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RESUMEN

En este trabajo se describen las modificaciones inducidas por dos antiinflamatorios no esteroideos sobre las acciones hepatotoxicas del
tetracloruro de carbono (CCl4). No hay duda de que el solvente orginico produjo un daiio hepitico importante a juzgar por los aumentos en
la actividad de las enzimas séricas, ¢l mayor indice lipoperoxidativo y los niveles mas altos en los triacilglicéridos (TAG) hepitices. En las
ratas tratadas con CCly, el acido acetilsalicilico (aspirina) revirtié la elevacion en los TAG del higado, pero no medificé substancialmente la
capacidad lipoperoxidativa activada por el toxico. En cambio, el piroxicam previno totalmente la accién téxica del CCls, evaluada como
actividad lipoperoxidativa y niveles de TAG en el higado. Se discuten distintas alternativas sobre el mecanismo de accién del piroxicam para
atenuar las lesiones agudas producidas por el CCl4.
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Summary

The action of aspirin and piroxicam on the acute liver damage produced by carbon tetrachloride (CCls) was investigated. Oral
administration of a single dose of CCly to rats resulted in an increase in the serum activity of transaminases and higher values of serum
bilirrubin. These biochemical indicators were net controlled by the NSAIDs treatment. However, aspirin prevented the elevation in lver
triacylglycerides content produced by CCls, but had no effect on the increased hepatic lipoperoxidative index caused by CCls. Piroxicam
prevented the toxic effects of CCl4 assessed by the levels of hepatic lipoperoxidation and triacylglycerides. The mechanism by which the
NSAIDs affected the toxic effect of CCl4 is discussed.

Key Words: Non steroidal antiinflammatory drugs-Liver cell damage-Hepatotoxin-Lipoperoxidation.

Introduccion

esfuerzos a nivel internacional comprenden el anilisis
y estudio de las bases moleculares de la enfermedad.

El estudio de las bases moleculares de las
enfermedades es una de las 4reas de intensa y
fructifera investigacion a nivel internacional. Una de
las metas indudables de la medicina de fines del siglo
XX es la de estudiar y comprender cada una de las
enfermedades a nivel molecular. Nunca como ahora
se ha estado en posibilidad de lograrlo. Numerosos

Los radicales libres, definidos como fragmentos
moleculares que han perdido un electrén ! han
adquirido una enorme importancia en el anilisis de las
bases moleculares de un variado nimero de
enfermedades entre las que se encuentran el cancer, la
ateroesclerosis, las inflamaciones y muchas mis 2 En

X el metabolismo normal el principal y méas abundante
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radical libre que se produce en condiciones
fisiologicas es el radical superdxido, el cual se
representa con el simbolo del oxigeno molecular con
un punto (O2°), con ello se indica que tiene un
electr6n sin su pareja, un electrén sustraido, por lo
cual se gener6 el radical libre. En condiciones
patologicas la degradacion de numerosos agentes
xenobioticos da lugar a la formacién de radicales libres
no fisiolégicos; un ejemplo clisico es el del
tetracloruro de carbono (CCly), solvente ampliamente
usado para desmanchar ropa, que en el higado forma
el radical libre CCl3, responsable de los efectos toxicos
del CCl4 %,

Todas las células disponen de mecanismos y
moléculas para la desaparicion de los radicales libres
formados en su interior; el tema no se analiza aqui por
no ser parte medular de este trabajo. Los
farmacologos han apreciado la conveniencia de activar
o reforzar los sistemas celulares responsables de la
desaparicion de los radicales originados en ciertos
tejidos. En este trabajo se consideré conveniente
explorar la capacidad de dos antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) para abatir la poza de radicales
libres producidos por la intoxicacién con CCls.
Habiendo menos radicales libres se esperaria una
menor lesion tisular.

Desde 1973 se demostrd que la toxicidad del CCly
depende de su capacidad para formar el radical libre
CCP y que ello origina una descomposicion
peroxidativa de los lipidos estructurales hepaticos 4,
En apoyo a lo anterior se incluyen las observaciones
sobre el efecto protector de algunos antioxidantes en
el control de la hepatotoxicidad ocasionada por el
CCls°.

En este trabajo se estudia el posible papel
antioxidante del 4cido acetilsalicilico (aspirina) y el
piroxicam. Ambos firmacos son AINEs que, en
determinados sistemas, han mostrado capacidad para
inhibir la generacién de radicales libres del oxigeno S,
Por otro lado, la aspirina, la indometacina y el
ibuprofen impiden selectivamente la liberacién del
radical hidroxilo (OH') en granulocitos estimulados
con zimosén °. Por ultimo, entre media docena de
AINEs ensayados, ¢l piroxicam mostré la mayor
capacidad para inhibir la generacidn del radical O2" en
neutréfilos estimulados 5. El conjunto de antecedentes
anotados sirvieron de base para establecer la siguiente
pregunta ¢la aspirina y/o el piroxicam podréan prevenir
la acci6n toxica del CCly en el higado? Nuestra
hipdtesis de trabajo es que ambos AINEs disminuiran

la toxicidad del CCly al abatir la poza de los radicales
libres por él originados.

Material y métodos

Se emplearon ratas macho, cepa Wistar, con un peso
de 200 a 250 g y mantenidas con agua ad libitum. Los
animales se ayunaron por 16 horas antes del
tratamiento y permanecieron con ayuno hasta su
sacrificio, 12 6 24 horas después del tratamiento. FEl
CCly se emple6 en una dilucién 1:3 con aceite de maiz
y fue administrado mediante una sonda orogéastrica a
la dosis de 1 ml de la mezcla/100 g de peso corporal.
Inmediatamente después los animales recibieron por
la misma via una dosis de piroxicam (10 mg/kg de peso
corporal) suspendida en una solucién de glicerol/agua
al 25% (7.5 mg de piroxicam/5 ml de solucion).
Alternativamente, en lugar de piroxicam, a otro grupo
de ratas se le administrd, por idéntica via, una dosis de
aspirina (56 mg/kg de peso corporal) suspendida en
una solucién de glicerol/agua al 25% (50 mg de
aspirina/5 ml de solucién). Las dosis de los AINES
empleadas son las recomendadas por Wiseman como
dosis analgésicas para rata %, Las ratas control
recibieron cantidades equivalentes del vehiculo. Se
formaron seis grupos de animales en base a lo que les
fue administrado: (a) aceite + glicerol/agua, (b) CCly
en aceite + glicerol/agua, (c) aceite + piroxicam en
glicerol/agua (d) CCl4 en aceite + piroxicam en
glicerol/agua, (e) aceite + aspirina en glicerol/agua y
(f) CCl4 en aceite + aspirina en glicerol/agua. Las
ratas se sacrificaron por decapitacién 12 6 24 horas
después del tratamiento con CCly; se colect6 la sangre
en etilén diamino tetraacetato (EDTA) y se obtuvo el
suero mediante centrifugacion.

El higado fue extraido para determinar el contenido
de triacilglicéridos (TAG) y un indice de la
lipoperoxidacion. El indice de lipoperoxidacion se
midi6 con el empleo del 4cido tiobarbitdrico 10
directamente en el homogenado de higado preparado
en agua bidestilada (1.9 v/v); las modificaciones al
método original se hicieron segin el trabajo de
Hernandez Muiioz y cols. 1 Se us6 como coeficiente
de extincién del complejo de color formado entre el
malondialdehido y el 4cido tiobarbitiirico el de 1.56 x
10> cm!M112, La cantidad de TAG en el higado se
midié por el método de Butler et al'; las proteinas
hepéticas se determinaron de acuerdo al método
descrito en la referencia 1, empleando albimina

bsovina como estdndar y KCN para corregir la turbidez
1

En el suero de los animales se midi la actividad de
la transaminasa glutamico-oxalacética (TGO) y de la
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CUADRO 1. Efecto del piroxicam y de la aspirina sobre algunos indicadores de lesion hepatica inducida con

ccil.

Indicador Tiempo de
tratamiento

Grupos Experimentales

Horas Control CC14

Piroxicam CCl4+ Piroxicam Aspirina CCl4+ Aspirina

TGP 12 432,19 (6)

Urdl 24 42+4 (4)

897+86.0(15) 53=8 (6)
932+39.5(12) 53+17.8 (10)

328+9.5 (14) 42195 (7) 77690 (4)

812+13.2(13)

12 1036 (9) 64480 (15)

TGO
U/dl 24

98.4+4 (4) 38348 (12)

195+33 (10)
28654 (10)

745105 (14) 143+11 (7) 68372 (4)

379439 (12)

Bilirrubina

mg/dl 24 0.50+.00 (8)

12 0.55+.041 (7)  0.79%0.66 (15) 0.63+0.82 (6)
1.57£.214 (12) .67+.042 (10)

0.85+.066 (13) 0.50+.00 (4)  0.54+.019 (4)

1.37£.213 (13)

glutémico-g)irl’}vica (TGP) por el método de Reitman y
Frankel '°. También en el suero se efectud la
determinacion de bilirrubina por el método de Malloy

Los reactivos empleados se obtuvieron de Sigma
Chemical Co, San Luis, Missouri, EUA, a excepcidn
del CClL, que procedié de Merck de México. El
analisis estadistico se hizo con el empleo de la prueba t
de Student,

Resultados

El Cuadro 1 consigna los resultados obtenidos en las
determinaciones séricas de trasaminasas y de
bilirrubina. En vista de que sb6lo muestran los
esperados aumentos en el grupo tratado con CCly; su
descripci6n se omite, pues ninguno fue significativo.

Las ratas se sacrificaron a las 12 6 24 hr después de
haber sido tratadas, tal como se indica en material y
métodos. Las cifras representan el promedio * el
error tipo y en paréntesis el nimero de ensayos
individuales.

La administracién de CCls estimul la actividad
lipoperoxidativa hepatica y produjo un aumento en el
contenido de triacilgliceridos del higado (Fig.1),
observable a las 24 horas de tratamiento. El piroxicam
solo no modificéd los valores de estos marcadores de
toxicidad y la aspirina sola eclevd de manera
estadisticamente no significativa el indice de
lipoperoxidacién, medido como malondialdehido
(MDA) producido. La administracién de piroxicam,
simultdneamente con el CCly, ocasioné un regreso a la
normalidad  hepética, tanto en la actividad
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Fig. 1. Efecto dei CCls, solo y combinado con aspirina o con
piroxicam, sobre el indice endégeno de lipoperoxidacién hepdtica,
medida como malondialdehidc (MDA, barras punteadasi y la
poza de triacilglicéridos (TAG, barras claras) en el higado. Las
ratas se sacrificaron 24 horas después del tratamiento. Las barras
representan el promedio * el error tipo de seis determinaciones
independientes. Cédigo: C = aceite + glicerol/agua; P = aceite
+ piroxicam en glicerol/agua; CCls = CCl4 en aceite + glicerol
agua; CClsa + P = CCl4 en aceite + piroxicam en glicerol/agua,;
Cl4 + A = CClsen aceite + aspirina.

* Significacién estadistica al comparar con ¢l control: p<0.001.

** Significacidn estadistica al comparar con el grupo tratado con
CCl4: p<0.001.
*** Significaci6én estadistica al comparar con el grupo tratado con
CCls: p<0.01.

lipoperoxidativa de los lipidos como en el contenido
de TAG. Por su parte, los animales tratados con CCly
y aspirina manifestaron un regreso a la normalidad en
el contenido hepitico de TAG, pero persistio al
aumento en el grado de lipoperoxidacién. (Fig.1). Es
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conveniente aclarar que los AINEs usados en este
trabajo, solos o en combinacién con el CCls, no
produjeron en los animales que los recibieron efectos
colaterales apreciables en la sobrevida, el aspecto
fisico o el comportamiento.

Discusion

El efecto protector de ambos formacos se observé en
las determinaciones de triacilglicéridos hepiticos,
mientras que en el indice de lipoperoxidacion sélo el
piroxicam ejerci un efecto atenuante. En las
mediciones de transaminasas séricas y de bilirrubina
los farmacos definitivamente no mostraron efecto
protector. Una posible explicacion a esta discrepancia
es que el control de los fArmacos sobre la elevacion de
TAG hepiticos sea uno de los primeros eventos que se
instalan en funcién del tiempo. Respecto a la
disminucién del indice de lipoperoxidacion como
indicador de dafo por radicales es probable que
también sea un resultado temprano de la accién del
farmaco sobre el control de las reacciones en cadena,
ejercidas por los radicales libres, y que las
determinaciones de las enzimas indicativas de lesiones
inflamatorias y necréticas requieren tiempos mayores
de la accion del firmaco para su regreso a la
normalidad. En relacidn a la dosis empleada, la vida
media del piroxicam en la rata es de 9 a 16 horas ? yde
la aspirina, que es hidrolizada casi inmediatamente, su
principio activo, el 4cido salicilico, tiene una vida
media de 2 a 30 horas dependiendo de la dosis B8 si
los estudios se prolongan mis de 24 horas es
recomendable emplear otro esquema de dosis.

Vane, el investigador que descubrié la acci6n
inhibitoria de la aspirina sobre la sintesis de
prostaglandinas 19 asegura que a pesar de la vasta
experiencia clinica en el uso de los AINEs para el
tratamiento del dolor, la ficbre y la inflamacién local,
¢l mecanismo de accién de estos firmacos afin no se
ha esclarecido totalmente 2. Parte de la actividad
antiinflamatoria de los AINEs podria reiacionarse con
su capacidad para inhibir la actividad de la
ciclooxigenasa y, por lo tanto, la produccién de
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