] sl some suthory hae
el it piros s oo bl U prodecton of e
prroid s radesds [6,7] Hedoe is s mork we saded the
efiech o e am vt CCL-mdared bpa Epsd po-
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