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1. RESUMEN.

Se estudió la capacidad de cinco anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs): ácido

acetilsalicílico, dipirona, naproxen, nimesulide y piroxicam, para disminuir el nivel hepático

de sustancias que reaccionan con el ácido tiobarbitúrico, TBARS, (por sus siglas en

inglés) –como índice de la lipoperoxidación tisular debida a la presencia de especies

reactivas de oxígeno (ERO)— así como la modulación de los niveles de triacilgliceroles

(TAG) generados en animal íntegro 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 intoxicación aguda con etanol ocasiona un estado inflamatorio en el hígado con

aumento de ERO y TAG. Los AINEs —anti-inflamatorios clásicos inhibidores de la

ciclooxigenasa (COX)— abatirán la respuesta inflamatoria con la disminución de ERO,

yconsecuentemente habrá menor lipoperoxidación, y por ende, niveles más bajos de

TBARS, además permitirían una mayor acumulación de TAG en la medida de que se evite

la lipoperoxidación.

Se utilizaron dos modelos

In vivo: ratas macho con ayuno controlado recibieron simultáneamente el etanol y el AINE

elegido. En muestras de hígado se realizaron las determinaciones de TAG, TBARS y

proteínas; 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 incluyó epinefrina para simular su elevación en sangre por intoxicación

in vivo con etanol. Se midió el contenido de TAG y de proteínas, la producción de TBARS

y el consumo de etanol o lactato.

El etanol in vivo aumenta los niveles hepáticos de TAG y TBARS. Los 5 AINEs impiden

los aumentos de TBARS, lo que coincide con la hipótesis propuesta, y los 5 AINEs

también impidieron el aumento en TAG, lo cual es benéfico para el sujeto intoxicado, pero

está en contra de la hipótesis anotada. Además, algunos de los AINEs ocasionaron una

importante disminución del etanol en sangre. Los anti-inflamatorios más efectivos para
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alcanzar el decremento de la lipoperoxidación 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 tóxicos del etanol al disminuir sus niveles

sanguíneos —posiblemente por acelerar su oxidación— y prevenir la elevación de TAG y

TBARS en el hígado.

De manera similar, en los hepatocitos incubados con piroxicam se estimula la oxidación

del lactato, y en menor escala del etanol y en estos últimos se abaten los niveles de

TBARS incrementados por la acción del etanol. Sin embargo, el piroxicam a altas

concentraciones ya sea con etanol o con lactato y en concordancia con la hipótesis

enunciada, aumenta los TAG en lugar de disminuirlos, tal como se observó in vivo.

Comparativamente la inclusión de epinefrina en los experimentos in vitro evita el aumento

de TAG e incrementa su oxidación 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 hipótesis de este trabajo: in vivo

e in vitro los AINEs abaten en el hígado la respuesta inflamatoria provocada por el etanol,

así disminuye la poza de ERO, disminuye la lipoperoxidación y bajan los niveles de

TBARS. En relación con los TAG, si bien los AINEs al ser administrados in vivo

disminuyen su nivel hepático elevado por la presencia de etanol, al ser ensayado in vitro

aumentan su poza en presencia de etanol tal como se propone en la hipótesis del trabajo.

Por lo tanto, el mecanismo empleado por el piroxicam para disminuir los TAG no parece

ser consecuencia de una menor lipoperoxidación como se sugiere en la misma hipótesis.

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 hipótesis, para explicar en el futuro estas acciones opuestas de los AINEs

in vivo e in vitro, que los AINEs in vivo inhiben la acción conocida del etanol activando la

lipólisis en adipocitos y así limitan el eflujo de ácidos grasos del tejido adiposo al hígado,

con lo que disminuyen la poza de TAG.
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En conclusión, los AINEs al disminuir los niveles de TAG y TBARS que se elevan en el

hígado por la acción del etanol, pueden ser de utilidad para paliar los efectos tóxicos por

la ingestión aguda de etanol.
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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
1O2: Singulete de oxígeno (gO2 y el g+O2)
4-HNE: 4-hidroxinonenal
AA: Ácido araquidónico
ADH. Deshidrogenasa alcohólica
AGNE: Ácidos grasos no esterificados
AINE: Anti-inflamatorio no esteroideo
AINEs: Anti-inflamatorios no esteroideos
ALDH: Deshidrogenasa aldehídica
ASA: Ácido acetilsalicílico, Ácido 2-acetoxibenzoico
ATP: Adenosintrifosfato
CAT: Catalasa
CH3-CH2-OH: Etanol
Cit b-Fe2+: Citocromo b reducido
Cit b-Fe3+: Citocromo b oxidado
CO3

2-: Carbonato
COO-: Grupo carboxilo
CoQ10 Ubiquinona
COX: Ciclooxigenasa (COX-1, COX-2)
CYP2E1: Citocromo P450, citocromo P4502E1
DNA: Ácido desoxirribonucleico
Dp: Dipirona, [(2,3-dihidro-1,5-dimetil-3-oxo-2-fenil-1H-pirazol-4-yl) metilamina]

metanosulfonato de sodio
EDTA: Ácido etilendiamino tetraacético
ERO: Especies reactivas de oxígeno
FADH2 : Flavina adenina dinucleótido reducido
Fe2+: Fierro reducido
Fe3+: Fierro oxidado
GSH: Glutatión reducido
GSSG: Glutatión oxidado

H
+
: Hidrogenión

H2O2: Peróxido de hidrógeno

HO2

.
: Radical hidroperoxilo, radical superóxido protonado

HPETE: Ácido hidroperoxieicosatetraenoico
IL-1: Interleucina-1
IL-6: Interleucina-6
KOH: Hidróxido de potasio
L.: Radical libre de lípido
LOO.: Radical lipoperoxilo o radical peroxilo
LOOH: Lipoperóxido
Lp: Lipoperoxidación
LPS Lipopolisacárido
LT: leucotrienos
MDA: Malondialdehído
MEOS: Sistema microsomal de oxidación del etanol
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MPO: Mieloperoxidasa
NAD: Nicotinamida adenina dinucleótido oxidado
NADH: Nicotinamida adenina dinucleótido reducido
NADP: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidado
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido
NEM: N-etilmaleimida
NF-kβ: Factor de transcripción nuclear kβ
Nm: Nimesulide, N-(4-Nitro-2-fenoxifenil) metanesulfonamida

NO
.
: Radical óxido nítrico

NO3
-
: Íon nitrato

Nx: Naproxen, Ácido (αS)-6-metoxi-α-metil-2-naftalenacético

O2
.-
: Radical superóxido

O2: Oxígeno molecular

O2
2-

: Ión peróxido

O3: Ozono
OH-: Ión hidroxilo
PG: Prostaglandinas
PLA2: Fosfolipasa A2

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

QH.: Semiquinona
QH2: Hidroquinona o ubiquinol
CD14: Antígeno ·14 de CD (del inglés cluster of differentiation)
RL: Radical libre
RO•: Radical alcohoxilo
RO2

•: Radical peroxilo
SOD: Superóxido dismutasa
TAG: Triacilgliceroles
TBARS: Sustancias que reacciona con el ácido tiobarbitúrico
TNF-α: Factor de necrosis tumoral
TRIS: Tris(hidroximetil)aminometano
TX: Tromboxanos
Vitamina E: α-tocoferol
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4. INTRODUCCIÓN.

4.1. GENERALIDADES

La adicción al etanol es uno se los problemas de salud más serios del mundo, ya que es

el compuesto tóxico que más 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, fácilmente se llega a una concentración de 20 mM en un bebedor social y de

80 mM en un adicto, si se compara con la concentración fisiológica de glucosa en sangre

que es de 5mM y se trata del componente más abundante de la dieta. Dichas

concentraciones representan un problema metabólico para el hígado, principal sitio donde

el etanol es metabolizado.

Además el etanol no puede considerarse un nutrimento fisiológico, y mucho menos a las

concentraciones que lo ingiere un adicto. Como consecuencia de lo anterior, el organismo

de los mamíferos no dispone de un equipo enzimático propio para la adecuada

degradación del etanol. Si bien este tóxico es degradado completamente tal como se verá

más adelante, lo hace desplazando a sistemas enzimáticos relativamente inespecíficos,

cuya función fisiológica es distinta a la oxidación del etanol, y por lo mismo no existen

mecanismos para regular su oxidación, la cual se hace lenta. Debido a lo anterior, la

concentración 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 pública.

Se calcula que en México existen 34 millones de personas entre 12 y 65 años 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 adicción afecta a una gran cantidad de personas, de

modo que un número aproximado de 40 millones de personas viven un conflicto social

intrafamiliar relacionado con el etanol. Las pérdidas económicas asociadas a la ingestión

no controlada de etanol son incalculables ya que según las encuestas, el consumo de

bebidas alcohólicas se presenta con mayor frecuencia en las etapas productivas, por

consiguiente la mayoría de los bebedores fuertes y sus dependientes se encuentran

integrados a la fuerza productiva. El número de defunciones debidas directamente al

etanol, en particular la cirrosis hepática, coloca a México como uno de los líderes

mundiales, en los últimos tiempos en el número de defunciones por cirrosis hepática, el
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cual es cercano a 22,000 individuos al año, esto significa la tercera causa de muerte y

representa el 9% del total de muertes ocurridas en el país. (CONADIC, 2003-2004)

Ante ese panorama resulta conveniente conocer más sobre la bioquímica-patología de las

enfermedades alcohólicas. Al presente no acaba de conocerse con precisión 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 hígado de un bebedor llega a la cirrosis, pero se desconoce por

qué no sucede en todos los casos, por qué las etapas tienen una duración diferente en los

distintos individuos, cuáles son los mecanismos desencadenantes que hacen pasar de

una etapa a otra en la enfermedad, etc. La secuencia básica en las distintas etapas que

produce la ingestión exagerada y continua de etanol se ha revisado en multitud de

trabajos e incluye: hepatitis con inflamación 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 tóxicas iniciales que

desencadena la ingestión aguda de etanol en el hígado, y así 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. QUÍMICA DEL ETANOL

El alcohol etílico o etanol (CH3-CH2-OH) es una droga que se ha usado a través de los

siglos, su consumo es aceptado por la gran mayoría de los países del mundo y a

diferencia de otras drogas, en los eventos sociales es más notoria su ausencia que su

presencia.

La historia de la producción y del consumo de etanol data desde tiempos bíblicos en el

Libro del Génesis; además de que se tienen múltiples datos provenientes de muy diversas

fuentes: se tiene información que en la Mesopotamia de consumía cerveza 3,000 años

AC; según el Código 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 rendían culto a Dionisio y ofrecían

bebidas alcohólicas a sus dioses. En ciertas culturas, el acceso al etanol fue considerada



15

como una prerrogativa de las clases altas y no se permitía la bebida a mujeres y niños.

Los romanos apreciaron grandemente al vino y contribuyeron a que se difundiera la vid

por toda Europa y se tiene información que fueron los árabes quienes descubrieron el

proceso de la destilación. A partir de la Revolución Industrial las bebidas alcohólicas se

producen en grandes cantidades por la fermentación 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 notación científica para designar la concentración de etanol es la milimolar (mM)

aunque también se emplea la concentración en mg/dl, de ahí que una concentración 1mM

equivale a 4.6 mg/dl.

4.3. ABSORCIÓN DEL ETANOL

El etanol es un metabolito que normalmente en condiciones fisiológicas y en ausencia de

su ingestión, se encuentra presente en los mamíferos a concentraciones que varían 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 concentración aproximada de 0.5 mM. Hay otra pequeña proporción de

etanol endógeno que se produce en diferentes tejidos, preferentemente el hígado, debido

a algunas reacciones de degradación que generan acetaldehído, el cual por medio de la

deshidrogenasa alcohólica 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 alcohólicas,

provenientes de la fermentación de azúcares 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 energía ya que proporciona 29.7 kJ (7.1 kcal) por

gramo, bastante más de lo que ofrecen los carbohidratos o las proteínas. A estas calorías
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se les ha llamado calorías vacías ya que sólo aportan energía y no los otros componentes

necesarios para la formación de tejido. En las bebidas alcohólicas, están presentes

algunos nutrimentos en cantidades mínimas, al mismo tiempo que se genera una gran

cantidad de energía, por ejemplo, un litro de vino con 12% de etanol genera un valor

próximo a 3,000 kJ.

La duración en el abuso de etanol y el promedio en el consumo diario, al parecer, están

correlacionados con una buena cantidad de sus efectos adversos, lo que afecta

principalmente al sistema nervioso central y al hígado, sin dejar de lesionar otros tejidos.

Un alcohólico puede consumir la mitad de su requerimiento energético diario a partir de

etanol, que lo conduce a deficiencias nutricionales y vitamínicas; simultáneamente, hay

mala digestión, complicaciones gastrointestinales, mala absorción de tiamina y folato,

además de daño directo al páncreas e intestino delgado. Asociado a los desórdenes

nutricionales, se desarrollan algunas patologías como la cirrosis hepática, hepatitis aguda,

trastornos cardiacos, todo esto aunado a que los productos derivados de su oxidación

tienen una acción directa sobre las membranas celulares. Por otro lado, el etanol deprime

la actividad del sistema nervioso central, aunque a bajas concentraciones actúa como un

estimulante debido a que hay una depresión de los mecanismos inhibitorios del cerebro,

dependiendo de la cantidad ingerida y de la tolerancia del individuo, el proceso puede

oscilar desde leve desinhibición, hasta coma, depresión respiratoria y muerte. En fin, hay

una gran diversidad en el tipo y severidad de los daños que se presentan en los

alcohólicos tanto en la magnitud de la lesión 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 más susceptible a la ingestión de

etanol tanto al aumento en su concentración sanguínea, como al daño ocasionado en los

tejidos con la misma cantidad de etanol que el hombre, posiblemente porque posee una

mayor proporción 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 alcohólica en el

estómago (Hernández-Muñoz et al.,1990).
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Después de la ingesta de etanol, una muy pequeña parte se absorbe a través de la

mucosa bucal y en su forma de vapor por los alvéolos pulmonares, la mayor absorción se

realiza en el estómago por difusión simple a través del epitelio gástrico y en las regiones

de duodeno y yeyuno del intestino delgado ya que es una molécula pequeña, 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

concentración plasmática más elevada y esta continuará mientras haya un gradiente de

concentración entre el tracto gastrointestinal y la sangre.

Por otro lado, la velocidad de absorción dependerá de una diversidad de factores como

son: volumen de la ingesta, presencia o no de alimentos en el estómago, los grados de

alcohol de la bebida, rapidez de la ingesta, tipo de bebida alcohólica, factores genéticos,

velocidad de vaciado gástrico, etc. Es importante mencionar que a mayor cantidad de

alimento en el estómago o mayor concentración de etanol en la bebida se retrasa el

vaciado gástrico. La velocidad de absorción del etanol, aun en un moderado consumo del

mismo, excede significativamente la capacidad hepática para oxidarlo; a este respecto y

como ya se mencionó el metabolismo del etanol es ineficiente en comparación con el

metabolismo de los nutrientes primarios, como es el caso de los carbohidratos o las

grasas.

Luego de su absorción el etanol ingresa a la vena porta, atraviesa el hígado, sale por la

vena hepática, el corazón lo envía a circulación periférica permitiendo con esto que se

distribuya en todos los tejidos y fluidos del organismo. El equilibrio se alcanza más

rápidamente en aquellos órganos que están más vascularizados, tal es el caso de hígado,

cerebro, pulmones y riñones. Ya que el etanol reacciona poco con componentes celulares

y no puede acumularse en algún órgano, se elimina como tal en pequeñas cantidades,

pero su destino preferente es eliminarse a través de la oxidación. Aproximadamente el

90% del etanol ingerido se metaboliza por las vías oxidativas, preferentemente del hígado

siguiendo una cinética de orden cero a una velocidad de 12 a 20 mg/dl/hora, el 10%

restante tendrá un metabolismo extrahepático en estómago, riñones y pulmones o bien se

eliminará por la orina, la respiración y el sudor.
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4.4. HÍGADO.

El hígado está constituido por células parenquimatosas o hepatocitos que representan del

60 al 80% del total, además de las no parenquimatosas donde las más importantes son

las células de Kupffer, las endoteliales y las estelares o de Ito; la alteración en el

funcionamiento adecuado de estas células se presenta en diversas patologías, entre otras

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

Se ha descrito ampliamente que la ingesta elevada de etanol tanto en humanos como en

animales de experimentación tiene una acción hepatotóxica, en donde hay un depósito

excesivo de triacilglicéridos, al mismo tiempo que se encuentra deprimida la degradación

y la exportación de éstos a la circulación. Estas situaciones coinciden con la esteatosis,

que puede producir hígado graso (Lieber et al., 1965), cambios estructurales (Lane y

Lieber, 1966), cirrosis (Rubin y Lieber, 1972; Lieber y DeCarli, 1974), aumento de la

lipoperoxidación (Comporti et al., 1973; Reitz, 1975; Di Luzio y Stege, 1977) así como la

disminución 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 daño del hígado por el consumo de etanol. Con

ellos se pretende dilucidar la secuencia de sucesos que ocurren a nivel molecular y se

manifiestan por un daño hepático 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 lípidos de las membranas dado que actúa indirectamente

como agente oxidante sobre ellas; estos desórdenes membranales están asociados con

cambios en las características físicas y químicas de los fosfolípidos aniónicos, en

particular del fosfatidilinositol en los microsomas hepáticos y la cardiolipina en la

membrana interna de la mitocondria (Hoek y Taraschi, 1988). Sin embargo, la interacción

molecular precisa afectada por el etanol cuando se incorpora a la membrana biológica, o

la naturaleza de los cambios físico-químicos en los fosfolípidos 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 infiltración grasa en el hepatocito, proceso que puede
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revertirse con el abandono de la ingesta alcohólica. En la hepatitis alcohólica, 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 función, 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 días,

las mitocondrias se encuentran agrandadas, deformadas, con las crestas rotas, sin la

organización normal y hay un decremento en la síntesis de ATP; estas alteraciones que

presentan las mitocondrias coinciden con el desarrollo de hígado graso (Rubin et al.,

1972; Cederbaum et al., 1975). Por estudios con el microscopio electrónico, se sabe que

el número y porosidad de las células sinusoidales por la acción 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

hipertensión portal.

En relación al daño que ocasiona el etanol en el hígado humano, como ya se mencionó,

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 (hígado graso), este cuadro es reversible si se retira el estímulo. En

esta situación hay un acúmulo de triacilgliceroles que obedece a dos causas, por un lado

hay una movilización de ácidos grasos del tejido adiposo hacia el hígado (Muramatsu et

al., 1981) al mismo tiempo que hay una inhibición de la oxidación de los mismos ya que

en alcohólicos, la participación de agentes antioxidantes como el glutatión hepático y el

alfa tocoferol presente en el suero, se encuentran disminuidos.

La ingesta elevada de etanol tiene una acción hepatotóxica debido a que hay

vasodilatación portal que obliga a una mayor captación de lípidos en el órgano y al estar

también elevado el nivel de NADH no pueden ser oxidados y hay la posibilidad de que

esto conduzca al depósito excesivo de ellos en forma de triacilgliceroles. Al mismo tiempo

su degradación y la exportación a la circulación 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 alcohólica es responsable de un profundo daño a la

función hepática, hay inflamación debido a la ruptura de microvasos, filtración de los
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elementos sanguíneos en espacios intersticiales, migración de leucocitos y células

fagocíticas, esto coincide con edema e hipersensibilidad, además de que hay liberación

de prostaglandinas y leucotrienos y en ocasiones este cuadro está 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

hepáticas conduciéndolas a un estrés oxidativo en donde simultáneo al aumento del

contenido de triacilgliceroles (TAG), hay aumento de especies reactivas del oxígeno

(ERO), los que afectan principalmente a los ácidos grasos insaturados de los fosfolípidos

de las membranas induciendo la lipoperoxidación. Con el aumento de la lipoperoxidación

hay una pérdida de la fluidez membranal, además de que se alteran sus funciones de

secreción y este hecho puede ser responsable de la muerte celular. Se considera que la

intoxicación alcohólica, tanto aguda como crónica, es el principal inductor no fisiológico

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 oxígeno que

fisiológicamente 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 hígado (Nordmann et al., 1987, 1990), el

mecanismo por el cual el daño oxidativo contribuye a la patología hepática alcohólica

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

En cada una de las etapas señaladas se llevan a cabo una serie de reacciones

metabólicas en donde hay daño a un tipo de células y las moléculas que se producen

como consecuencia, ocasionan a su vez una respuesta que afecta a un segundo tipo de

células y así sucesivamente de modo que se establece una cadena de reacciones con

sus productos de oxidación que en una primera etapa son responsables de la esteatosis.

Posteriormente, esos metabolitos en otras células hepáticas ocasionan la formación de

sus propios metabolitos que dañan a otras células y sus productos de oxidación conducen

a la inflamación y así 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 oxidación del

etanol (Piña et al., 2003).

4.5. TRIACILGLICEROLES

Este tipo de moléculas cumplen en los seres vivos con una función muy importante, que

es la de almacenar energía a largo plazo para la serie de procesos celulares que la

requieran, además de que son aislantes térmicos ya que impiden la pérdida de calor

corporal y protegen a los órganos vitales del exterior. Los triacilgliceroles (TAG) son

estructuras resultantes de la esterificación de una molécula de glicerol con tres de ácido

graso de cadena larga, debido a en esta unión no poseen grupos ionizables y por lo tanto

son moléculas apolares e hidrofóbicas.

4.6. METABOLISMO DEL ETANOL

La primera etapa de la oxidación del etanol en las células de los mamíferos, en particular

en el hígado, es la formación de acetaldehído la que puede llevarse a cabo a través de

tres posibles sistemas enzimáticos, en compartimentos subcelulares y con mecanismos

de reacción diferentes: A) con la participación de la deshidrogenasa alcohólica (EC

1.1.1.1) localizada en el citosol, B) por el sistema microsomal de oxidación del etanol

(MEOS) en el retículo endoplásmico, y C) por medio de la catalasa (EC 1.11.1.6) presente

en los peroxisomas; existe en menor escala, la actividad oxidativa extrahepática para

formar acetaldehído en diferentes órganos: estómago, corazón y riñón, así como también

hay una vía del metabolismo no oxidativo que da lugar a ésteres etílicos de los ácidos

grasos (Goodman y Deyking, 1963). Una vez que se ha formado el acetaldehído por

cualquiera de todas las vías, interviene la deshidrogenasa aldehídica (EC 1.2.1.3) que

lleva a cabo su oxidación y se obtiene acetato, el cual a su vez se activa con coenzima A

para integrarse a la vía de los ácidos tricarboxilicos

CH3CH2OH CH3CH=O CH3COO
-

ETANOL ACETALDEHÍDO 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 ahí que las diferencias individuales y raciales

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

4.6.1. Deshidrogenasa alcohólica.

La deshidrogenasa alcohólica (ADH) (EC 1.1.1.1) dependiente de NAD+ es una enzima

citosólica presente en el hepatocito que oxida al etanol para obtener acetaldehído y

viceversa. Este sistema es un conjunto de varias isoenzimas que comparten un 60-70%

de identidad en los aminoácidos 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 (Höög et al., 2001) y en pollo las

clases ADH-1, ADH-3 y ADH-7. La ADH-1 es la que más se ha estudiado para entender el

metabolismo y la toxicidad del etanol, al mismo tiempo es la más abundante en hígado,

intestino, riñón y testículos su Km es de 0.2-2.0 mM, (Negoro y Wakabayashi, 2004), tiene

una cinética de orden cero y su velocidad de reacción no se incrementa por la presencia

de altas cantidades de etanol.

ETANOL

NAD+ NAD+

Deshidrogenasa alcohólica

NADH + H+ NADH + H+

ACETALDEHÍDO

Fig. 1. REACCIÓN DE LA DESHIDROGENASA ALCOHÓLICA

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

participación de la ADH (Palmer et al., 1991).
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Vale la pena considerar algunas características del sistema de alcohol deshidrogenasas

de los mamíferos esbozadas en la introducción de este trabajo. La Km de la

deshidrogenasa alcohólica —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 μM, este

último valor es varios órdenes de magnitud menor. Lo anterior, aunado al hecho de que el

etanol no se considera nutrimento fisiológico para los mamíferos, ha llevado a proponer

que las llamadas deshidrogenasas alcohólicas que oxidan al etanol, en realidad son

deshidrogenasas específicas de otros alcoholes, por ejemplo el retinol y que pueden

oxidar al etanol cuando la concentración 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 impediría la acción fisiológica de la enzima y

no sucedería la oxidación del sustrato natural de la enzima, lo que alteraría la función de

una etapa enzimática y con ello podría haber acumulación transitoria del sustrato natural

en forma reducida, y concomitantemente, carencia del producto natural, un compuesto

oxidado. Esta visión puede ser relevante en tejidos como el sistema nervioso central

donde ocurren, después de la intoxicación aguda con etanol, un conjunto de alteraciones

funcionales difíciles de analizar y de ubicar.

En el hígado, una de las consecuencias de la oxidación preferente del etanol y de la falta

de regulación en su oxidación, es que se desplaza la reacción para formar acetaldehído y

NADH en el citosol del hepatocito, donde se ubica la deshidrogenasa alcohólica. En esas

condiciones sube la relación NADH/NAD+, y disminuye la actividad catalítica de todas las

deshidrogenasas del citosol. Una de las más afectadas es la deshidrogenasa láctica, con

lo que se acumula lactato que sale de la célula hepática y explica la acidosis láctica

frecuente en los alcohólicos. En situaciones normales, el NADH generado por las

deshidrogenasas citosólicas 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 oxidación 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 oxidación 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 proliferación del retículo

endoplásmico después del consumo crónico 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). Aquí participa el citocromo P450 específicamente la CYP2E1 que cataliza

también el metabolismo de otras drogas hepatotóxicas, con las cuales compite por su

degradación convirtiéndolas en metabolitos tóxicos, lo que explica el aumento de la

susceptibilidad de los alcohólicos a los efectos adversos de varios xenobióticos, en donde

quedan incluidos algunos solventes orgánicos. En bebedores crónicos, hasta un 25% de

la ingesta alcohólica se oxida por la vía del MEOS debido a que la ADH se encuentra

saturada por la cantidad de etanol presente. La oxidación del etanol por esta vía

constituye una afirmación al enunciado anterior: el etanol, un tóxico cuya desaparición

ocurre vía sistemas de detoxificación, al igual que fármacos y venenos.

La vía del MEOS es llamada así porque se encuentra en el paquete microsomal después

del fraccionamiento subcelular del homogenizado de hígado. Esta fracción se obtiene

cuando las células hepáticas son rotas y las membranas plasmáticas junto con el retículo

endoplásmico forman vesículas que se sedimentan por centrifugación a alta velocidad; de

ahí que los microsomas no son una fracción subcelular sino que se obtienen de una

colección de vesículas de membranas de diferentes partes de la célula. La velocidad de

oxidación en esta vía es dependiente de la concentración de sustrato y se induce con la

ingesta crónica de etanol ya que la vía de oxidación principal se encuentra saturada.

CYP2E1

CH3CH2OH + NADPH + H+ + 2O2 CH3CH=O + NADP+ + 2H2O2
citocromo P450 reductasa
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La CYP2E1 (Koop, 1992) requiere NADPH y oxígeno molecular para oxidar al etanol, en

este proceso se obtiene peróxido de hidrógeno (H2O2), a partir del cual pueden ocurrir la

formación de radicales libres como son los radicales superóxido (O2

.-
) e hidroxilo (

.
OH).

Estas moléculas están directamente implicados en los efectos tóxicos del etanol (Lieber y

DeCarli, 1970; Lieber, 2004); las especies reactivas de oxígeno generadas en este

sistema y por otros que se mencionarán más adelante, contribuyen a la lipoperoxidación

(Cahill 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 experimentación

produciendo además del acetaldehído al radical libre 1-hidroxietil (Albano et al., 1988;

2006; González, 2005). Posteriormente ellos demostraron que la formación de este radical

se debe principalmente a la actividad del sistema NADPH oxidasa dependiente de

CYP2E1, y una menor parte del radical hidroxietilo sea atribuible a la reacción del etanol

con los radicales
.
OH generados a partir del H2O2 catalizado por fierro:

H2O2

.
OH +

-
OH

.
CH3CH2OH CH3CH-OH + H2O

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

Por técnicas con resonancia de espín electrónico se ha identificado que hay una

asociación entre el radical 1-hidroxietil con la estimulación de la lipoperoxidación y el

desarrollo del daño hepático. Este daño se realiza por reacciones de alquilación de las

proteínas hepáticas y el radical 1-hidroxietil induce la producción de anticuerpos

específicos. Albano y su grupo de trabajo han demostrado que los antígenos derivados de

reacciones con el radical 1-hidroxietil interactúan con las membranas plasmáticas 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 además del etanol, a

1-butanol, 1-pentanol, anilina, acetaminofen que produce metabolitos tóxicos 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 oxidación de las otras drogas, posiblemente por una

competencia por la unión al citocromo P450 para que se realice la detoxificación (Rubin et

al., 1971) ya que hay más etanol que cualquier otro tóxico

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

acetaldehído con la participación de peróxido de hidrógeno (H2O2), la cantidad de etanol

oxidado por esta vía tiene un valor máximo del 2%. La vía se ve favorecida cuando se

produce H2O2 en los peroxisomas y se ha detectado que los niveles de esta enzima es

alta cuando se estimula artificialmente la generación de peróxido de hidrógeno a partir de

la oxidación in vitro de ácidos grasos en los peroxisomas (Handler y Thurman, 1985); por

lo tanto, su principal función es regular los niveles de H2O2 en el organismo y eliminar la

posible intoxicación debido su presencia. La oxidación del etanol por la catalasa se realiza

en dos fases: en la primera se forma el compuesto I por la unión de la enzima al peróxido

de hidrógeno y en la segunda el compuesto I se une al etanol el cual se oxida a

acetaldehído al participar como donador de hidrógenos. (Keilin et al., 1945; Aebi, 1974).

Catalasa + H2O2 Compuesto I

CH3CH2OH + Compuesto I CH3CH = O + 2H2O + Catalasa
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4.6.4. Deshidrogenasa aldehídica.

El acetaldehído, que se produce por los tres sistemas ya descritos, es metabolizado hasta

acetato por la deshidrogenada aldehídica (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 características enzimáticas y sus propiedades fisicoquímicas. La isoenzima hepática

mitocondrial (ALDH2) es la que probablemente tiene el papel más importante en el

metabolismo del acetaldehído ya que tiene una Km baja (1-2 μM) y participa en el

catabolismo del acetaldehído presente en individuos tanto con baja como con alta ingesta

de etanol (Keiding et al., 1983). Por estudios realizados en hígado de rata se han

identificado isoenzimas de la ALDH en mitocondrias, en el citosol y en los microsomas

(Siew et al., 1976). En hígado de rata, la oxidación de bajas concentraciones de

acetaldehído, se realiza por la isoenzima mitocondrial (Grunnet, 1973), con

concentraciones superiores a 0.4 mM de acetaldehído, participa la isoenzima

extramitocondrial (Lindros et al., 1974).

NADPH ETANOL
+ O2 H2O2

NAD+ NAD+

MEOS Deshidrogenasa alcohólica Catalasa

NADH + H+ NADH + H+

H2O

NADP+ ACETALDEHÍDO
+ H2O2

NAD+

Deshidrogenasa aldehídica

NADH + H+

ACETATO

Fig. 3. PARTICIPACIÓN DE LAS ENZIMAS EN LA OXIDACIÓN DEL ETANOL
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4.7. REACCIONES BIOQUIMICO-PATOLOGÍA DEL ETANOL Y ACETALDEHÍDO

La velocidad de absorción del etanol después de un consumo significativo excede la

capacidad hepática para su oxidación, debido a ello, hay acumulo de acetaldehído y

acetato en prácticamente todos los tejidos y NADH en el hígado. Estos últimos

metabolitos en exceso, son mediadores de los efectos del etanol sobre la homeostasis

(Palmer, 1989) y son responsables de una buena cantidad de desórdenes metabólicos.

Por ejemplo, el acetato inhibe la lipólisis 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

acción del etanol elevando los niveles de epinefrina (Szkudelski et al., 2004; Langin, 2006)

la cual, en el tejido adiposo, tiene un pronunciado efecto lipolítico y favorece la liberación

de ácidos grasos no esterificados, desde el tejido adiposo hacia los demás tejidos.

Además, hay un incremento en la lipogénesis hepática lo que favorece la acumulación de

TAG en parte por la mayor disponibilidad de acetato proveniente de la oxidación del

etanol; esto se asocia a la acumulación de vacuolas lipídicas en el citoplasma del

hepatocito durante la esteatosis. Por otro lado, el incremento de NADH a través de la

reducción hepática del piruvato, aumenta la concentración de lactato, mismo que estimula

la síntesis de colágena (Lieber, 2004) y simultáneamente disminuye la concentración de

glutatión total (Das y Vasudevan, 2007).

En contraste, el mismo exceso de NADH generado durante la oxidación del etanol, puede

inhibir la β-oxidación de los ácidos grasos y al ciclo de los ácidos tricarboxilicos, ya que el

NADH que habría de producirse por esas vías para alimentar a la cadena de transporte de

electrones, se reemplazó por el generado en la oxidación del etanol y como consecuencia

en el hígado hay una disminución de la actividad del ciclo de los ácidos tricarboxilicos, de

la oxidación de los ácidos grasos (You y Crabb, 2004), así como también se suprime

agudamente la oxidación de aminoácidos.

Las consecuencias de las alteraciones moleculares por un aumento en la disponibilidad

de acetaldehído han sido ampliamente documentadas. Al mismo tiempo, es interesante

señalar que por investigaciones realizadas en la población japonesa, se observó una
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deficiencia de la isoenzima ALDH2 en aproximadamente el 50% de las biopsias hepáticas

estudiadas (Agarwal et al., 1981). Por estudios posteriores, se encontró que hay amplia

deficiencia de la isoenzima en poblaciones orientales y en algunas tribus sudamericanas.

La pérdida o baja de la actividad enzimática se debe a la sustitución de un residuo de

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

Por otra parte, el acetaldehído puede formar aductos estables con muchas sustancias y

los complejos formados son responsables de un daño más permanente, como por

ejemplo cuando se asocia con las proteínas 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 fosfolípidos (Kenney, 1982), con lipoproteínas 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 acetaldehído en el hepatocito ya que

interfiere con la polimerización de la tubulina que se lleva a cabo por la unión covalente de

sus dímeros, formados por los grupos amino omega de los residuos de lisina (Sorrell y

Tuma, 1985; Jennett et al., 1980). Esta falta de polimerización de la tubulina interfiere con

la formación de microtúbulos en el hígado e impide el movimiento de organelos y

proteínas dentro de la célula, y la interferencia con las proteínas 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 acumulación de proteínas dentro de los

hepatocitos. Este defecto en el tránsito del hepatocito dañado probablemente interfiere

con funciones hormonales, factores tróficos, biogénesis de péptidos y por supuesto el

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

La oxidación del etanol está asociada con desórdenes muy importantes en el metabolismo

general ya que hay un profundo desarreglo de la homeostasis con disminución del

metabolismo oxidativo de lípidos y proteínas acoplado con resistencia a la insulina

(Shelmet et al., 1988), supresión de la oxidación de la glucosa y reducción de su síntesis

hepática, así como el decremento de la utilización de glucosa periférica.

El metabolismo hepático de los carbohidratos se afecta ya que por la generación excesiva

de NADH, se inhibe el flujo gluconeogenético hepático de precursores de tres carbonos y
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de aminoácidos glucogénicos, debido a esto, se puede presentar hipoglucemia (Hoffman

y Goldfrank, 1989). En pacientes diabéticos, la oxidación del etanol está asociada con una

marcada hiperlactacidemia; además, el etanol puede afectar la disponibilidad de

precursores gluconeogenéticos por su efecto inhibitorio agudo sobre la síntesis de

proteínas musculares (Preedy y Peters, 1988). Por otro lado, el músculo tiene una

capacidad muy pequeña 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 o a sus

metabolitos.

Tanto en tejido adiposo, en hígado como en los tejidos periféricos se realiza una lipólisis

anormal ya que el etanol afecta la cantidad de ácidos grasos transportados del tejido

adiposo al hígado (Lieber et al., 1959). Por lo tanto, los mecanismos homeostáticos que

gobiernan la fuente y disponibilidad de los combustibles derivados de los lípidos se

perturban severamente por la oxidación del etanol ya que como se mencionó antes

(Crouse et al., 1968; Lieber, 1982; Palmer et al., 1991), el acetato inhibe la lipólisis de los

triacilglicéridos en el tejido adiposo y en consecuencia la administración aguda de etanol

reduce la cantidad de ácidos grasos libres circulantes debido a la supresión periférica de

su liberación.

La ingestión elevada de etanol, tiene una acción hepatotóxica debido al depósito excesivo

de TAG y a su disminución en la degradación y exportación a la circulación, coincidiendo

con el desarrollo de esteatosis. Simultáneamente, hay elevación de la lipoperoxidación

iniciada por radicales libres, la cual afecta a los fosfolípidos 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 daño hepático ante la ingesta de

etanol. En el caso de la intoxicación aguda, es probable que un exceso de acetaldehído en

el citosol hepático sea oxidado por una vía alterna en la que participe la xantina oxidasa y el

radical
.
OH desencadene la lipoperoxidación.
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CH3CH2OH ALDH CH3CH=O + O2 + H2O XANTINA OXIDASA CH3COOH

NAD NADH H2O2

.
OH

-
OH

Ácidos grasos poliinsaturados MDA + otros productos

Fig. 4. PARTICIPACIÓN DE LA XANTINA OXIDASA EN LA LIPOPEROXIDACIÓN

4.8. OXÍGENO

Se estima que hace dos mil quinientos millones de años la atmósfera terrestre era

reductora, carente de oxígeno y las formas de vida que existían en ella, eran organismos

constituidos por células sin núcleo diferenciado, denominados procariotes. Cuando se

desarrollaron las primeras formas de vida más compleja en la Tierra, las algas y los

primeros vegetales emplearon la porción visible del espectro solar para producir energía a

partir del agua. Este proceso muy eficiente llamado fotosíntesis, dio como producto final la

generación de una cantidad muy grande de la molécula de oxígeno (O2).

Aproximadamente mil millones de años después, el O2 había aumentado su proporción a

aproximadamente el 1 % de la cantidad que existe actualmente y los eucariontes lo

utilizaron para la oxidación y liberación de la energía contenida en los nutrimentos, al

mismo tiempo que desarrollaron mecanismos de defensa contra el oxígeno, ya que éste

también es susceptible de producir daño. Hace quinientos millones de años la

concentración de oxígeno alcanzó aproximadamente el 10 % de su concentración actual,

se formó la capa de ozono y surgieron los seres multicelulares. El oxígeno molecular es

indispensable para la vida de los organismos aerobios ya que es el aceptor final de los

electrones en la cadena respiratoria, vía por la que se habrá de producir la mayor cantidad

de ATP.
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El oxígeno es el elemento predominante en la costra terrestre y la proporción de éste en

la atmósfera es del 21%, es un elemento indispensable para la vida y paradójicamente a

concentraciones en el aire más altas que lo normal, ocasiona toxicidad en animales,

plantas y bacterias aerobias. Gershman y colaboradores en 1954 propusieron que el

principal efecto dañino del oxígeno puede ser atribuido a la formación de radicales libres.

4.9. RADICALES LIBRES.

El término de radical libre (RL) se ha definido como cualquier especie química capaz de

existir independientemente y que contiene uno o más electrones no apareados en su capa

de valencia. La presencia de por lo menos un electrón no apareado, ocasiona que las

especies químicas sean paramagnéticas ya que son ligeramente atraídas por el campo

magnético; en la mayoría 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 dañar a las moléculas de los tejidos donde se encuentran.

Es fundamental señalar que los radicales libres cumplen con una significativa función

biológica por lo que no siempre son dañinos. Por ejemplo, las mutaciones del ADN

pueden ser fatales para un organismo en particular, pero también son las que explican

que mediante la evolución haya la diversidad de especies que habitan este planeta. Los

errores de replicación 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 paradigmático sobre los beneficios de los RL en los

vertebrados es su formación en cantidades moderadas, para luchar contra bacterias y

virus y una vez que han cumplido su función, son neutralizados por el propio sistema

mediante mecanismos específicos.

4.10. RADICALES LIBRES DEL OXÍGENO

A pesar de que el O2 es indispensable para la vida aeróbica, llega a ser tóxico cuando se

encuentra a concentraciones más altas de lo normal, o es responsable de ciertas
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patologías en situaciones de hipoxia. La toxicidad del oxígeno se debe a que tiene la

capacidad de formar las llamadas especies reactivas de oxígeno (ERO), algunas de ellas

son RL, tienen una mayor reactividad y son de vida media más corta que el oxígeno en su

estado basal. Estas especies son las que se producen por la ruptura o la excitación del

oxígeno molecular y son: dos formas de oxígeno singulete (1O2), los radicales superóxido

(O2

.-
), hidroxilo (

.
OH), peroxilo (RO2

.
), alcohoxilo (RO

.
) e hidroperoxilo (HO2

.
); además del

peróxido de hidrógeno (H2O2) que no es un RL pero tiene gran capacidad para formar

OH
.
, o bien cuando el O2 es parcialmente reducido y forma el ozono (O3).

4.10.1. Radical superóxido.

Cuando a una molécula de O2 se le añade un electrón, éste va a entrar en alguno de los

dos orbitales que tienen un sólo electrón para dar lugar al radical superóxido (O2
.-

) al que

generalmente se le designa como superóxido:

e
-

O2 RADICAL SUPERÓXIDO

La principal reacción del O2
.-

es la de la dismutación para producir peróxido de hidrógeno.

Por otro lado, la reactividad del O2
.-

es limitada, tiene la capacidad para oxidar a los

complejos con metales de transición y a los sustratos orgánicos unidos a estos metales.

Puede, mediante su protonación, dar lugar a la formación del radical hidroperoxilo (HO2

.
)

en medio ácido como en la vacuola del fagocito o en el microambiente de la membrana

celular, el HO2

.
es un agente más oxidante y citotóxico que el propio O2

.-. El radical O2

.-

se forma durante la respiración celular en la mitocondria, también se produce por la

participación del citocromo P450, por la acción de oxidasas como son la xantina oxidasa,

las NADPH oxidasas y la sintasa de óxido nítrico desacoplada. Aproximadamente el 3%

de la hemoglobina que un individuo oxida diariamente produce radical superóxido y
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también lo obtiene la célula de la autooxidación de compuestos como el gliceraldehído o

las flavinas reducidas.

4.10.1.1. En cadena de transportes de electrones.

En los organismos aeróbicos aproximadamente el 95% del oxígeno de la respiración es

procesado mediante la reducción tetravalente para producir dos moléculas de agua en la

reacción 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 reducción de la molécula de oxígeno. La energía liberada por

estas oxidaciones se canaliza para realizar la síntesis de ATP.

Se sabe que en la mitocondria y en el retículo endoplásmico es en donde se produce la

mayor cantidad de O2

.-
dentro de la célula en condiciones fisiológicas y se estima que en

la mitocondria, del 1 al 3% del total del oxígeno consumido diariamente es transformado

en O2
.-. La reducción del oxígeno, 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

enzimático de éstas reducciones univalentes del oxígeno, da como resultado la formación

de algunas especies reactivas intermedias. El primer electrón que reduce al oxígeno da

lugar al radical O2
.-, la adición de un segundo electrón y dos protones genera al H2O2 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 H2O2 tiene dos

posibilidades, una es romperse para dar lugar al ión 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 electrón produce el radical .OH además de liberar a un ión OH- que al

reunirse con un protón forma una primera molécula de agua y finalmente, un cuarto

electrón sumado de un protón más, da lugar a la segunda molécula de agua.
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2H+ H+ H2O H+

O2 O2
.- H2O2

.
OH H2O

e- e- e- e-

Fe2+ Fe3+

.
OH +

-
OH

Fig. 5. REDUCCIÓN DEL OXÍGENO HASTA LA PRODUCCIÓN DE AGUA.

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

pueda soportar paso a paso, las reducciones univalentes. De ahí que el O2

.-
, el H2O2 y el

.
OH, sean productos en el ambiente aeróbico y que a la vez estos agentes aparezcan

como responsables de la toxicidad del oxígeno.

4.10.1.2. Con la intervención de NADPH oxidasa,

El O2

.-
en mecanismos de defensa durante la fagocitosis. Otra fuente potencial de la

generación de radicales libres son las células fagocíticas tales como los leucocitos

polimorfonucleares, monocitos y macrófagos; estas células utilizan el sistema enzimático

NADPH oxidasa para generar O2

.-
como parte de su arsenal contra la invasión de

microorganismos. En la incorporación de bacterias dentro de los leucocitos durante la

fagocitosis se lleva a cabo un aumento en el consumo de O2 simultáneamente hay un

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

NADPH y por la NADPH oxidasa el oxígeno produce O2

.-
.
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NADPH + H+ Flavoproteínas Cit b-Fe2+ O2

NADP Flavoproteínas-H2 Cit b-Fe3+ O2

.-

Fig. 6. PRODUCCIÓN DE SUPERÓXIDO POR LOS FAGOCTITOS. EL CONSUMO DE OXÍGENO EN
NEUTRÓFILOS Y MACRÓFAGOS 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 actúa sobre el O2 para formar O2

.-
. Posteriormente, ocurre una dismutación

espontánea y se forma H2O2 el cual en presencia de halógenos como el cloro y con la

participación de la enzima mieloperoxidasa (MPO), forma hipoclorito con una función

bactericida.

La NADPH oxidasa posee 5 subunidades (dos membranales gp91(phox) y p22(phox) y 3

citoplásmicas y p67(phox), p47(phox) p40(phox) y una pequeña GTPasa Rac), esta enzima se

ha identificado posteriormente en diferentes tipos de células como son los fibroblastos, las

del músculo liso y las endoteliales, en todos los casos se encuentran asociadas a la

membrana plasmática y al igual que la enzima fagocítica utilizan a la coenzima reducida

para generar O2
.-

(Babior, 2002), (Vignais, 2002), (Sumimoto et al., 2005), (Virgen Díaz,

2006).

4.10.1.3. En el proceso de daño durante el alcoholismo.

La vía mediante la cual el etanol induce la patogénesis aun no esta totalmente aclarada a

pesar de que se sabe que los macrófagos hepáticos contribuyen al estrés oxidativo. Hay

la hipótesis 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 participación de la NADPH oxidasa durante la intoxicación crónica 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(phox). A ambos
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grupos se les administró etanol por varias semanas por vía orogástrica; en el primero de

los grupos se observó que desarrollaron daño hepático severo por un mecanismo en el

que participan endotoxinas intestinales, receptor de CD14, hubo producción de RL,

activación de factores de transcripción NF-kβ y liberación del factor citotóxico TNF-α;

mientras que en el segundo grupo, no hubo aumento de RL, ni activación de NF-kβ, ni

hígado dañado. 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 alcohólica

por la activación de NF-kβ, las que a su vez activan la producción del factor citotóxico

TNF-α.

4.10.1.4. En auto-oxidación.

La auto-oxidación puede considerarse como una fuente in vivo de radicales libres del

oxígeno ya que una gran variedad de componentes celulares solubles son capaces de

llevar a cabo reacciones de oxido-reducción. Entre estas sustancias quedan incluidas los

carbohidratos, los lípidos, las proteínas, los ácidos nucleicos y otras moléculas como son

tioles, catecolaminas, flavinas e hidroquinonas; en todos los casos el O2

.-
es el primer

radical que se forma por la reducción del O2 realizado por estas moléculas. La velocidad

de la auto-oxidación depende de la concentración de O2 en el medio, de ahí que en

condiciones de hiperoxia, puede esperarse que haya un aumento significante en la

generación de radicales libres del oxígeno. 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 atraído más la atención al respecto es la auto-oxidación de los lípidos

de la membrana y el conocimiento logrado a partir de ello, sirve para explicar disfunciones

membranales que están relacionadas con algunas enfermedades o la participación de

xenobióticos. Además, que ha ayudado para entender la importancia fisiológica del α-

tocoferol (vitamina E), el antioxidante liposoluble presente en todas las membranas

celulares, así como el papel del ácido ascórbico y del ácido úrico como agentes

protectores de este proceso en los organismos.

Como ya se mencionó la presencia de las dobles ligaduras intervienen para que
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fisiológicamente se inicie el proceso lipoperoxidativo, el que para su estudio clásico se ha

dividido en tres etapas: iniciación, propagación y terminación:

La etapa de la iniciación se desencadena cuando el residuo de un ácido graso

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

reactiva generalmente el
.
OH que le abstrae un hidrógeno a uno de los carbonos -CH2- el

que queda como radical libre (L
.
) centrado en el carbono. El carbono que ha perdido el

hidrógeno es generalmente estabilizado mediante un rearreglo molecular que da lugar a

un dieno conjugado el cual reacciona con O2 y forma el radical peroxilo (LOO
.
), en estas

condiciones la molécula que tiene el suficiente poder oxidante para atraer un hidrógeno

metilénico del ácido graso adjunto para quedar como lipoperóxido (LOOH) que ya no es

radical libre.

La propagación se lleva a cabo cuando la nueva molécula a la que se le ha abstraído un

hidrógeno, hace lo mismo a lo que fue sujeta ella, —abstraerle un hidrógeno a la molécula

de ácido graso poliinsaturado adyacente— estableciéndose una reacción en cadena y de

esta manera se propaga la lipoperoxidación a través de la membrana. La longitud de esta

cadena lipoperoxidativa depende de varios factores ya sea la relación de proteínas y

lípidos en la membrana, la composición del ácido graso, la concentración de oxígeno y la

presencia o no de antioxidantes en la membrana. Por otro lado, durante el proceso

también se producen algunos lipoperóxidos intramembranales que para su remoción se

requiere de la participación de enzimas específicas, por ejemplo la fosfolípido

hidroperóxido glutatión peroxidasa que metaboliza dichos lipoperóxidos a alcoholes, o

bien las fosfolipasas que favorecen la disociación de los peróxidos lipídicos de las

membranas. Algunas enzimas antioxidantes, entre ellas la glutatión peroxidasa, la

glutatión S-transferasa y la alquil-peroxidasa, intervienen en el metabolismo de los

diferentes LOOH a sus respectivos alcoholes.

Finalmente la lipoperoxidación puede terminar fisiológicamente cuando el radical lipídico

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

complejo menos reactivo. Alternativamente, cuando el LOO
.

Está frente a una molécula
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antioxidante capaz de donar un átomo de hidrógeno, se forma LOOH, terminando así la

cadena de reacciones. El -tocoferol, y la ubiquinona (CoQ10) son los antioxidantes más

relevantes para participar en la fase de terminación de la cadena de reacciones de

oxidación de los lípidos en los sistemas biológicos. La vitamina E tiene propiedades

antioxidantes porque dona un hidrógeno 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 electrón desapareado queda deslocalizado en la molécula, de esta manera se

interrumpe la peroxidación de lípidos. El radical tocoferilo se puede regenerar a partir de

interacciones con moléculas de la membrana o del citosol, tales como la ubiquinona, el

ácido ascórbico o tioles como el GSH. Así, los radicales libres generados en el proceso de

la lipoperoxidación pueden ser detoxificados directamente por glutatión 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 lipoperoxidación

inducida por otros factores.

4.10.2. Peróxido de hidrógeno.

La reacción de dos radicales hidroperoxilo (HO2

.
) producidos por la protonación del O2

.-

dan como producto H2O2 en una clásica reacción de terminación de radicales libres

HO2

.
+ HO2

.
H2O2 + O2

Por otro lado, el H2O2 se forma in vivo en la células humanas, principalmente a partir del

O2

.-
esta reacción puede realizarse por la vía no enzimática, o bien con una reacción de

dismutación en donde uno de los dos O2

.-
es oxidado y el otro reducido, mediante la

participación de la superóxido dismutasa (Carrico y Deutsch, 1970).

2 O2
.-

+ 2H+ O2 + H2O2
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El H2O2 es una molécula relativamente estable en ausencia de catalizadores que

promuevan su descomposición, se forma en fagocitos, espermatozoides, mitocondrias y

microsomas. Por otro lado, hay datos de que el H2O2 participa en la señalización celular

en adipocitos y hepatocitos (Díaz-Cruz et al., 2007), en estas células su síntesis depende

de la actividad de la NADPH oxidasa que sintetiza O2

.-
el que da lugar al H2O2 que puede

modular vías metabólicas del mismo modo que lo hacen los segundos mensajeros Ca2+ y

AMPcíclico.

4.10.3. Radical hidroxilo.

El radical hidroxilo es la especie química más reactiva que se conoce y por lo tanto la más

tóxica, puede formarse in vivo como consecuencia de radiaciones de alta energía (rayos X

y rayos γ) que pueden realizar la ruptura del agua corporal, por otro lado; ya que la unión

O-O es relativamente débil, la luz UV puede romper de una forma homolítica al H2O2 y dar

lugar a dos radicales hidroxilo (
.
OH)

H2O2 2
.
OH

Este radical tiene una vida media estimada alrededor de 10-9 s, es altamente reactivo y

generalmente actúa cerca de su sitio de formación. Dependiendo del sitio donde se forme

será el tipo del daño 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 láctica,

puede no tener consecuencias biológicas. La reacción que más frecuentemente se

relaciona con el radical
.
OH es la peroxidación de los ácidos grasos presentes en los

fosfolípidos de la membrana, ya que a causa de su acción, hay pérdida de la flexibilidad,

de las funciones secretoras y ruptura de los gradientes iónicos transmembranales

principalmente.

En 1894 Fenton describió la reacción en la que se podían oxidar moléculas orgánicas por

la mezcla de peróxido de hidrógeno y sales de fierro reducido (Fe2+) y obtener radical

hidroxilo, de ión hidroxilo al mismo tiempo que el fierro se oxida (Fe3+).
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H2O2 + Fe2+ Fe3+ + HO
-

+
.
OH

Posteriormente, en 1934 Haber y Weiss incorporando este conocimiento a los sistemas

biológicos, dieron una primera explicación del mecanismo de reacción: el O2

.-
es un

agente reductor del Fe3+ de las proteínas y da como producto al Fe2+, éste que se

encuentra reducido interactúa con el H2O2 lo que da lugar a la re-oxidación del

compuesto proteico con Fe
3+

y a la formación del ión y del radical hidroxilo

proteína-Fe3+ + O2
.-

proteína-Fe2+ + O2

proteína-Fe2+ + H2O2 proteína-Fe3+ + HO
-

+
.
OH

El O2

.-
y el H2O2 son capaces de producir al radical

.
OH en presencia de los metales de

transición que se encuentran en los sistemas biológicos. Esta reacción se puede realizar

con varios metales pero el fierro parece ser el más importante en los sistemas biológicos,

a partir de la característica de que el Fe3+ es muy insoluble; en función de esto, el fierro

libre de los sistemas biológicos se encuentra en pequeña proporción. Los procesos de

captación y distribución de los iones metálicos están muy regulados en los mamíferos ya

que hay varias proteínas como la ferritina que tiene la capacidad de almacenar hasta

4,500 iones de fierro por molécula.

Aunque como ya se dijo antes, el radical
.
OH es el más agresivo de todos los radicales

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

participación de dos enzimas la superóxido dismutasa (SOD), -descubierta en 1968 por

McCord y Fridovich (1969), que actúa sobre el O2

.-
haciendo posible la formación de H2O2

y por la catalasa que al participar ante el H2O2 forma agua y oxígeno molecular.
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4.11. ESTRÉS OXIDATIVO

En células y tejidos dañados hay una sobreproducción intracelular de radicales libres, que

exceden la capacidad de las defensas antioxidantes y que pueden alcanzar niveles

tóxicos, reaccionando con lípidos, proteínas, carbohidratos y DNA como una

consecuencia del desbalance en la relación prooxidante-antioxidante. Sies denominó

como estrés oxidativo (Sies y Cadenas, 1985; Sies, 1986) al fenómeno en el que hay un

desequilibrio en este balance, desplazándose éste a favor de las fuerzas oxidantes. Este

estrés o daño oxidativo puede generarse además, por algunas agentes físicos o químicos,

isquemia, inflamación, desordenes sanguíneos o bien por disminución de las defensas

antioxidantes. Algunos de estas alteraciones o 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

acumulación de radicales libres ocasionada por su generación incesante producido

durante el curso del metabolismo normal; o bien por la atenuación de las defensas

antioxidantes. En experimentos realizados por Dai Kim y colaboradores (1996),

encontraron que en ratas jóvenes la restricción alimenticia y el ejercicio modulan las

defensas antioxidantes celulares y protegen contra el daño de los radicales libres en el

hígado y músculo 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 acción citotóxica del etanol se lleva a

cabo por la vía de los radicales libres del oxígeno. En el trabajo demuestran que la

lipoperoxidación en hígado, inducida por una dosis de etanol, puede bloquearse por

disulfiram o cianamida, ambos inhibidores de la deshidrogenasa aldehídica que es la

enzima responsable de metabolizar al acetaldehído, este bloqueo ocurre a pesar de que

hay niveles altos de acetaldehído en la circulación. La conclusión es que la peroxidación

de los lípidos, asociada a un alto consumo de alcohol, en la que hay alteración en la

velocidad de oxidación del acetaldehído, principalmente por la deshidrogenasa aldehídica

de baja Km, se debe, más que al acetaldehído mismo, a la acción de los radicales libres

del oxígeno que se forman durante el proceso.
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4.12. LIPOPEROXIDACIÓN

Tappel definió como lipoperoxidación al proceso en el que hay un deterioro oxidativo de

los ácidos grasos poliinsaturados constituyentes de las membranas (Tappel, 1979). Las

membranas biológicas son estructuras laminares, flexibles y finas que rodean a las

células y a los organelos, desempeñan múltiples funciones, como es el delimitar espacios

y con ello regular la concentración interna y externa de metabolitos, el permitir el

transporte controlado de sustancias a través de sus poros y canales, la captación y

liberación de señales, la catálisis enzimática, la transducción de energía, el procesamiento

de la información, la interacción con otras células y el anclaje del citoesqueleto

principalmente. Tienen una estructura uniforme y sus principales constituyentes son las

proteínas y los lípidos, los carbohidratos que participan se encuentran en menor

proporción y están unidos generalmente a unas u otros formando las glucoproteínas o los

glucolípidos.

Las distintas membranas tienen proporciones y tipos diferentes de proteínas y lípidos que

es lo que marca su especialización, pero poseen ciertas propiedades que les son

fundamentales, en donde la principal es el estar constituidas por una bicapa formada por

fosfolípidos con ácidos grasos insaturados y poliinsaturados que le otorgan gran fluidez.

Algunas de las proteínas presentes penden de la superficie, otras están embebidas en el

interior y otras atraviesan la membrana de lado a lado; a mayor cantidad de proteínas

presentes en las membrana, será mayor el número de funciones que desarrollen.

En las membranas de las células animales los lípidos dominantes son los fosfolípidos

aunque algunas membranas particularmente como la plasmática y la mitocondrial

contienen cantidades significativas de esfingolípidos y de colesterol. Los ácidos grasos

presentes en los fosfolípidos participantes de las membranas de las células animales,

generalmente son de 14 a 24 átomos de carbono, son poliinsaturados y sus dobles

ligaduras tienen una posición cis.

En cada lado de la bicapa lipídica, las proteínas y los lípidos pueden difundir con gran

rapidez sin embargo el intercambio de las moléculas lipídicas entre las dos mitades de la

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

reaccionar en presencia del oxígeno y ser sujetos al fenómeno de la peroxidación,

ocasionando el daño más significativo que la célula recibe por el mecanismo de la

producción de radicales libres. El daño oxidativo de los ácidos 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 ácidos grasos poliinsaturados (linoléico, linolénico y araquidónico) presentes en los

fosfolípidos de la membrana celular son degradados por la lipoperoxidación mediada por

los radicales libres con la consecuente afectación de su integridad, sugiriendo que esto es

la causa del daño donde hay pérdida de la función y destrucción 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

hepáticos (Di Luzio y Stege 1977; Dianzani, 1985; Cederbaum, 1989). Comporti en, 1978

propone que la lipoperoxidación inducida por etanol se restringe a nivel hepático, pero hay

estudios in vitro que conducen a aclarar que tejidos extrahepáticos como los del sistema

nervoso central, del testículo y del corazón son propensos a la lipoperoxidación.

La lipoperoxidación 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

explicación del estrés oxidativo es conforme a la siguiente secuencia:

ENFERMEDAD O TOXINA

DAÑO CELULAR

AUMENTO DE LA LIPOPEROXIDACIÓN

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 últimos
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años se ha implicado a las especies reactivas del oxígeno con una variedad de síntomas,

enfermedades y procesos degenerativos.

Ahora bien, cuando la producción de radicales libres rebasa las condiciones fisiológicas,

generalmente se debe a la presencia de agentes externos como es el caso de la ingesta

de etanol; la lipoperoxidación descrita arriba con sus tres etapas -iniciación propagación y

terminación- se ve afectada en la última parte del proceso ya que la terminación no se

puede llevar a cabo en su totalidad y la presencia de los radicales producidos ocasionan

daños a la membrana al mismo tiempo que produce metabolitos tóxicos. Las

consecuencias del daño pueden ser agregación, entrecruzamiento, degradación de

proteínas y fragmentación dependiendo de la naturaleza de las ellas o de las especies

reactivas atacantes, alteración en la actividad enzimática o alteración en la función

membranal que pueden afectar la homeostasis y las señales de transducción membranal.

Hay datos que indican que hay una relación inversa entre lipoperoxidación y velocidad de

proliferación celular; además de que producen edema celular, cambios en la

permeabilidad vascular, inflamación y quimiotaxis. (Niemelä et al., 2002; Martínez

Sánchez, 2005)

La peroxidación de los ácidos grasos de los lípidos de las membranas puede ocurrir tanto

por la vía no-enzimática como por la enzimática; durante la peroxidación no-enzimática

las especies reactivas de oxígeno inician el daño oxidativo en los lípidos de la membrana

y los radicales libres de las especies resultantes, propagan el proceso de la peroxidación,

lo que permite la acumulación de hidroperóxidos. Éstos finalmente se descomponen en

una gran variedad de productos terminales donde los principales son malondialdehído

(MDA), hexanal, y 4-hidroxinonenal (4-HNE); en la lipoperoxidación enzimática, los ácidos

grasos oxidados son liberados de los lípidos de las membranas por fosfolipasas y otras

lipasas.

El proceso lipoperoxidativo enzimático se inicia cuando el ácido araquidónico (20:4 Δ 5, 8, 

11, 14) se libera de los fosfolípidos de la membrana por la acción de la fosfolipasa A2 en

respuesta a una variedad de estímulos, entre otros la participación de agentes pro-

inflamatorios como es la ingesta de etanol. El metabolismo del acido araquidónico,

representa una fuente de especies reactivas de oxígeno que pueden inducir el estrés
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oxidativo; este ácido se metaboliza principalmente por tres rutas: por la vía de la

lipooxigenasa que hace posible la formación de derivados hidroxilados y leucotrienos, por

la vía de la ciclooxigenasa que permite la formación de prostaglandinas y por la vía

catalizada por el citocromo P450 que conduce a la producción de epóxidos derivados del

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

La etapa de la iniciación de la lipoperoxidación presentada en el tema de autooxidación

que permite, después de una serie de reacciones, la formación del lipoperoxilo, el cual

puede sustraer un hidrógeno del ácido graso vecino y continuar con la etapa de

propagación o bien se pueden formar los endoperóxidos cíclicos por la acción de la

ciclooxigenasa y con esto se abre la posibilidad ya sea de dar lugar a la síntesis de

prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos que algunos de ellos son mediadores de la

inflamación, o bien continuar hacia la vía de la degradación donde se sintetiza MDA y

otros productos terminales como son aldehídos, algunos hidrocarburos como el pentano,

etano y otros residuos orgánicos (Zentella de Piña et al., 1994a).

Como se ha mencionado antes, el MDA es sólo una de las moléculas que se generan al

final de la lipoperoxidación al igual que diversas moléculas, pero son los aldehídos los que

van a formar aductos con proteínas que alteran las funciones de éstas dentro del

metabolismo general. El MDA al formar aductos con acetaldehído y proteínas induce el

aumento en la secreción de citocinas que promueven la inflamación, aumenta la

producción de moléculas que son parte de la matriz extracelular que desencadenan la

fibrosis en la región perivenular, además de que aumenta la secreción de proteínas que

permiten la activación del factor de crecimiento que desencadena la cicatrización.

Para su identificación en el laboratorio el MDA reacciona a bajo pH y a temperatura

elevada, participa en reacciones nucleofílicas con el ácido tiobarbitúrico (TBA) generando

un color rosado de un aducto de MDA con TBA (MDA-TBA2), lo que permite que esta

reacción se utilice como un índice de lipoperoxidación; el MDA puede reaccionar con otras

moléculas distintas al TBA, del mismo modo que el TBA reacciona con otros aldehídos,

actualmente se designa a la prueba como sustancias que reaccionan con ácido

tiobarbitúrico (TBARS), es una prueba no específica, pero confiable (Janero, 1990).
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La reacción 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 extinción de 1.59 x105 mM-1cm-1 (Wills, 1969) se utiliza ácido

acético y un buffer de fosfatos a pH 7.0 (Zentella de Piña et al., 1992), la extracción del

compuesto rosado se realiza en presencia de butanol-piridina. Para correr un estándar se

realiza con tetraetoxipropano en solución 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;

Lefèvre et al., 1998).

Además algunas de las moléculas volátiles que se producen en la lipoperoxidación tienen

un con alto potencial toxigénico y se ha propuesto que algunas de estas moléculas

pequeñas pueden actuar en sistemas biológicos como segundos mensajeros. Los

lipoperóxidos pueden inhibir la actividad de algunas enzimas y los radicales LOO
-

tienen

la capacidad de inhibir la transcripción del ADN. El gradiente de iones calcio (Ca2+) se

altera cuando la enzima calcio-ATPasa pierde su actividad catalítica debido a la oxidación

de los grupos tioles presentes en la molécula. Es posible que ello, aunado a la entrada

excesiva de Ca2+, 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 daño por

la lipoperoxidación.

4.13. METABOLISMO DEL ÁCIDO ARAQUIDÓNICO

Antes se mencionó que el ácido araquidónico (AA), ácido graso poliinsaturado (20:4, Δ 5, 

8, 11, 14) forma parte de los fosfolípidos de la membrana y se libera por la acción 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 ácido araquidónico, de la formación de los eicosanoides, un grupo de

moléculas biológicamente 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 vía de la ciclooxigenasa y los leucotrienos (LT) que se sintetizan por la

vía de la lipooxigenasa, su estudio es importante ya que todos los representantes de

estas líneas tienen acciones muy específicas dentro del metabolismo celular.
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FOSFOLÍPIDOS DE LA MEMBRANA

Fosfolipasa A2

ÁCIDO ARAQUIDÓNICO

5-lipooxigenasa PGH2 sintasa 12-Lipooxigenasa

O2 (Ciclooxigenasa)

5-HPETE (COX)

12-HETE
PGG2 15-lipooxigenasa

LTA4

PGH2 sintasa Lipoxinas
(Peroxidasa)

PGH2

PG endoperóxido
reductasa Prostaciclina sintasa

PGF2α PG endoper-
óxido E isomerasa

PGI2
Tromboxano
sintasa

PGE2

TXA2

Fig. 7. Síntesis de eicosanoides a partir de ácido araquidónico.

El AA en presencia de la prostaglandina sintasa (EC 1.14.99.1) llamada también

ciclooxigenasa (COX), una proteína presente en la membrana de los microsomas y del

retículo endoplasmático, inicia el proceso de oxidación (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 oxígeno y forma la prostaglandina G2

(PGG2) y posteriormente con la función de peroxidasa reduce el grupo hidroperóxido y da

lugar a la PGH2. 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 múltiples funciones, muchas de

ellas antagónicas, así algunas participan en la vasodilatación y otras en la

vasoconstricción; en la broncodilatación y en la broncoconstricción; en la estimulación y

en la inhibición de la agregación plaquetaria; en la activación (algunos derivados del ácido

araquidónico) y en la inhibición de la inflamación (algunos derivados ω-6 del ácido

linoleico). Además, intervienen en la percepción del dolor, controlar el descenso de la

presión arterial al favorecer la eliminación de sustancias por el riñón y producir aumento

de temperatura corporal. A partir de PGH2 y por la acción de prostaciclina sintetasa se

forma PGI2 que tiene un fuerte poder antiagregante y vasodilatador, mientras que el

mismo sustrato por la acción de la tromboxano sintetasa pasa a TXA2 que es un poderoso

agregante plaquetario 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 ácido

araquidónico, pero se codifican por diferentes genes, poseen diferente estructura y

regulación genética.

La COX-1 es una enzima constitutiva, se encuentra presente en casi todos los tejidos, en

mayor proporción en estómago, riñón, en células endoteliales y en plaquetas. Es

citoprotectora y participa en la agregación plaquetaria, tiene como función la regulación de

la proliferación de las células, participa en la producción de prostaglandinas que

intervienen en procesos fisiológicos tales como: protección del epitelio gástrico,

mantenimiento del flujo renal, la agregación plaquetaria, la migración de neutrófilos y

también se expresan en el endotelio vascular. Se encuentra asociada al retículo

endoplásmico de las células y no es estimulada por la inflamación.

La COX-2 es inducible en procesos inflamatorios y se ha planteado que su inducción es

responsable de la síntesis de prostaglandinas, que como se sabe son mediadoras de

procesos patológicos y por ende está relacionada con dolor, inflamación, fiebre y aumento

de la permeabilidad vascular (Vane, 2000; Mitchell et al., 1994; Meade et al., 1993). La

COX-2 tiene como función mediar los procesos de inflamación y la señalización por

prostanoides, se expresa tras la inducción provocada por diversos mediadores
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inflamatorios (interferón γ, factor de necrosis tumoral α, interleucina-1, factores de

crecimiento, etc.) en diversas células y tejidos.

Ambas proteínas presentan gran homología, pero con diferencias en su sitio activo. (Raz

y Needleman, 1990; Needleman e Isakson, 1997). Para algunos autores podría existir una

tercera isoforma: la COX-3, radicada en el cerebro, mientras que para otros no sería más

que la COX-2 pero con funciones más propias de la COX-1. Esta enzima está 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. INFLAMACIÓN

La inflamación es un mecanismo de defensa natural de la célula en el que los anticuerpos,

el complemento y las células fagocíticas penetran al tejido para proteger de la presencia

de sustancias extrañas. En la inflamación aguda los vasos sanguíneos se dilatan lo que

ocasiona el rubor y el calor característicos, el edema se produce por aumento de la

permeabilidad vascular y la extravasación de leucocitos que contribuyen a la tumefacción

y el dolor se desencadena por la acción de algunos mediadores sobre las terminaciones

nerviosas.

Los agentes que estimulan al desarrollo de la inflamación son los llamados mediadores de

la inflamación: histamina, bradiquinina, factor activador de plaquetas, PG, TX y LT. Estos

tres eicosanoides se consideran como hormonas locales debido a que no hay depósito

para ellos sino que se sintetizan y liberan en función 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 inflamación hay leucocitos formadores de LTB4 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 inflamación.

La inflamación 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 característica en muchas enfermedades tal es el caso de la
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artritis reumatoide y lupus eritematoso entre otras, en casos de inflamación crónica el

tejido afectado es directamente expuesto a altos niveles de O2

.-
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 antígenos y que esto puede contribuir a desarrollar

autoinmunidad, en esas condiciones hay una disminución de la respuesta antioxidante

observada con una baja de la glutatión peroxidasa.

Los corticosteroides inhiben a la fosfolipasa A2 y por lo tanto disminuyen la formación de

prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos e indirectamente causan una liberación de

una proteína inhibidora de la fosfolipasa llamada lipocortina y disminuyen los niveles del

factor activador de plaquetas, además los esteroides tienen un efecto terapéutico en la

artritis reumatoide. Ya se había mencionado antes que los AINEs son inhibidores de las

COX, su administración debilita la adhesión plaquetaria mediante la disminución del

tromboxano A2 plaquetario, generándose así una tendencia al sangrado.

4.15. INFLAMACIÓN HEPÁTICA OCASIONADA POR EL ETANOL.

Las células de Kupffer son los macrófagos cuya principal función es la de ingerir y destruir

cualquier molécula extraña y las células estelares tienen dos funciones, cuando están en

reposo sirven como almacén de grasa y cuando están activadas producen proteínas como

la colágena, cuando están 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 crónica incrementa la permeabilidad de las células

epiteliales del tubo digestivo. La pared celular bacteriana posee un lipopolisacárido (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

hígado, activan al receptor CD14 de las células de Kupffer, lo que ocasiona la producción

y liberación de varias citocinas, principalmente interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6),

factor de necrosis tumoral (TNF-α) y ERO. El TNF-α está directamente relacionada con la

respuesta inmune, estimula la toxicidad por la inducción y activación de señales químicas

que conducen a la apoptosis (Thurman, 1998; Wheeler y Thurman, 2003). El incremento

en la secreción de citocinas, media la comunicación entre células y promueven la

inflamación en la que como antes se mencionó, hay gran concentración de leucocitos y

células fagocíticas, por todo lo anterior está claro que el etanol ocasiona inflamación

hepática.

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 acción analgésica de las hojas de mirto, Hipócrates

recomendaba la corteza de sauce y de álamo para la fiebre. En 1763 Edward Stone

descubrió la acción antipirética del ácido salicílico (ASA), en 1827 Leroux aisló el ácido

salicílico y posteriormente Kolbe trabajó en su síntesis. Finalmente después de una gran

cantidad de estudios y hallazgos relacionados con los ácidos salicílico y acetilsalicílco, en

1898 el ASA es sintetizado. En 1971, John R Vane descubrió el mecanismo por el cual la

aspirina exhibe una acción anti-inflamatoria, analgésica y antipirética, posteriormente él

prueba que la aspirina y otros AINEs inhiben la actividad de la COX la cual permite la

formación de PGs que causan inflamación (Vane, 1971) y en 1982 junto con Bergström y

Samuelsson ganó el Premio Nobel, por sus investigaciones sobre la fisiología y la

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

Las moléculas derivadas del ácido araquidónico se consideran como hormonas

eicosanoides, ya que tienen la capacidad de modificar algunas actividades de las células

donde se encuentran y en su contorno más inmediato y como ya se mencionó participan

en la inflamación. Por otro lado los AINEs impiden la síntesis 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 inhibición de la COX-2, es

lo que permite la acción anti-inflamatoria, analgésica y antipirética de los AINEs. Sin
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embargo, se ha encontrado que algunas moléculas de los que inhiben simultáneamente a

la COX-1 y a la COX-2 tienen la capacidad de causar hemorragias digestivas y úlceras,

como es el caso de la aspirina.

FOSFOLÍPIDOS

Fosfolipasa A2

ÁCIDO ARAQUIDÓNICO

O2 PGH2 sintasa
AINEs (Ciclooxigenasa)

(COX)

PGG2

PGH2 sintasa
(Peroxidasa)

PGH2

Fig. 8. Los AINEs bloquean la acción de la prostaglandina sintasa y con ello la
síntesis de eicosanoides.

La mayoría 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 síntesis de PGE2, mientras que el ASA al inhibir preferentemente a la COX-1,

afecta a la síntesis de TX2. (Famaey, 1997).

Es importante mencionar que algunos AINEs en presencia de hepatocitos aislados,

mitocondrias o microsomas han demostrado tener efecto hepatotóxico, aunque estos

datos requieren más trabajo para entender su patología (O'Connor et al., 2003; Yokoyama

et al., 1995; Ji et al., 2001; Ong et al., 2006).
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La capacidad de los AINEs para disminuir la inflamación depende del tipo de agente

causal de la inflamación, sumado a las características particulares de las estructuras que

actúan como inhibidores de las dos formas de COX. (Rainsford, 2007). En la Tabla 1 se

enlistan los principales AINEs que según su estructura química se han clasificado en 8 ó 9

grupos; se subrayan y se ponen las fórmulas de los que se han elegido para el estudio

que ocupa esta tesis, (TABLA 1) que como se ha dicho antes, intervienen en la

disminución de la lipoperoxidación, situación inherente a la inflamación ocasionada por la

hepatitis alcohólica.

En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado el daño hepático inducido por la ingesta

aguda de etanol en ratas y se ha encontrado que algunos AINEs, inhiben la inflamación y

participan en la regulación del estrés oxidativo tanto en hígado entero como en

hepatocitos aislados.

Los AINEs estudiados son ácido acetilsalicílico, dipirona, naproxen, nimesulide y

piroxicam, y los resultados obtenidos indican -como se verá más adelante- que in vivo,

disminuyen la síntesis de TAG y ayudan a bloquear la lipoperoxidación que se alcanza

durante la ingesta aguda de etanol. (Zentella de Piña et al., 1992), (Zentella de Piña et al.,

1993), (Gutiérrez-Salinas et al., 1993), (Zentella de Piña et al., 1994), (Pérez-Tapia et al.,

1996), (Zentella de Piña et al., 1997), mientras que en hepatocitos aislados incubados

con etanol y piroxicam, hay una aumento en la poza de TAG y una disminución de la

lipoperoxidación (Saldaña-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. Ácido acetilsalicílico.

Ácido 2-acetoxi-benzoico

El ácido acetilsalicílico (aspirina) es un fármaco 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 ingestión se

absorbe en el estómago, emigra por vía plasmática y al término de 30 minutos se ha

hidrolizado aproximadamente el 75%; tiene gran capacidad para unirse a las proteínas

plasmáticas, especialmente a la albúmina.

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 hidrofóbico y el ácido acetilsalicílico acetila a la

serina 530 y deja en el canal al ácido salicílico impidiendo la acción fisiológica sobre el

ácido araquidónico, así modifica la actividad enzimática de la COX-2 e inhibe la

agregación plaquetaria. Por lo general, la COX-2 produce los prostanoides, la mayoría 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 producción de prostaglandinas y

tromboxanos.

La aspirina también interfiere con los mediadores químicos del sistema kalicreína-cinina,

por lo que inhibe la adherencia de los granulocitos sobre la vasculatura que ha sido

dañada, estabiliza los lisosomas previniendo así la liberación de mediadores de la

inflamación e inhibe la quimiotaxis de los leucocitos polimorfonucleares y macrófagos.

Reduce la fiebre, estos efectos antipiréticos probablemente son mediados tanto por la

inhibición de la COX en el sistema nervioso central y por la inhibición de la interleucina-1,
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el cual es liberado por los macrófagos durante los episodios de inflamación. Se ha

demostrado que la aspirina interrumpe la fosforilación oxidativa en las mitocondrias de los

cartílagos y del hígado al difundir al espacio que está entre las dos membranas de la

mitocondria y actúa como transportador de los protones requeridos en los procesos de la

respiración celular. Con la administración de dosis elevadas de aspirina se observa la

aparición de fiebre debido a una gran cantidad de calor liberado por la cadena de

transporte de electrones, lo que es contrario a la acción antipirética de la aspirina a dosis

terapéuticas. Además, la aspirina induce la formación de radicales de óxido nítrico (NO
.
)

en el cuerpo, lo cual reduce la adhesión de los leucocitos, uno de los pasos importantes

en la respuesta inmune a infecciones, aunque aún no hay evidencias de que la aspirina

sea capaz de combatir una infección. Datos publicados recientemente, sugieren que el

ácido salicílico, y otros derivados de la aspirina modulan sus acciones de señalización

celular por medio del NF-κB, un complejo de factores de transcripción que juegan un

papel importante en muchos procesos biológicos, incluyendo la inflamación. Con dosis

bajas, la aspirina prolonga el tiempo de sangrado, la propiedad que tiene la aspirina como

anticoagulante, hace que su uso sea útil en la reducción 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 fármaco del grupo de las pirazolonas, tiene

un potente poder analgésico, antipirético, espasmolítico y no tiene efecto anti-inflamatorio

(Pierre et al., 2007). Algunos autores sugieren que el efecto que tiene a nivel periférico, es

la activación de canales de potasio, con lo cual produce hiperpolarización de las

terminales periféricas aferentes, disminuyendo así el potencial de acción y no la

disminución de la síntesis de PG; esto es, tiene un mecanismo diferente al resto de los

AINEs. La dipirona es un medicamento que genera controversia, en muchos países



58

constituye el analgésico no narcótico muy empleado, mientras que en otros ha sido

prohibido su uso ya que en los años 70, se descubrió que con su ingesta existía el riesgo

de agranulocitosis y anemia plástica, razón por la cual en diversos países del primer

mundo lo han prohibido o bien han restringido su uso exclusivamente bajo prescripción

médica (Figueroa et al., 2006).

Es un analgésico común, un débil inhibidor no específico a dosis dependiente de las dos

isoformas de COX (Hinz et al., 2007), pero más potente en la recientemente reportada

COX-3 (Rezende et al., 2008; Nossaman et al., 2007). Al ser un inhibidor de las

ciclooxigenasas, disminuye la síntesis de prostaglandinas y tromboxanos, los cuales

sensibilizan los receptores mecánicos y químicos al dolor; es capaz de atravesar la

barrera hemato-encefálica y la barrera hemato-placentaria. Luego de su ingesta es

rápidamente hidrolizado en el jugo gástrico 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 unión a COX (Pierre et al., 2007). Como

ya se mencionó, el ácido acetilsalicílico es un inhibidor de la COX-1 y un metabolito de la

degradación de la dipirona el 4-metil-aminoantipirina (MAA), atenúa el efecto de la ASA

sobre la COX-1 ya que forma un puente de hidrógeno con la serina de la COX-1 e impide

la participación de ASA. (Hohlfeld et al., 2008).

4.16.3. Naproxen.

Ácido (αS)-6-metoxi-α-metil-2-naftalenacético

El naproxen es un fármaco analgésico-anti-inflamatorio derivado del ácido propiónico y

clasificado como AINE inhibidor no selectivo de la COX-1. Es una sustancia liposoluble,

se absorbe rápidamente en el tracto gastrointestinal, este proceso es facilitado por la
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presencia de alimentos en el estómago; aunque se requeren dosis más elevadas que

otros AINEs (200-400 mg/día). El naproxen se une muy bien a la albúmina y por lo tanto

tiene una vida media más larga en sangre que otros analgésicos, llegando hasta 12 horas,

la máxima concentración se tiene entre 2 y 4 horas después de su ingesta y su

metabolismo se realiza en el hígado. Actúa inhibiendo la síntesis de prostaglandinas, pero

su mecanismo exacto de actuación 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 lipoperoxidación en hepatocitos aislados

(Yokoyama et al., 1995) ya que aumenta a las TBARS y disminuye la cantidad de

glutatión. En 2001 Ji y colaboradores encontraron que en microsomas hepáticos tratados

con altas concentraciones de naproxen hay una elevación de Fe3+ de donde se concluye

que el AINE contribuye al aumento de Fe3+ 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 síntesis de

prostaglandinas con acción específica sobre la enzima inducible COX-2 y es un atrapador

de O2
.-.(Famaey, 1997; Giuliano y Warner, 1999; Capone et al., 2007). Después de su

ingestión se absorbe con facilidad y la máxima concentración en plasma se encuentra

entre 1 y 3 horas aproximadamente. La ingesta alimenticia puede reducir la velocidad de

absorción y aproximadamente el 99% se une a las proteínas plasmáticas. La mayor parte

del nimesulide ingerido se metaboliza principalmente en 4-hidroxi-nimesulide y sólo entre

el 1 y el 3% es excretada como tal en la orina y aproximadamente el 70% de sus

metabolitos son excretados por vía urinaria y el resto por las heces. El mecanismo de



60

acción del nimesulide puede contribuir a explicar algunos efectos farmacológicos, los

cuales incluyen acción sobre la liberación de histamina, la mieloperoxidasa de los

neutrófilos, actividad de la bradicinina, factor de necrosis tumoral alfa, la degradación del

cartílago, síntesis de metaloproteasas, inhibición de la fosfodiesterasa tipo IV, agregación

plaquetaria y sobre la síntesis del factor activador de plaquetas. Igual que otros AINEs el

nimesulide (50 micromolar) puede iniciar un cuadro de hepatitis ya que desacopla la

respiración y puede causar necrosis de los hepatocitos lo que ocasiona depleción de ATP

(Berson et al., 2006).

4.16.5. Piroxicam

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

El piroxicam es un AINE que se absorbe completamente y su la máxima concentración

plasmática se encuentra entre las 2 y las 4 horas después de su ingestión.

Pertenece a la familia de los oxicanes y actúa inhibiendo la ciclooxigenasa (COX),

destacándose entre otros AINEs por su larga duración de acción. 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 Nève, 2004). Además inhibe la quimiotaxis, la liberación de

enzimas lisosomales, tiene capacidad de generar anión superóxido. Se une a las

proteínas plasmáticas y se metaboliza por hidroxilación y glucuronoconjugación.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La ingestión elevada de etanol tiene una acción inflamatoria y hepatotóxica debido en

parte a un incremento en la producción de radicales libres, a un mayor depósito de

triacilgliceroles y a su disminución en la degradación y exportación a la circulación ya que

ambos procesos promueven un aumento de la lipoperoxidación. Se plantea el papel de

los anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) como posibles agentes que disminuyan la

síntesis de ERO y por ende la lipoperoxidación hepática y la inflamación.
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6. HIPÓTESIS.

Los AINEs atenuan los procesos inflamatorios a través de la inhibición de la

ciclooxigenasa y eventualmente por una disminución en la producción ERO. Se postula

que los AINEs disminuyan la inflamación hepática ocasionada por la ingesta excesiva de

etanol, y en consecuencia que abatan la generación de ERO, disminuyan la

lipoperoxidación y por ello tienda a elevarse la poza de TAG y en general, sean menores

los efectos tóxicos del etanol.
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7. OBJETIVO GENERAL

Establecer un manejo lógico para revertir las acciones inflamatorias y tóxicas provocadas

en el hígado por la ingestión exagerada de etanol, que se base en los clásicos efectos

antiinflamatorios de los AINEs.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Conocer la participación de algunos AINEs en el estrés oxidativo consecuente a la

intoxicación con etanol.

2. Estudiar la modificación que tienen los indicadores del daño 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
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8. MATERIAL Y MÉTODOS.

En este capítulo se presenta de manera breve y general el diseño de los experimentos

que son el tema de estudio en los que se enfoca la presente tesis. Lo anterior obedece a

que en el capítulo de Resultados se incluyen una serie de artículos publicados, y en cada

uno de ellos se encuentran detalladas las condiciones particulares en las que se

efectuaron los experimentos individuales: se señalan 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 artículos:

► Zentella de Piña M, Hernández-Tobías A, Saldaña-Balmori Y, Díaz-Belmont A, Piña E.

(1992), Biochemical ethanol effects affected by a non-steroidal anti-inflammatory drug.

FEBS Letters. 298(2-3):123-125 y

► Zentella de Piña M, Saldaña-Balmori Y, Hernández-Tobías A, Piña 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 artículo:

► Zentella de Piña M, Corona S, Rocha-Hernández AE, Saldaña Balmori Y, Cabrera G,

Piña 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 artículos:

► Saldaña-Balmori Y, Zentella de Piña M, Guinzberg R, Rocha-Hernández A, Piña 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 Piña M, Guinzberg R, Saldaña-Balmori Y, Julián-

Sánchez A, Saavedra-Molina A, Piña 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

que se les había mantenido en ayuno las 48 h previas a su sacrificio.

Resumiendo, los experimentos realizados se dividen en:

in vivo: A. Con ayuno de 16 ó 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 vía orogástrica en un volumen de 2.0 ml.,

de uno de los siguientes tratamientos:

1. Glucosa, 37.5 kcal/Kg. de peso (de una solución al 40%), más NaCl al 0.9%

equivalente a la cantidad en la que se disolvió el AINE;

2. Etanol, 5 g/Kg de peso (37.5 kcal/Kg. de peso de una solución al 30%), más

NaCl al 0.9% equivalente a la cantidad en la que se disolvió el AINE;

3. Glucosa a la cantidad arriba señalada, más uno de los cinco AINEs disueltos en

NaCl al 0.9%: ácido acetilsalicílico (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 más uno de los cinco AINEs en las cantidades señaladas 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 permitió la

acción 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 decapitación se recogió la sangre en

presencia de anticoagulante y se extrajo el hígado, un trozo de éste fue homogeneizado
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en agua bidestilada y se tomaron alícuotas para hacer las determinaciones de TAG,

TBARS y proteínas.

Las determinaciones de etanol se realizaron en sangre conforme al método descrito por

Bernt y Guttmann (1974). Las proteínas 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 alícuota del homogenizado de hígado con heptano, se

hidrolizaron con KOH y el glicerol liberado se oxidó con peryodato, el formaldehído

resultante se condensó con acetil-acetona dando lugar a un derivado colorido que se

midió espectrofotometricamente, los resultados se expresan como miligramos de TAG por

miligramo de proteína. Las TBARS se midieron por el método de Ottolenghi modificada

por Hernández-Muñoz (1984) y finalmente modificado por nosotros (Zentella de Piña et

al., 1992). Para las determinaciones de TBARS, se tomó una alícuota de homogenizado

de hígado, se incubó con buffer fosfatos por 0.15 M pH 7.4 durante 30 minutos a 37º C,

esta reacción se detuvo con ácido acético al 20% y pH 2.5, se añadió ácido tiobarbitúrico

al 0.8%, las muestras se llevaron a baño de ebullición por 45 minutos, se añadió KCl al

2% y se realizó la extracción con butanol-piridina (15:1) y se leyó la absorbancia de la

capa orgánica a 532 nm. La concentración de TBARS en las muestras se calcularon

usando el coeficiente de extinción de 1.56 x 105 M-1 cm-1. Los resultados se expresaron

como nmolas de TBARS por miligramo de proteína. Las determinaciones de GSH y

GSSG se realizaron conforme a la técnica reportada por Akerboon y Sies (1981), se

tomaron dos trozos de hígado que fueron congelados rápidamente en N2 líquido,

posteriormente en una de ellas se hizo la determinación de glutatión total, el tejido fue

homogeneizada en ácido perclórico en EDTA, la otra muestra de tejido se homogeneizó

en presencia de ácido perclórico en EDTA y N-etilmaleimida para determinar el GSSG.

Los valores de GSH se obtienen de la diferencia de glutatión 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 perfusión del órgano y aislados con

colagenasa; se ensayó la viabilidad de las células por el método de exclusión de azul de

tripán 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 10-9 a 1 x 10-4 M), en ausencia o presencia de epinefrina (1 x

10-6 M) y con 50 mM de etanol o 50 mM de lactato de sodio. Después de una hora de

incubación, se midió la poza de TAG, la producción de TBARS, el lactato o el etanol

consumido y las proteínas. Las técnicas empleadas para las determinaciones de TAG,

TBARS, proteínas 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 daño ocasionado por la presencia de etanol en ratas, se ha abordado desde

diferentes ángulos, a continuación se presentan 5 artículos publicados cronológicamente

por nuestro grupo de trabajo, que nos han ayudado a conocer una acción benéfica de los

AINEs en un diseño experimental de intoxicación alcohólica:

►Grupo A. En los dos primeros artículos se presentan los resultados de los experimentos

realizados con animal íntegro, con ayuno controlado y permitiendo el efecto del etanol y

cada uno de los 5 AINEs utilizados;

►Grupo B. En el tercer artículo, se trabajó con animal íntegro, sin retiro del alimento y

permitiendo el efecto del etanol y sólo uno de los AINEs, el piroxicam

►Grupo C. En los dos últimos artículos los experimentos se hicieron con hepatocitos

aislados de rata incubados en presencia de etanol, con y sin epinefrina y de sólo uno de

los AINEs, el piroxicam.
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1. Zentella de Piña M, Hernández-Tobías A, Saldaña-Balmori Y, Díaz-Belmont A, Piña

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 hepática y reporta que en homogenizado de hígado

de rata tratada con etanol hay un aumento tanto de la poza de TAG como de la

lipoperoxidación. Durante la oxidación del etanol en la célula, por la acción de diversas

deshidrogenasas, se induce el incremento de NADH + H+, este aumento se refleja en una

mayor producción de metabolitos reducidos en comparación con los oxidados, entre otros

por la reducción de la dihidroxiacetona fosfato ocasiona hay un aumento de glicerol-3-

fosfato, lo que ocasiona que el metabolismo se desplace hacia la síntesis de TAG. Por

otro lado, la oxidación del etanol conduce a un aumento de acetaldehído que impulsa un

aumento de la lipoperoxidación. Vane en 1971 descubrió que ASA y drogas similares

inhiben la síntesis de prostaglandinas que contribuyen a la inflamación.

El diseño original del empleo del piroxicam para esta serie de experimentos tuvo como

antecedente que con su ingesta, se observó una mejoría en el cuadro general que

presentaban humanos varones con hepatitis alcohólica que acudían a un servicio

hospitalario (Díaz Belmont et al., 1987). Posteriormente, en el laboratorio se encontró que

el piroxicam prevenía el aumento de 2 aminotransferasas en hígado y que mantenía

normales los valores de TAG y los TBARS en ratas intoxicadas con CCl4 (Díaz Belmont et

al., 1990).

Es importante mencionar que en el desarrollo de los experimentos publicados en este

artículo se ensayaron dos diferentes técnicas para la medición de TAG, la señalada en el

método de Butler et al., (1961) y la de Gottfried y Rosenberg, 1973), con la segunda se

obtuvieron resultados más reproducibles; de igual forma la lipoperoxidación se midió en

dos condiciones diferentes una de ellas conforme a la técnica de Ottolenghi y modificada

por Hernández-Muñoz 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 sustituyó 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 estudió 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 observó que a las

8 y 12 horas de haber administrado el etanol hay una poza elevada de TAG, este valor se

disminuyó significativamente (P < 0.05) en las ratas que recibieron el etanol y el AINE. Los

valores más altos de la lipoperoxidación obtenida por la administración de etanol se dieron

a las 8 horas y la administración simultánea de etanol y piroxicam permitió 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 habían recibido alcohol al mismo tiempo que el AINE fue 38%

menor de las que sólo recibieron etanol.

En conclusión, hay un aumento en la poza de TAG y en la producción de TBARS en

homogenizado de hígado debido a la oxidación del etanol y cuando está 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 activó la oxidación del etanol, por lo que la

cantidad residual del mismo en la sangre en las ratas que lo recibieron se encontró

disminuida.



71

"'-""-".'~", ..... "", .""_ .. ' .... --_ ... ..., .... . 
lIiOt:!K-ln.:al etlwlol olT.as ~ff«:1w by ~ ~on.n.ruiJ,1 ""l i'lnfl_mm:l\or'/ 

drug 

" .... f_ .. /'\b .................... T_.· \ ..... UoI.oAo ........... _n..... , 
... r_ .... · _._ ,...,..._ ....... __ ._."'~ .. _ ... >ow._._. 

ro-" ... . '~~'"-~.~ . __ . ........ ~ 
-~_ ... 

, .. _-, , , ... --_ .. --_ .. ", ... , ---_4_ ... ___ ... _ ... ____ ·_· .. _ =' ____ _ ---_................ '-'---.... _._-_ .... _ .. 

. -....... --...,..-............... ...- ....... '_.-. _ ... " .... ·._.t _t. ""' .. ..., 

----_ .. 

I USC ... !, 
....... '-_ ....... 0_ ,.. ........ -.. ,--.. ~ ..... _ ... "'lll __ ~ ...... _. _ _ ._, ... " .. " 
"""- .. .....- ... - - .. 1\ ..... ........... _ .. _ ,,,, ....... ---_._->' 
~"'--, ... ".- " .. -_ .. ~--_ .... -" .. , , ... _~". _ ....... . ,. __ , ,~r, .................... '_ .. _ .. -_ ...... .. _,., ... __ .. - -, ... _.,.". ~ ... _ .. 
"~ -"'" '""" ...... ~.-. .-.... _-_ ... __ ... .. ". --,-_ .. ..- "" ... _ .... __ ... - .. ""., .. 

,,' 



72

... ..".., 

c .--
...,. .. "" ...--

--

"'-'-~ ' -.. -...-........... __ ... _ .. -_ ... _-_ .... .. _ .. , ... _-_._--



73

_ .... _u ... ' ...... 

'''''-''''' !),'--"',:':~: .. ,,, > '0'''_110,101''' __ _ 

-",', , "''''''_ .... _"'-~'1_, .. -"--'. ' ... 'IDA" I>".~ __ "_.'" 

_ ..... "......,. .. _ .... -
.. , ......... 1>.'4 

...... "'" 



74

2.- Zentella de Piña M, Saldaña-Balmori Y, Hernández-Tobías A, Piña 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

siguió el protocolo presentado en la anterior publicación pero en este estudio se trabajó

con cuatro AINE, ácido acetilsalicílico, dipirona, naproxen y nimesulide. La cantidad de

etanol que recibieron las ratas ocasionó un aumento en el contenido hepático de TAG y

TBARS a las 8 y 12 horas después de iniciado el tratamiento.

Cuando se administró simultáneamente etanol y ácido acetilsalicílico (ASA), a las 4 y 8

horas, se abatió la cantidad de TBARS producidas (P < 0.05); y considerando que la vida

media del ácido acetilsalicílico es de aproximadamente de 6 horas, fue necesario

administrar una segunda dosis del AINE, para mantener el efecto. Se encontró que a las

12 horas continuó disminuida la cantidad de TBARS. Los datos obtenidos con la dipirona,

un anti-inflamatorio que se está borrado de los cuadros básicos de medicamentos de

países del primer mundo debido a que el consumo sostenido por tres semanas puede

contribuir a que se presente degranulación hepática se encontró que su presencia junto

con el etanol tuvo un efecto muy marcado en la disminución de TBARS, a las 8 y a las 12

horas de tratamiento (P < 0.001). El naproxen, a la concentración farmacológica en

presencia de etanol, fue efectivo propiciando una protección del tejido hepático, el que se

observó tanto en la disminución de la poza de TAG como por la disminución de TBARS en

el homogenizado de hígado (P < 0.001). El nimesulide exhibe una acción semejante a la

presentada por estos últimos AINEs, aunque es más 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 participación de los AINE, teniendo valores diferentes

dependiendo de la naturaleza del AINE y del tiempo en el que se permitió la intoxicación.

Es notoria la observación del efecto anti-lipoperoxidativo de los AINE empleados, así

como la protección en la liberación de TAG hepáticos.

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

participantes, con ASA y naproxen disminuyó 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

aumentó su concentración, este comportamiento diferente del etanol en presencia de los

AINEs puede deberse entre otras causas, a efectos diferentes de los AINEs sobre la

oxidación del etanol.

Con los resultados obtenidos con estos experimentos, proponemos que, mediante los

indicadores empleados para medir el daño hepático, los AINEs estudiados contribuyen

para atenuar el estrés oxidativo que se produce por la ingesta aguda de etanol.
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3.- Zentella de Piña M, Corona S, Rocha-Hernandez AE, Saldaña Balmori Y, Cabrera

G, Piña 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

siguió 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 permitió el tratamiento fue de 8 y 12 horas.

Se tiene información de que los niveles de glutatión en los animales con ayuno

descienden a medida que pasa el tiempo y que este descenso se acentúa por la

presencia de etanol. A partir de ello nos planteamos una pregunta de investigación para la

realización de estos experimentos: ¿Cuál sería el efecto de la presencia de alimento en

ratas a las que se les indujo daño hepático por intoxicación alcohólica y que ocurriría

cuando además se les administraría piroxicam? El estudio se amplió, para buscar

respuesta a a otra pregunta ¿Qué ocurriría en la poza de glutatión sistema intracelular

antioxidante en esas ratas que recibirían etanol o etanol + piroxicam?

En ratas con ayuno de 16 h los valores de TAG, 8 y 12 h después de la administración de

etanol muestran cifras de 0.15 mg/mg de proteína. La presencia adicional de piroxicam

disminuye la cifra a 0.08 y 0.11mg/mg de proteína respectivamente (Zentella et al., 1992).

Los datos de los experimentos realizados con los animales sin ayuno que participaron en

el presente artículo 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 proteína respectivamente, la presencia adicional de piroxicam disminuyó la poza de

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

Nuestros estudios realizados previamente con animales a los que se les había retirado el

alimento, y que habían 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

proteína respectivamente, y la presencia adicional de piroxicam disminuyó esos valores a

0.6 y 0.9 nmolas/mg de proteína respectivamente. Ahora bien, los experimentos

realizados con los animales sin ayuno en las condiciones del presente artículo, 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 proteína respectivamente, la

inclusión de piroxicam disminuyó los valores a 0.28 y 0.30 nmolas/mg de proteína

respectivamente. En los dos indicadores estudiados TAG y TBARS, la presencia de

alimento disminuyó los valores alcanzados tanto con el etanol solo, como cuando las ratas

recibieron etanol más piroxicam.

Ante la pregunta de qué ocurriría en la poza de glutatión –sistema intracelular

antioxidante– en esas ratas que recibirían etanol o etanol + piroxicam? Está ampliamente

documentado que en la intoxicación alcohólica, hay un aumento de TBARS y TAG y

concomitantemente hay una disminución de los niveles de glutatión 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 aumentó un 32 y

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% más 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 glutatión, se revierte por la presencia del piroxicam



83

~,-" .. _ ........ " .. ---''--- '" _.~ .... "'-_ ....... 
_'<)HAnot< n ,1>0_ ()# tN(I! OUlTA_ l.lVUS DECIILOSlD 

"" """'" ~ ..,OJDeAnot<. 

OO, ._ ...... • ••• C-· ,A .. ...... ·H __ •• • 
• .• __ . .... C--. . .... . ....... . 

' __ o do r . L 5 ..... . .......... "!':'~"""_ .. __ .. "', " r,~ 
...... F_od do" " . V_. Z __ , ..-.-_N_ .............. _ . ........ -..., 

•• "-" 101", "' __ '., .... . ..... ." 

,-~ .... __ .. -
"'" ,,,- of _ .............. , .. _ ... I , ... " , ,, ..... _ . ... 

_ .............. lo ... ''''' ...... _ ! , ,, ' " ......... _ _ ........ , .. ,." .................... _. --",., ,,- "-
... , " ..... _ ..... '_ ' ....... _ .. loO ' ... __ ... -., .................... _-_ ......... -_ .. .... _ ......... -' ." .... "., ......... _-" ....... 
.. " U', ...... _ ' L' r" ... __ , ' .. . ..... _od 
......- ... 'u ..... , ... ft .. __ .. __ .... , .. __ ...... _ ..... , ' ....... _ ...... -_ ..... --.. , ... _ .. __ .. _ ........ - . __ .. ...... __ ... ,_ .... _ ........ 

~- ,,~~._ ...... ! " 

........ "' ........... ..... ,.. 7 .... , .. , ...... .-. • ,,..... .. _ .... 

.... ".,,'. " ........... d< .... ~_I'I,"""'" ..... 0<0_ .......... _ 

.. _ ....,._ ,,,, 12,3), ............ hm _ ..,.. ." ... ~'" _ •• , , .......... _.,.-.._1B ... ' .... '. C'H~ .... oh' .,;." . " ,-_ ..... -... _--_ .... __ .......... .-
""'- ....... , ......... " .. ,_ m. 00 u .. __ .• ___ l • 
• _ .. _".., ... __ .... _'_~-.. = " .. '".= -- +" .. _ •• _ .. , ... _ .. _~ ... _,,, ...... ,," "lUOo_ ........ _. " .. ", .. , .. 0.0, .... _. ____ """"",<0,. 

I 



84

- -_ ... _-
Me "H , 

no'!' : " "2 ,a_. __ a , ....... .......... , ""'. 1.1'., ', ""1.'.' .... -. ' u '" _. ' , ,: .. ,'_. 
__ ... " .. __ '_ .. 1_ ....... _"_._ .. .. .oO, .. ,,,'o ' ' ,,_~ __ '""'~, . oo ·· _ : ... _ 

I 



85

-_ .... _-
_,l.' ... , ........ , ... _ ~, .. "o; -... __ ., ... _ 
_ ,_ " ",,,,. ,- ... , . _' ..... " .... "" , ...... , _ ... 0+ ,",lo _. _ .. ~_ 'oo., ....... ",,, ' '" tF_, ""'" ""-1, 

8" ... 7$=' , 

- ,_ .............. _ - ,,:; ,,, .. '" .... "' ........ lo 
__ u_ ... u .... ' ,' .. ,_, .... . , .. '., ... " ........... , _ _ .......... ' ... .. '2 ... ''''. __ .. .... ..,.._ .. _M~ .... 0.50, ... ''''''' .... _____ ,,,.,, ",._,,..d ....... _ ..... 
_ .... """' .. ..- .. ·: ,· .... _ ..... ' .......... 0.""_00'. 
7~ ........ ,.. ...... .. . . ,,", ......... _ .... "'" ......... <1511 .... OlIO • 
.... , . .. " ............. _,"'"" .......... _,.' .. _ ..... r'· ' , .. "'" _ .... ,_, ..... , ___ "0"" ......................... _ .. -' - .... ( ... " ... _ .. , ..... , .. " .......... -,," , ,_ .. 
... _,. ),_._"", ..... _ .. , ........ _ ....... , .. ft+ _ .. _-~, .. , .. , ........ "",-, .. , .,. .. ,-, ..... ,-
.... -_ .. QSSO'_ .. _---" .... ,-, .... . .. .. ....... _ ...... ,_ .. - .... _-_ .. ", ..... , .... " .. 
' &. ,.',""' ....... _. __ , ., ................. _ .. 0$110 .. .. _,. __ ..... _,_." ... _'"1 ... 3 ...... ' • . " 
,.." , __ .. __ ....... ' ... .. 37 .......... _ ... "'"" 
._Iond ' 2., .... ", ... " "' .. __ ... ,,_, ...... ' __ ..... ' . .- .. . _ ....... ..- ........ , ............... _-, 
......... "_, ........... __ ."' . ... , .. ,, ... _ .. <1511 
.......... "', " . ..... n" ." ...... odrrd."_ ........ .......... "'" ""' ......... ,,-, .... ". , .... , "'" -_ ...... ..... _-_ .... ......... ......... - .... , ............. "_,01_ .. __ , .. : "o-
., • • " ,_ ..-...... , .......... __ ..... ,,' 1>11, __ .. _ • ......... _ ... ' _ ... H._..,_._ ......... _, ........... 



86

,. ..: _u... __ 

_ ."od ""' ............. _ .... ____ ..... "', ... , ... 
.... _ .... . ______ ... '101 ........ ... _ 

, ......... -.,,--_ .. _ ..... , ......... -..... -, ......... ,,-' .......... " ..... 

'00 

o.oz 

• 
c:t _ • • _ 
C ._._ .. _ 

C .-• • _ 0_· __ 

•• 
. "." 

:::: 
8 I? 

fOJIIS AFTER F;TIW()L TllEATMENT 

.. ar' ._ .. ............ , ... __ ot_ ............... " ... ... 
' ... m,' .... by .............. ',, _ 7 -.; _ ............. ....... 

... +_ , .0 ................ __ . _ ....... _."'ot_ 
lO •• · "I ... tft .. __ ::""' ___ 5 ......... ' ... _ .... _~ 

.. _o ..... ".,. _ .. . . 0" ,~ ..... Inl I,om ... l . 
• • <0. ___ " . • .-•• _. _ ... h . 
.. • <0._,,, •• __ • .-.. _. _ ...... h . 
... . " 0.0,)1 , ....... r..g ... ::10 • .- .. _ • .- .. Il h. 



87

-_ .... _- -,. , 
• "" GI • • o •• I s .... ". 

CJ 01 . <0 .. + PUo • . ,.m 

CJ (!~onol ' 5001", 
0.9 "" [, ..... , + Pito"'.'" 

0.6 

• 
0 3 1, · . · .. · .. · . · . · .. · .. · . · • · .. · .. · • · . · .. · .. · . • · · .. · . · . · . · .. • • · . · · · .. • . · · · . · . · • · . o • · . · . . " HQURS AFTER ETHMO... TREATMENT 



88

- .. ~~._--- voL ........ _ 

.~ . • _ ... . ... '"_T ......... _ ... _v_ .. ___ ....... 
T. __ ' 

~ 
_. 

<lSM • G.S.SG 

a~::IO.$_ ,",ShO.lS· 0 ,027 .0.00' ' .IHO,,," ... ... .. . • '00 .......... 3" , .0,>0 O,"'-Ha.OC>< U .. O.20 ... ... .. . ,_o .- 3.0300.31" O,011U. OC" '.OhO.'" 

'" '" '" ._. -- •. '"'0,'" O .• 3h ...... • '.'ha."· .. , ", ," ... , ........ _--''''' .. _ ..... "" ............. __ .. 
• 
• 
• 

• • .. _. - _ . PO ",,- 110 _. _ .. _1 .. .. 
... " ..... od ... _ .... >lo ..... _., .. _ , ..... " < ' ... , .. .. .................. D." ..... ~,,' '. __ ..... _'_ .. " .. _ k •• _ ... _ .. , ........ -_. 
_.'- .. _._ •••. 0" ......... .-.. _ ..... Ie_. <0-0., O" . .-.. _._.<0 .• ' . 
......... .- ................ · ... n . < ... .. o..... ___ ................. ,u_ . 

. ~. 
' '''''' .... . _ ...... r .... _ ........... v_ .. H_ ..... _ In!lot. 

• 
0I0c .... .-.. _ . _. <0.007, 
_ • .- ............... _.<0.0 • . 

" ..... . ' '''"4 .. .. . _, 



89

""-............. 
... .. 

_ ..... w .. ~:: ........ _ ... _._ ........... "" ..... _ . n.o --... _ .. -. -.. ,--..... ""_ ..... -_ ..... ..... , ...... '*. __ c_:, ..... ,,~ ... __ .... ,. __ -_ .... ,_ ..... _-", .. 
-

'. '. , 
• 
o 
o. 
,. 
o. .... .. 1 .. . 

o. ,s , ..... . 

" • 
" . 

" " 
" 
" " 
" --". " . •• Y. "' ....... 

" 
" 
". 
" 

, 



90

4.- Saldaña-Balmori Y, Zentella de Piña M, Guinzberg R, Rocha-Hernández A, Piña 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 íntegro es difícil establecer la relación causa-efecto entre los

cambios bioquímicos específicos y los cambios patológicos. Es por ello que se realizaron

esta serie de experimentos con células aisladas, cuyo uso puede proporcionar

información 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 relación a que en animal íntegro, el etanol estimula la liberación de esta

hormona (Maickel et al., 1963).

En el artículo se describen los detalles de las condiciones en las que se desarrollaron los

experimentos in vitro con hepatocitos aislados (grupo C), se tomó lo equivalente a 10-15

mg de proteína de células aisladas, se incubaron por una hora con etanol 50 mM, otros

con lactato 50 mM, y ante cantidades crecientes de piroxicam (1x10-9 a 1x10-4 M), en

presencia o no de epinefrina (1x10-6M).

Los datos obtenidos se presentaron en tres figuras gráficas en el artículo original (Figs. 1,

2 y 3). Dichas figuras se presentan aquí en nuevas gráficas que permiten una mejor visión

panorámica en donde sólo se ve la tendencia de los efectos obtenidos con las moléculas

empleadas, los datos de los errores estándar están en el artículo original. Así en función

de la concentración de piroxicam se graficaron los cambios en relación al consumo de

sustratos, a la poza de TAG y a la cantidad de TBARS producido respectivamente (Figs.

9, 10 y 11)

CONSUMO DE SUSTRATO. Los datos de la gráfica presentada en la Fig.1 del artículo se

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

consumieron más sustrato fueron los incubados con lactato y epinefrina, con

concentraciones de piroxicam de 1x10-7, y1x10-6 M los cuales tuvieron valores que fueron

estadísticamente 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, más en ausencia de epinefrina que en su presencia; si bien, a la

concentración de piroxicam donde ocurre el mayor consumo de etanol (1x10-6 M), dicho

consumo es igual en presencia o ausencia de la hormona.

Fig. 9
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µMOLAS DE ETANOL O LACTATO CONSUMIDO EN HEPATOCITOS

INCUBADOS CON O SIN EPINEFRINA EN PRESENCIA DE PIROXICAM

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 (1x10-4 a 1x10-6 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 (1x10-8, y 1x10-9 M) (Fig. 10). En las células

incubadas con etanol y sin epinefrina, el piroxicam muestra una tendencia a aumentar el

contenido hepático de TAG, a medida que sube la concentración del AINE en el medio de

incubación. Cuando a las células con etanol se añade epinefrina, el piroxicam no muestra

ningún efecto. Estos datos contrastan con lo que se observa en el animal íntegro. La



92

intoxicación con etanol eleva el contenido de TAG hepáticos y la adición de piroxicam

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

Fig. 10
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PRODUCCIÓN 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 añadido (fig.11). Por otro lado, la

menor producción de TBARS por el efecto del piroxicam se observa en los hepatocitos

que se incubaron con etanol con epinefrina y con una concentración de 1x10-5 M de

piroxicam. La tendencia más importante en este trabajo es la disminución de los TBARS

en función de la concentración de piroxicam usada en los medios de incubación (Fig. 11).

El efecto es más claro cuando se usa etanol como sustrato.
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Fig. 11
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La comparación de los datos obtenidos con el piroxicam en relación 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 oxidación del

etanol, más clara in vivo (Fig. 3 de Zentella et al., 1992) que in vitro (Fig. 9, concentración

de piroxicam 1x10-6 M). Otra similitud de efectos, de interés para los objetivos de este

trabajo, es la capacidad del piroxicam para abatir la producción de TBARS debidas a la

presencia y oxidación del etanol, incluso también observada para el lactato en ausencia

de epinefrina (Fig. 11). La diferencia más importante en los resultados, al comparar los

dos modelos, es la relación con la poza de TAG que ya se hizo notar con antelación.

Adicionalmente en el experimento llama la atención que la oxidación del lactato genere

más TBARS que la del etanol (Fig. 11), tal como podría esperarse a partir de la abundante

información 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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5.- Riveros-Rosas H, Zentella de Piña M, Guinzberg R, Saldaña-Balmori Y, Julián-

Sánchez A, Saavedra-Molina A, Piña 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 artículo anterior (Saldaña-Balmori et al., 1996) exhiben un

antagonismo en hepatocitos aislados entre la epinefrina y el piroxicam, en este trabajo se

estudian algunas respuestas metabólicas 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 liberación

hepática 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 liberación de

glucosa de los hepatocitos. El antagonismo entre las acciones de la epinefrina y el

piroxicam se observan en el caso de la estimulación en la liberación de glucosa hepática a

partir del lactato que estimula la epinefrina y lo impide el piroxicam. Además la epinefrina

bloquea la acción del piroxicam de aumentar el contenido de los TAG hepáticos a partir de

lactato y etanol. Los resultados aquí resumidos constituyen el primer reporte de células

aisladas sobre un antagonismo entre la epinefrina y el piroxicam.

Los AINEs en general, además de inhibir a la ciclooxigenasa, de bloquear la síntesis de

prostaglandinas y con ello disminuir la inflamación, pueden, tener múltiples funciones

entre otras, las relacionadas con los sistemas de transducción de señales (Abramson et

al, 1990; Earnest et al., 1992), inhibir el consumo de Ca2+ en neutrófilos (Abramson et al,

1985) e incrementar el nivel intracelular de AMPc (Weissmann et al, 1987).



100

__ "-__ .'0' _",,""-~ 

Antagonism be!""",,n Ihe n>etabolic 1l'sponses inductd by C'pir>ephrinc 
and riro~ icam on isolalN fal hepatoeytcs 

l!kt::r Rl __ ". _7'-10 :1< N::: '. Roq::ri ~ '. 
v_ Se ldd'·1!ah!:ori ', A_ )01'+0 s+o·"'" ',"1_ Ssn_l.tollioo ' . _ ..... ... __ .. _._,. .. _ .. "",

.... _ ..... _ .. _----
-~------" ... -,_ .... -

-

- .... --_. ,., -
, .... , -
_ "_,, " 
"'_ '''' , _ ... "- tt>I, '1 

•• '. _,"-.~_ .. ,g ...... 
~,_ I _ 

'''')-'---'--''' "a ' __ "'_'" . ' ... _ , , "',,',,-
("0'_ .... , .... '1 ... ~' ., .... 

-. .. .,.,. '"'' < .... ' .... e, , ______ _ 
'" .... , "- " _ ............ __ .. __ .. 

, -_._-.. _, ¡L'a __ _ ... __ .. _'" -
V , ..... , ___ Gt.""" .. · _ ..... _"'''.' ,G_w.-
~ ... ,,,,. ,IOL},_"_""' " " ........ " "'''0_''_ . -,.." .... _._-_ .... _-..... " ,_ ..... "., 



101

• "'_ .. _'''--~.'. 

Oo._ ',_._ .... __ -, _ .. _- ' 
" . .,.. ..... , .... '~ 

r .~.,_ .. _o/ .. 7 _ .... _-_ .. , ,' . ...... - .. -
~¡:_~,'¡" __ "; =_0/ ... _ ... _--:~"_,,, 5 . . _ .. _ _ ..... __ ... __ .... 

_ .. & - --- --, , , 
, ..... -

~ 



102

.... ,- --., .. - .. ; " ..... 0%_ I~_ [ ' .... _ .. __ .7 7 
,,-
'",'! ._---"'. ", -~,_ ........ _-,~ '-""'w.l-.-___ _ ---_ ..... -___ pi '_ .. _ 

:;;';"'-_ ... .-_ ..... \ ,', .. __ .. _(>....,.. .. ... _ .... __ , ... , d. 
_"_'._~ -- ....... 
-.., ~~, .. _-

1'" • •• , 
1 
1 

•• 
•• 
• 

¡ ~-. ..-.,:: .. 

• i,.,.,_, C'C. =c 
• ,,' ,,' ... ,.' lO ' .. ' 

1 

• lO' ,,' " ' ... ,11' ,.' 
•• 

~.; ...:.::.;.; .. :o."7":;'~' ;,;~~;. ;_§ _ .......... '_.- .. ', ' ,,,,_,"_,.7 _u ... _ --_... _ .. _
~.,.''¡ .~.«IWW_IU 

• 10_ .. l ! 00"'" ... 
....." ' .......... "", ,. .... -_ .... _ .. , --(f"'" ....... . ._-" -_ .. - . ... ' ',7 __ "'_Io 
', " ''" ..... ,_,.' ... ,. '0" _ .... _--(.,_. " .... 
lO! .; ::w : ~..:'.,;...:.:.: --_ .. --....--, --_ .. _.-_ .. _ ..... , ... , ...... ...... 
oo'; ,"' - ' ....... _,. .... _ 
U'io- 1)[ .... _' , "''' .. ' __ .. .. ...- .. ... ... __ .... _

! ,, ',' _"-'M,. ' ¡~< .... ~ 

.... _--....-----..,,_ ... _----..... ,. 
_, 110_ .... ..;,101 ......... ' ... . " .. _ .. _ . ..,.., .... _ ... 
__ L' .-._ .... . ~, 



103

• 

1 • , 

I 
•• 
•• 
•• 
•• 
• 
• 

~- ._-, • 0.- ' 0;' 

I r • I • • • I 

• L..,.,,< 
• ,,' 10'''''0''0'''' 

" ... _"---

~_ .. 7; , ... __ ~":; , ~"'ZI, ___ 2 
(Po. " ... , ! E ,",,~_ ... _ ""- n , ... _.---_ ...... _.,,- .... _----_ ... ....., ..... " ..... ,,,,, ... 
-~-~---- .... , -_ .......... ', , .. --
.. _,"" 7 5 ' ... __ _ --_ .......... , ._--. .... .. . ',,_' 'i __ _ -_ ...... _--

" '" ... _------.... ... _,""' ...... -" ........ 
",'; , .. _ ... _."., .. ,! -

,.~w.. _ ..... --.. _ -..... _-
~,. ' .......... - ... ,,,", 00"'_ _ ....... - ' 

,§fV 
.. "'""+ , 

b' --• - , 
" • " • .. --, • .. • •• • •• • •• , .. - -
-"1 :1 -". • 

-......c._ .---- e 
.. ' T' ... ~<._ .•. "' ____ .,;':;;';;:,,:;" ",'" -",- ' ' ........ _---"=.' . ~ _... ...._._.. '_.-... ... _---_ .. __ ........ _ .. -...-._-_ .. __ .... _ ... _._ ... - ........ ,_ .. __ .. - , 



104

. "--'"-'. '~-~'"--''' -_ ... " 

] 
a -

"" 1--.
'" -\:i •• 
I .,.. _ 

III tYj 
b --. - , 

- I~ 
• r,;;; I 

• •• • •• • •• • •• 
• •• · .... , -

1: I ..• --• 

• 

~' .•... .. ~..... " ' . _._-- .. -. "0 •• _ ........ " .. - ,_, ___ ....... w_ .. ~, 
-.' T • ;::':~" __ ~. ___ .... 

e ,,, 

_._--'" "'_0._-,,- , 

--- .. 
• •• • •• • •• • •• , •• • •• -

...... 
e 



105

I: I ~J 1: 
• 

a ' •• • b' 
_. , - 1m 1 ' . 'C-i' -, •• • -. 

• •• • •• • •• • •• .. 

O~~J 
c' .. , • .......... 



106

'" , ... ,,,,,-_~r ', .. - .... • 
a -
"h . j I ! o 

M ' 

,. " 
M , i • I • ]9-9 ! • • 

I b 
• 

! • 
• , 
• 
• J., '1 

" 

:J, 
• • • • • , . 

:~~:',_ ... _ ... _-'-.... ,m._ .... , ..... _ ... _ , ... ,_ .... , .... - .. ,- ...... 
~_ 7 "4 _ ... _ _ .................... _.,.-
:';.==~':~,~~:':'~,._ .. -¡' ¡'.. '" ........... -



107

• . ' • ·~/_-~'" , rO ""_-,, 

• • 
- •• 

t I , • • 

1 f 
• -

1 • • 
• • • • • • • • 

r • • 

_·" ..... M . " 7 _lo! ... ;"_ ..... .., ... -... , ' .. n' ¿ _____ _ 

" ...... -..... , _.1>', ' '_ "'--_ ir ¡' _ _ e 77 ..... : .~ .. _ 
L a --'-"'- ' '._ ... -,.,.. ..... _ .. _ .. ,. ! ...... . 

_ .. _ .. ... t ' ... .. .. .. ----_ ........... ... . , ' .. _ ... _-_ .. -
, _oto ! ... _ .... 

_ .... _' '''.11'','_ 
- lo .. _, ... ." _ ... _"". --- .. , . __ .. ... ~ .::''': .,:."i.!: !';. -

' - """--
... .. _"0. ...... ,,., 77 " 'CW<VUlA""'","''''''''''''' ,' , 7 _ _ UP<'rU>' ... , _loo!" _ _ _ _ ....... .... .'_ .... 

_ " .. '" _ ".,, __ """"A·U.'< ...... 

-~ 



108

• . --~"'--~"'~;;':':.-::'-::':':_,"--,,-, • 



109

• · ... ,_ .......... ---...... _ ... " --- --------



110



111

10. DISCUSIÓN

El manejo medicamentoso de la intoxicación humana con etanol continúa siendo un reto

para los médicos y los investigadores en el área de la salud. Desde luego que la

prevención es la indicación más acertada, pero ya una vez que el individuo se ha

intoxicado con las bebidas alcohólicas, es fundamental buscar alternativas de tratamiento.

Por lo tanto, existe un continuado interés de ensayar distintos tratamientos y diferentes

medicamentos para la mejoría de los pacientes intoxicados de manera aguda con etanol.

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

Existían tres motivos por los cuales se inició, a principios de la década de los 90, el

estudio de los AINEs para tratar de paliar las acciones tóxicas del etanol en el tejido

hepático. El primer motivo es la acción anti-inflamatoria de este grupo de compuestos,

que actuarían ante la inflamación hepática ocasionada por el etanol per se y por un

conjunto de efectos colaterales consecuentes a la afectación de otros tejidos por la

presencia del etanol en el organismo. El segundo motivo fue un hallazgo clínico fortuito: la

administración crónica de piroxicam a un paciente de artritis reumatoide y alcoholismo,

reveló una mejoría en su cuadro de alcoholismo con el tratamiento del AINE en cuestión

(Díaz-Belmont y Escotto, 1987). El tercer motivo fue la mejoría que se observó en

animales de laboratorio intoxicados con CCl4 cuando se les administró piroxicam (Díaz-

Belmont et al., 1990).

Por no ser el tema principal de la tesis, en la misma está ausente la vasta información

existente de los AINEs en general, y de la aspirina en particular, sobre la inhibición de las

ciclooxigenasas 1 y 2 (Vane, 1971; Famaey, 1997). La idea general es que como

consecuencia de la inhibición de las ciclooxigenasas por los AINEs se impide la síntesis

de prostaglandinas y tromboxanos, los cuales promueven el proceso inflamatorio. En esta

tesis se le da mayor prioridad a la acción tóxica que ocasiona el etanol en el hígado, a

través de la generación de ERO que inducen la lipoperoxidación y son medidas como 

TBARS y a las acciones deletéreas promovidas por ese exceso de las ERO. También se 

incluye el estudio del depósito excesivo de TAG en el hígado debido a la intoxicación

alcohólica. Este indicador se incluyó porque al coincidir en la célula hepática una

elevación de ambas entidades químicas se aumentará la posibilidad de que las ERO
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actúen sobre los TAG, y debido a la naturaleza química multiplicadora del proceso de

lipoperoxidación, la lesión hepática se amplifique.

En general, se obtuvieron resultados más satisfactorios con el uso de los AINEs frente a

la intoxicación alcohólica con el modelo in vivo. En dicho modelo y como era de esperarse

por la información disponible en la literatura internacional, el etanol produjo un aumento

en los niveles sanguíneos de etanol, un aumento en los niveles de TBARS en el hígado

como indicadores de la poza de ERO, un aumento en los valores hepáticos de TAG

(Zentella de Piña et al., 1992, 1993, 1994b; Pérez-Tapia et al., 1996) y una disminución en

el contenido de glutatión total y en particular en la forma reducida de glutatión (Zentella de

Piña et al., 1994b). Uno de los resultados contundentes en esta tesis es que la

administración de los 5 AINEs empleados en estos trabajos, modificaron favorablemente

los indicadores de la lesión tóxica promovida por la intoxicación alcohólica.

Los resultados relativos a la cifra de etanol en la sangre son los únicos 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 sólo 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 disminuyó importantemente a las 12. Finalmente, la

dipirona elevó los niveles de etanol a las 4 y 8 horas a valores más altos que ninguno de

los AINEs estudiados (Zentella de Piña et al., 1992, 1993). La interpretación que se le dio

al hecho de que con aspirina y piroxicam bajen más, y más rápido los niveles sanguíneos

de etanol (Zentella de Piña et al., 1992, 1993) es que estos AINEs fueron capaces de

acelerar la oxidación del etanol. Existen datos previos de las limitaciones que existen en el

hígado para explicar el por qué de la oxidación del etanol en los mamíferos es un proceso

lento (Riveros-Rosas et al., 1997). En consecuencia, el hallazgo de una aceleración en la

oxidación del etanol tiene importancia intrínseca para entender mejor el catabolismo de

una molécula que no puede ser considerada un nutrimento normal. Además, si se logra

una desaparición más rápida del etanol en el organismo, puede argüirse que ése puede

ser el motivo suficiente para explicar un menor efecto tóxico del etanol. El estudio de las

modificaciones en la velocidad de oxidación del etanol en el hígado de la rata y en

preparaciones semi-purificadas de la deshidrogenada alcohólica por la acción de los

AINEs es una de las líneas de trabajo que se generaron como consecuencia de nuestra
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observación 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 oxidación, 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 están directamente asociados a

las acciones benéficas de los AINEs frente al efecto tóxico del etanol en el hígado de los

animales intoxicados. Los cinco AINEs estudiados revierten de manera estadísticamente

significativa los valores elevados de TAG y TBARS ocasionados por la intoxicación

alcohólica. Ahora bien, en relación con las cifras y estudios sobre el glutatión, el único

AINE probado fue el piroxicam y este AINE revierte las disminuciones en glutatión total y

GSH que ocasiona el etanol en las ratas. Estudios más recientes han mostrado que el

principal motivo por el que el etanol disminuye el glutatión en el hígado es por que activa

su eflujo hacia la sangre y el piroxicam previene completamente dicho aumento en el

eflujo (Hernández Vázquez, 2009).

Este conjunto de datos presentados por todos los AINEs estudiados, que revierten al

menos 3 indicadores de toxicidad hepática ocasionada por la ingesta de etanol, son

suficientes para sugerir la recomendación de tratar a los enfermos agudamente

intoxicados con bebidas alcohólicas, con el uso racional y dosis terapéuticas elevadas de

algunos AINEs. Es obvio que no puede recomendarse la prescripción de ningún AINE si el

paciente tiene contraindicaciones precisas para recibirlos. Es más, probablemente los

efectos de al menos un AINE, el piroxicam, pueda recomendarse para paliar las acciones

de otros tóxicos hepáticos como el CCl4 (Zentella de Piña et al., 1997) e incluso en

cualquier tipo de intoxicación hepática. Nótese además, que los efectos benéficos del

piroxicam ante la intoxicación etílica no se limitan al hígado, sino que se extienden a otros

tejidos como el sistema nervioso, tal como se muestra en una más de nuestras

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

Aún se carece de información suficiente en cuanto al o los mecanismos moleculares de

que se valen los AINEs para revertir los efectos tóxicos causados por el etanol en el

hígado. Los resultados de los experimentos in vitro en donde un sistema menos complejo

solo integrado por células de la glándula hepática y el medio en el cual se incubaron, en

comparación 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 aún mal resuelto en los experimentos con hepatocitos aislados es la selección

adecuada de un sustrato oxidable control. Si los hepatocitos experimentales se incuban

con una concentración de etanol de 50 mM ¿qué deben contener como sustrato las

células controles contra las cuales se harían las comparaciones? Nótese que las

condiciones y concentraciones de los dos lotes deberían de mantenerse iguales y solo en

uno de ellos debería de existir el etanol como sustrato oxidable. Sin embargo al incluir 50

mM de etanol en un grupo de células se modificaría la osmolaridad (300 miliosmoles de

sales más 50 miliosmoles de etanol), la cantidad de energía que se liberaría con la

oxidación del etanol sería 29.22 kjoules/gramo de etanol, y por último la presencia del

sustrato llamado etanol. ¿Qué se tiene que añadir en la muestra control para mantener la

osmolaridad y las calorías iguales a las de la muestra con etanol, y solo entonces, el otro

sustrato diferente al etanol?

Finalmente se decidió usar 50 mM de lactato en las muestras control. Vale la pena hacer

notar que con ello no se logró el objetivo deseado, la osmolaridad fue un poco mayor en la

muestra conteniendo lactato debido a la cantidad de sodio que hubo de añadirse a la

muestra con lactato con el fin de mantener el pH de 7.4, además de que la concentración

del Na+ fue mayor en aquellas muestras en donde se añadió. Por otra parte la

disponibilidad de energía fue también un 20% mayor para las muestras con lactato que

para las que contenían etanol. La principal ventaja del lactato en comparación 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 oxidación inmediata, catalizada por

deshidrogenasas con idénticos cofactores, mientras que la oxidación de glucosa o glicerol

requieren de una fosforilación 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 continuación se tienen algunos resultados cuya

interpretación se dificulta.

En los hepatocitos aislados el consumo de lactato fue sistemáticamente mayor que el

consumo de etanol (Fig. 1 en el artículo 4 y Figs. 4-7 en el artículo 5). Además la

epinefrina añadida a los hepatocitos aislados estimuló el consumo de lactato más que el

de etanol (Fig. 1 en el artículo 4 y Figs. 5 en el artículo 5). Se estimuló también la
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liberación de glucosa a partir de lactato pero no de etanol (Figs. 5 y 7 en el artículo 5) y no

tuvo efecto sobre el contenido de TAG (Fig. 2 en el artículo 4 y Figs. 5 y 7 en el artículo 5).

Por su parte el piroxicam, en los mismos hepatocitos aislados, estimuló el consumo de

lactato y etanol (Fig. 1 en el artículo 4 y Figs. 4 y 6 en el artículo 5), aumentó la poza de

TAG a partir de lactato y etanol (Fig. 1 en artículo 4 y Figs. 4 y 6 en el artículo 5) y no

modificó la liberación de glucosa por el hígado ni con lactato ni con etanol (Figs. 4 y 6 en

el artículo 5). Al incluir epinefrina y piroxicam en el medio de incubación de los

hepatocitos, el piroxicam bloqueó la estimulación de la liberación de glucosa promovida

por la epinefrina (Fig. 5 en el artículo 5). Por su lado la epinefrina bloqueó el aumento en

la poza de TAG promovida por el piroxicam (Fig. 7 en el artículo 5). La promoción en el

consumo de sustratos que manifestaron la epinefrina y el piroxicam no fueron ni

bloqueados ni sumados (Figs. 5 y 7 en el artículo 5). Lo más rescatable de todo este

cúmulo de información 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 O2 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 fosforilación oxidativa (Fig. 8 en el artículo 5), (Mingatto et al., 1996),

(Salgueiro-Pagadigorria et al., 1996). Por lo tanto el mecanismo por el cual el piroxicam

estimula la oxidación de lactato y etanol es probablemente debido a que desacopla la

fosforilación oxidativa y así promueve la oxidación de sustratos en la mitocondria de los

hepatocitos.

Una acción más que se estudió para el piroxicam fue la de analizar la posibilidad de que

impidiera, dada su acción desacoplante sobre la fosforilación oxidativa, las funciones

mitocondriales dependientes del ATP. Se ensayó el efecto del piroxicam sobre la

citrulinogénesis, una función de la mitocondria hepática que requiere cantidades

importantes de ATP. El piroxicam estimuló la citrulinogénesis (Fig. 9 del artículo 5). Por lo

tanto, el efecto desacoplador del piroxicam no impide la función mitocondrial dependiente

de ATP, lo cual se puede relacionar directamente con otra función que requiere de ATP y

que estimula el piroxicam, la síntesis de TAG. En efecto, el piroxicam por su acción sobre

la mitocondria, activa al menos dos mecanismos la síntesis hepática de TAG: aumenta la

oxidación de etanol y favorece las funciones mitocondriales y celulares que requieren

ATP. El resultado es el aumento en la síntesis de TAG a nivel celular.



116

El aumento observado en la síntesis 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 disminución en los niveles de TAG, elevados a causa del etanol, y que son

observables en el hígado de los animales.

En su momento se consideraron dos hipótesis que en combinación ayudaron a explicar

las diferencias anotadas. Por un lado, la acción de la epinefrina sobre los hepatocitos

aislados muestra que la epinefrina bloquea la acción del piroxicam y eleva la síntesis de

TAG y facilita la conversión de más sustratos oxidados en glucosa; una situación similar

podría ocurrir in vivo en vista de que la intoxicación con etanol estimula la liberación de la

hormona epinefrina (Anton, 1965). La otra hipótesis se enfocó al tejido adiposo; la

epinefrina elevada en sangre por acción del etanol (Antón, 1965), activa la lipólisis en el

tejido adiposo, eleva la concentración de ácidos grasos no esterificados (ácidos grasos

libres en el plasma) los que inundan al hígado que los capta y así contribuye de manera

importante a elevar la poza hepática de TAG. La hipótesis se ensayó experimentalmente y

los datos fueron confirmatorios y concluyentes: los AINEs en el tejido adiposo inhiben la

lipólisis estimulada por epinefrina y por AMPc (Pimentel-Velázquez et al., 1996; Zentella

de Piña et al., 2002, 2007a, 2008). Es importante establecer que fueron los datos

reportados en esta serie de trabajos los que motivaron la hipótesis aquí anotada y llevaron

a los resultados indicados.

En relación con el estrés oxidativo promovido por el etanol, los AINEs han demostrado, in

vivo e in vitro en hígado, en sistema nervioso central (Pérez-Tapia et al., 1996) y más

recientemente en eritrocitos (Zentella de Piña et al., 2007b) que disminuyen el indicador

más estudiado del estrés oxidativo, los TBARS. No se descarta que dicha acción de los

AINEs sea mediada, al menos parcialmente, por su efecto inhibitorio sobre las

ciclooxigenasas (Vane, 1971; Famaey, 1997; Frölich JC, 1997) La inhibición de dichas

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

A esta importante acción de los AINEs se pueden añadir otras posibilidades, una se

refiere a la menor presencia de TAG en el hígado de animales tratados con etanol y
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AINEs; la menor disponibilidad de TAG en el hígado se correlaciona directamente con la

capacidad de generar TBARS (Terrazos-Luch et al., 1997). Esto es, el hecho de disminuir

la presencia de TAG hepático disminuye la posibilidad de generar TBARS. Otra

posibilidad incluye el hecho reportado para la aspirina (Castrejón et al., 1996) y en el

laboratorio se amplió para el caso del piroxicam (Castrejón et al., 1997) de que ambos son

atrapadores de ERO y por ese mecanismo disminuye la generación de TBARS.



118

11. CONCLUSIONES

Si bien falta más 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 intoxicación hepática. No se hace la misma

recomendación para la situación de intoxicaciones crónicas con etanol o con otros tóxicos,

en este último caso se ha de tener presente que los AINEs tienden a disminuir la

coagulación sanguínea y que los enfermos crónicos del hígado manifiestan con gran

frecuencia problemas de coagulación. En suma, se puede concluir que tanto en células

aisladas como en homogenizado de hígado, los AINEs estudiados contribuyen a controlar

el estrés oxidativo promovido por la acción 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 intoxicación aguda del hígado

(preferentemente con etanol) sin problemas de coagulación y que sean tratados con

terapia de soporte (líquidos, glucosa, etc.) y uno de los AINEs de última generación que

son los menos tóxicos.
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