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Resumen El clonixinato de lisina (CL) es un antiinflamatorio no esteroide (AINE) con pocos efectos adversos,

por lo que se ha postulado que a concentraciones equivalentes a las encontradas en plasma
humano después de dosis terapéuticas inhibiria en escaso grado la ciclooxigenasa | (COX-I). Se efectuaron
3 experimentos. Experimento 1: se estudio el efecto in vitro de CL en concentraciones de 4 y 6 pg/ml, las que
se corresponden con las alcanzadas en plasma con una dosis oral de 125 mg. Los segmentos de vesicula
biliar (n = 6) se incubaron con 0.25 pCi de acido araquidénico **C y se midi6 la produccion de prostaglandina
E,, prostaglandina F, y prostaglandina 6 ceto F, . EI CL no modifico la produccion basal de ninguna de las
tres prostaglandinas pero con 6 pg/ml disminuy6 significativamente la produccién de &cido 5-
hidroxieicosatetraenoico (5-HETE). Experimento 2: se administré una infusién continua de CL a 6 pacientes
en el pre operatorio inmediato para lograr una concentracion en estado estacionario entre 4 y 6 pg/ml. Se
incubaron segmentos de vesicula biliar de estos 6 pacientes y de 6 pacientes control no tratados con &cido
araquidénico “C. Se observé que los segmentos de vesicula biliar tratados con CL no mostraron inhibicion de
la produccion de ninguna de las tres PGs, mientras que el 5-HETE liberado al medio fue significativamente
menor. Experimento 3: 18 pacientes recibieron bolos EV de: CL 100 mg (n, = 6); CL 200 mg (n, = 6) o
indometacina (INDO) 50 mg (n, = 6). Con ninguna de las dos dosis de CL se obtuvo inhibicion de la sintesis
de PG, por el contrario el bolo de INDO inhibi6 su sintesis. Cuando se valoro la produccion de 5-HETE, los
dos AINES estudiados se comportaron en forma distinta. El tratamiento con INDO no modific6 el 5-HETE
producido, mientras que el tratamiento con CL lo inhibi6 significativamente. En los tres tipos de estudios rea-
lizados in vitro e in vivo: infusion continua y bolo IV, el CL no inhibié la sintesis de PG_ y disminuyd
significativamente el 5-HETE.

Abstract Different effects of non-steroidal antiinflammatory drugs on human gallbladder
cyclooxygenase and lipoxygenase. Lysine clonixinate (LC) is a non-steroidal antiinflammatory
agent (NSAID) with only few adverse effects. This characteristic has prompted us to suggest that its
administration, at levels equivalent to those found in human plasma following therapeutic doses, slightly inhibitis
cyclooxygenase | (COX I). Three experiments were performed. Experiment 1: to study the in vitro effect of
LC at concentrations of 4 and 6 pg/ml, comparable with those found in plasma following an oral therapeutic
dose of 125 mg. Gallbladder tissue segments were incubated with 0.25 pCi of **C-arachidonic acid and the
production of prostaglandin E, (PGE,), prostaglandin F, (PGF,) and 6-keto prostaglandin F,  (6-keto PGF, )
was measured. LC did not affect basal production of any of the 3 prostaglandins (PG,) but at 6 pg/ml slightly
reduced the levels of 5-hidroxyeicosatetraenoic acid (5-HETE). Experiment 2: LC was administered
preoperatively to 6 patients by continuous perfusion, to achieve a steady-state concentration between 4 and
6 pg/ml. Gallbladder segments from the 6 treated and another 6 control patients were incubated in **C-arachidonic
acid. Gallbladder segments treated with LC did not show a decreased production of any of the three PG
whereas 5-HETE released to the medium was significantly lower. Experiment 3: 18 patients received an IV
bolus of LC 100 mg (n, = 6) or LC 200 mg (n, = 6) or indomethacin (INDO) 50 mg (n, = 6). Unlike the
administration of INDO bolus, LC in the above doses did not inhibit PG synthesis. Both NSAIDs showed different
effects when the production of 5-HETE synthesis was assessed. Treatment with INDO did not alter the
production of 5-HETE while LC elicited significant inhibition. The three studies conducted, namely in vitro and
in vivo continuous perfusion and IV bolus, revealed that LC had no effect on prostaglandin synthesis while
reducing significantly the levels of 5-HETE.
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El papel de las prostaglandinas (PG,) en la
fisiopatologia de la colecistitis y colelitiasis ha sido estu-
diado en una variedad de especies'®. En estudios expe-
rimentales se ha demostrado que las prostaglandinas
aumentan el flujo biliar y la produccion de mucina por
parte de la vesicula biliar y favorecen la absorcién
intraluminal de fluido promoviendo la formacion de cal-
culos*¢. Pocos estudios se han realizado sobre la ac-
cion de los inhibidores de sintesis de prostaglandinas.
Los resultados muestran que drogas como la aspirina y
otros antiinflamatorios no esteroides (AINES) podrian
prevenir la formacién de célculos y aliviar el dolor’°.

El clonixinato de lisina (CL) es un AINE con efecto anal-
gésico y antiinflamatorio que ha probado tener excelente
tolerabilidad y baja incidencia de efectos adversos'* 2,

Es conocido que los AINES ejercen la mayor parte de
sus efectos farmacolégicos y adversos por inhibir la
ciclooxigenasa (COX), enzima involucrada en la sinte-
sis de PG, a partir del acido araquiddnico. Actualmente
se han descripto dos formas de COX®, la denominada
constitutiva 0 COX-1 y la forma inducible o COX-2, que
se expresa después de la estimulacion con
lipopolisacéarido (LPS), citocinas y agentes mitdgenos
entre otros*. La COX-1 es la enzima encontrada princi-
palmente en tejidos sanos desempefiando roles fisiol6-
gicos en la agregacion plaquetaria, hemostasia,
citoproteccion del tracto gastrointestinal y en la funcion
renal. Las prostaglandinas del aparato digestivo se sin-
tetizan principalmente con intervencion de la COX-1.
Estas PG_ cumplen un papel citoprotector de la mucosa
gastrica, estimulando la secrecién de mucus e inhibiendo
la secrecién &cida'®. Por esta razon es tan importante
encontrar AINES que no inhiban a dosis terapéuticas la
COX-1. Por otro lado cuando se inhibe la COX, se pue-
de producir un aumento en los productos de la 5-
lipooxigenasa, enzima que sintetiza el &cido 5-
hidroperoxieicosatetraenoico (5-HEPTE), &cido 5-
hidroxieicosatetraenoico (5-HETE) y leucotrienos (LTs)
debido al exceso de acido araquidonico que queda dis-
ponible al inhibir la COX. Es de interés recordar que se
han descripto a los leucotrienos como mediadores de la
Ulcera gastrica®®.

En trabajos previos hemos observado que en seg-
mentos coldnicos humanos estudiados in vitro, el CL en
concentraciones de 4 y 6 pg/ml no modificd la
prostaglandina E, (PGE,) producida por tejidos no trata-
dos, pero produjo una profunda inhibicién en la produc-
cion de 5-HETE. Por el contrario, la indometacina (INDO)
en una concentracion de 0.035 pg/ml inhibi6 la sintesis
de prostaglandinas y no modificé los valores de 5-
HETE?Y".

De esta manera demostramos que el CL inhibe pre-
ferentemente la 5-lipooxigenasa, mientras que la INDO,
inhibe preferentemente la COX.
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El objetivo del presente trabajo fue estudiar si el CL 'y
la INDO se comportaban en las vesiculas biliares huma-
nas aisladas de igual manera que en el colon humano.

Para ello se estudio el efecto del CL en la sintesis de
PG, y produccion de 5-HETE en los distintos grupos
experimentales realizados en segmentos de vesiculas
biliares humanas aisladas.

Materiales y métodos

Se utilizaron 36 vesiculas biliares obtenidas de pacientes
sometidos a cirugia laparoscopica con diagndstico
ecografico de litiasis vesicular que dieron su consentimien-
to por escrito para recibir una dosis analgésica por via
endovenosa de clonixinato de lisina (Dorixina”) durante el
acto quirargico y para que el tejido fuera utilizado en este
estudio.

Fueron excluidos aquellos que presentaron un cuadro
de colecistitis aguda, litiasis que comprometié otro segmen-
to de la via biliar o neoplasia y aquellos que hubieran reci-
bido en las 12 horas previas, cualquier medicacion con ac-
ciones conocidas sobre el muasculo liso (anticolinérgicos,
bloqueantes alfa, agonistas y antagonista f, nitritos,
bloqueantes célcicos, opiaceos, antiarritmicos y alcaloides
del ergot).

El diazepam fue utilizado como premedicacién, mientras
que los farmacos administrados durante la anestesia fue-
ron: fentanilo, propofol, vencuronio, 6xido nitroso y procaina.

Las vesiculas biliares fueron trasladadas desde el
quiréfano hasta el laboratorio en solucién de Krebs a 4 °C
dentro de las 2 horas de su extraccion, para su procesa-
miento.

Todas las piezas obtenidas fueron inspeccionadas
macroscopicamente tomandose muestras para su estudio
histopatolégico de rutina. El porcentaje de tejido conectivo
fue evaluado mediante un reticulo de Weibel tipo A
multipurpose test system*®.

a) Experimentos in vitro

Las vesiculas biliares de 6 pacientes se cortaron en 3 seg-
mentos de 1 x 3 cm (peso aproximado 300 mg) y se
preincubaron durante 30 min. en un incubador Dubnoff en 2
ml de Solucién Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) contenien-
do 11.0 mM de glucosa, pH 7.4 y bajo una atmoésfera de
95% O, y 5% CO,. La composicion de la Solucion Krebs
Ringer Bicarbonato fue la siguiente: Na*: 145 mM; K*: 6 mM,
Ca*% 2 mM; Mg*2: 1.33 mM; CL~: 126 mM; HCO,: 25.3 mM;
SO, 1.33 mM; PO,% 1.20 mM; Glucosa: 11 mM. En el gru-
po tratado se adicion6 CL al medio de incubacién
obteniéndose una concentracion final de 4 y 6 pg/ml. Termi-
nado el periodo de preincubacién se agregaron a cada pre-
parado 0.25 pCi de &cido araquidénico *C y se incubaron
por 60 minutos. Al finalizar el periodo de incubacion se re-
movi¢ el tejido y el medio se utiliz6 para medir PG, y 5-HETE.

b) Experimentos in vivo

1. Administracion del CL en infusién continua: Para lograr
una concentracién en estado estacionario (Css) de 4 a 6
pg/ml de CL se administraron a 6 pacientes un bolo EV de
40 mg de CL seguido de una infusion de 70 mg/h. Como
control se obtuvieron 6 vesiculas biliares de pacientes
colecistectomizados sin tratamiento.
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La colecistectomia se realizé a los 30 minutos de inicia-
do el goteo. Los tejidos se incubaron con 0.25 pCi de acido
araquidénico *C durante 60 minutos. Al finalizar el periodo
de incubacién se removi6 el tejido y en el medio se midieron
PG, y el 5-HETE.

2. Administracion del CL e INDO en bolo: Al inicio de la
intervenciéon se administraron, a 18 pacientes segin sorteo
al azar, (6 por grupo de tratamiento), un bolo EV de CL 100
mg y CL 200 mg o INDO 50 mg. Las vesiculas biliares se
extrajeron a los 30 minutos de aplicado el bolo. Luego de
disecadas y lavadas se incubaron los segmentos con acido
araquidénico **C como se indica en el punto 1), midiéndose
las PG, y el 5-HETE en el liquido de incubacion.

Medicién de eicosanoides

Para medir el 5-HETE, los productos de la lipooxigenasa se
extrajeron 3 veces con 2 ml de acetato de etilo y los tubos
se secaron con una corriente de nitrogeno. El residuo se
suspendié en 0.2 ml de cloroformo/etanol (2:1 vol/vol) y se
aplicé en una placa de cromatografia delgada. El estandar
de 5-HETE se aplicé y corrié en la placa. Las placas se
revelaron en un sistema de solvente consistente en acetato
de etilo/isooctano/acido acético/agua (76:67:20:100, vol/vol).
Las manchas se visualizaron con vapores de yodo. Los RF
para el acido araquidénico y 5-HETE fueron 0.85 y 0.70
respectivamente. Los resultados de cada compuesto se
expresaron como porcentaje total de radioactividad de la
placa y se contaron en contador de centelleo liquido. Des-
pués de la extraccion de los productos de la lipooxigenasa
el medio de incubacién remanente se acidifico a pH 3.0 con
CIH 1.0 mM en 1 volumen de acetato de etilo extrayéndose
2 veces para la medicion de PG, seglin se describe en un
trabajo previo®.

Medicién de las concentraciones plasmaticas de CL

a) Construccién de la curva concentracién-tiempo luego de
un bolo endovenoso de 100 mg de CL: Se administraron CL
100 mg por via IV a 15 voluntarios sanos de sexo mascu-
lino y se extrajeron muestras de sangre en los siguientes
tiempos: 0, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 120, 240, 360 y 480
minutos.

La determinacién de las concentraciones en cada tiem-
po se realiz6 segun se describe en el punto b).

b) Determinacion de las concentraciones plasmaticas de
CL en pacientes colecistectomizados: Luego de transcurri-
dos 30 minutos de administrado el bolo o de iniciada la infu-
sion de CL y simultdneamente con colecistectomia se ex-
trajeron 5 ml de sangre del brazo contralateral.

Las muestras plasméticas fueron purificadas empleando
una técnica de extraccién en fase soélida (cartuchos Sep Pak
C18 de Waters) que permite extraer y concentrar la droga
presente en el plasma.

Los extractivos fueron analizados por HPLC (sistema
Spectra Physics) con deteccion UV a 287 nm, empleando
una columna de fase reversa (RPC-18, Spherisorb ODS2,
30 cm x 4 mm, P5) y una fase mdvil de composicion 55%
metanol y 45% buffer (NaH,PO, 50 mM, pH 4.48) con un
flujo de 0.8 ml/min.

Medicion de las proteinas por Western Blot

Las vesiculas biliares fueron homogeneizadas por
sonicacién en un buffer Tris 20 mM (pH = 7.4) conteniendo
inhibidores de proteasas y centrifugadas a 1000 rpm por 10
minutos. Las proteinas fueron separadas
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electroforéticamente en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE
segun el método de Laemmli?®. Las proteinas fraccionadas
(50 pg/calle) fueron transferidas a una membrana de nitro-
celulosa. La membrana fue blogueada con leche
descremada al 5% en TTBS e incubada con el primer anti-
cuerpo (anti-COX-1 o anti-COX-2) por dos horas a tempe-
ratura ambiente. Luego de los lavados con TTBS (buffer
triofosfato tween), la membrana fue incubada con el segun-
do anticuerpo (anti-IlgG monoclonal de conejo conjugado con
fosfatasa alcalina) por una hora, también a temperatura am-
biente. La membrana fue revelada con una mezcla de NBT
y BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato nitrobene
tetrazolium) bajo condiciones alcalinas por media hora.
Drogas

El 4cido araquidonico **C fue adquirido en New England Nu-
clear (actividad especifica 56 pCi/mmol). Los estandares de
PG, y 5-HETE y la indometacina en Sigma Chemical
Company y el Clonixinato de lisina (Dorixina”) es marca
registrada de Roemmers (Argentina).

Los anticuerpos anti-COX-1 y anti-COX-2 son de Santa
cruz Biotechnology, Inc., el segundo anticuerpo es de Sigma
Chemical Company. El resto de los reactivos de Western
Blot son de Sigma Chemical Company.

Estadistica

Todos los valores presentados representan la media + ES.
Las comparaciones entre los grupos se realizaron emplean-
do la prueba de comparaciones multiples Student Newman
Keuls y las diferencias se consideraron significativas cuan-
do el valor de p fue igual o menor del 5%.

Resultados
Efecto in vitro del CL en la sintesis de PG, y 5-HETE

Las preparaciones de vesiculas biliares humanas co-
rrespondientes a 6 pacientes fueron incubadas con aci-
do araquidénico #C. Estas sintetizaron principalmente
PGE,, PGF,, y PGl, (valorada por la produccion de 6-
ceto PGF, ). La sintesis de PGE, y PGF,_fueron de igual
magnitud siendo significativamente menor (p < 0.01) la
de PGL,. EI CL en concentraciones de 4 y 6 pug/ml no
modificé la produccion basal de ninguna de las tres PG_
(Fig. 1-a).

La Fig. 1-b muestra claramente la disminucién del
5-HETE con CL. Los valores obtenidos con 4 pg/ml no
fueron significativamente distintos de los del control,
pero con 6 pg/ml hubo una disminucion significativa
(p <0.01).

Efecto in vivo con infusién continua de CL en la sintesis
de PG, y 5-HETE

Se estudiaron las vesiculas de 6 pacientes tratados con
infusién continua de CL y las provenientes de 6 pacien-
tes control no tratados. Los valores plasmaticos de CL
obtenidos simultaneamente con la colecistectomia, os-
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n: 6 en cada grupo
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% CPM /100 mg p.h.

N ®W A O

PGE,

6 ceto PGF,

M cONTROL EALC 4 ug/mi E1LC 6 ug/mi

n: 6 en cada grupo

% CPM /100 mg p.h.

5-HETE

M conTROL ELC 4ug/mi 3 LC 6 ug/mi

Fig. 1.— Efecto del clonixinato de lisina in vitro sobre la sinte-
sis de PG, (1.a) y 5-HETE (1.b). % CPM/100 mg p.h. =
porcentaje de cuentas por minuto por 100 mg de peso hu-
medo. 6 ceto PGF,, = 6 ceto prostaglandina F, . PGE,
prostaglandina E,. PGF, = prostaglandina F, . LC
clonixinato de lisina. 5-HETE = &cido 5-hidroxieico-
satetraenoico

cilaron entre 3.6 y 7.1 pg/ml con un valor medio de 5.7 +
1.1 pg/ml.

Las preparaciones se incubaron con acido araqui-
doénico *C obteniéndose en el liquido de incubaciéon
cantidades equivalentes de PGE, y PGF,,. Al igual que
en la preparacion de la Fig. 1-a la PGI, sintetizada fue
menor. El tratamiento con infusion de CL no inhibié la
produccion de ninguna de las PG_ medidas (Fig. 2-a).

Por el contrario, el 5-HETE sintetizado y liberado al
medio por las vesiculas fue significativamente menor (p
< 0.001) en los pacientes tratados (Fig. 2-b).

Efecto in vivo del CL e INDO inyectada en bolo,
sobre la sintesis de PG_y 5-HETE
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n: 6 en cada grupo

% CPM /100 mg p.h.

6 ceto PGHR .

PGE, PGF; o

M CONTROL ELC 40 mg(bolo)+ 70mg/h ’

n: 6 en cada grupo

% CPM /100 mg p.h.

5-HETE

M CONTROL [FILC 40 mg(bolo) +70 mg/h

Fig. 2.— Efecto de una infusion continua de clonixinato de lisina
in vivo sobre la sintesis de PG, (2.a) y 5-HETE (2.b). %
CPM/100 mg p.h. = porcentaje de cuentas por minuto por
100 mg de peso humedo. 6 ceto PGF,, = 6 ceto
prostaglandina F, . PGE, = prostaglandina E,. PGF,, =
prostaglandina F,,. LC = clonixinato de lisina. 5-HETE =
acido 5-hidroxieicosatetraenoico

En la Fig. 3-a se observa el efecto de un bolo EV de CL
100 mg (6 pacientes) y de 200 mg (6 pacientes) sobre la
sintesis de PG_ vesiculares.

Nuevamente observamos que con ninguna de las
dos dosis se obtuvo inhibicion en la sintesis de PG, (Fig.
3-a). La Fig. 4 corresponde a la curva obtenida en 15
voluntarios sanos inyectados con un bolo de CL 100 mg
de acuerdo a la técnica descripta en Métodos. Como
podemos observar, a los 30 minutos después de la in-
yeccion del bolo, que fue cuando se extirparon las vesi-
culas biliares, las concentraciones plasmaticas obteni-
das fueron menores de 10 pg/ml.

Por el contrario el bolo de INDO de 50 mg (6 pacien-
tes) inhibio significativamente (p < 0.001) la sintesis de
PGL,, PGE, y PGF,, (Fig. 3-a).
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10 32 Py Cuando se valor6 la produccion de 5-HETE, los 2
Y ' AINES estudiados se comportaron en forma distinta. La
Bl Fig. 3-b muestra que el tratamiento con INDO no modifi-

ST B : c6 el 5-HETE producido, mientras que el tratamiento

g6l - N ' con CL (200 mg) lo inhibi6 significativamente (p < 0.05).

S sl : )

§ 41 Medicion de la expresion de las enzimas COX-1 y

s 317 COX-2
2
! Los estudios de Western Blotting permitieron determi-
o}

6 ceto PGF, PGE,

PGF, ., nar la expresion de las dos ciclooxigenasas en las vesi-
culas estudiadas.

M cONTROL FIINDO 50 mg [Z1LC 100 mg N LG 200 mg

-l = CL 100 mg via EV

% GPM /100 mg p.h.
GONCENTRACION  (ug/ml)

5-HETE

B coNTROL 21 INDO 50 mg [£] LC 100 mg N LG 200 mg ‘

Fig. 3.— Efecto de un bolo de indometacina y clonixinato de 0 30 60 90 120 150 180 210 240
lisina in vivo sobre la sintesis de PG, (3.a) y 5-HETE (3.b). TIEMPO (minutos)
% CPM/100 mg p.h. = porcentaje de cuentas por minuto por
100 mg de peso humedo. 6 ceto PGF,, = 6 ceto

prostaglandina F, .. PGE, = prostaglandina E,. PGF,, = Fig. 4.— Curva concentracion plasmatica - tiempo después de
prostaglandina F,,. LC = clonixinato de lisina. 5-HETE = una dosis endovenosa de 100 mg de clonixinato de lisina
acido 5-hidroxieicosatetraenoico en 15 voluntarios sanos. CL = clonixinato de lisina

Al Conirol Vesicula B} Control Vesicula

COiK-1

§TEDa ._r“ Eg]_ 1

Fig. 5.— Western blotting para isoformas de COX en vesicula biliar humana. A:
Membrana de nitrocelulosa revelada con un anticuerpo monoclonal contra
la enzima COX-1. El control positivo corresponde a un homogenato de es-
tdbmago de rata control. B: Membrana de nitrocelulosa revelada con un anti-
cuerpo monoclonal contra COX-2. El control positivo corresponde a un lisado
de macréfagos.
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Fig. 6.— Densidad de las bandas correspondientes a
homogenatos de vesiculas, determinadas mediante el pro-
grama Sigma Gel. La posicion relativa de la banda fue cal-
culada a partir de los RF obtenidos usando marcadores de
peso molecular (Bio Rad).

Como se observa en la Fig. 5A y 5B, la enzima, la
enzima COX-1 se encuentra presente en la vesicula
humana, mientras que la isoforma COX-2 se encuentra
ausente en estos tejidos. En la Fig. 6 se puede observar
la densidad de las bandas de las dos isoformas de un
promedio de seis vesiculas medidas por el programa
Sigma Gel. En la misma observamos que la isoforma
COX-1 se encuentra expresada entre seis y siete veces
mas que la isoforma inducible, y ademas que los valo-
res para esta Ultima se consideran dentro del error del
método, es decir que esto indicaria que en nuestras con-
diciones experimentales la isoforma COX-2 esta ausen-
te.

Discusién

Se ha descripto que las vesiculas biliares de distintas
especies sintetizan PG_* 22, Por otro lado se ha de-
mostrado que microsomas de vesiculas humanas nor-
males incubados con acido araquidénico **C, producen
PG, después de 30 minutos de incubacion. Cuando los
microsomas son obtenidos de vesiculas con colecistitis,
los valores obtenidos son 2 a 3 veces mayores y domina
la produccion de PGE, y PGLS. En el presente estudio se
encontré que segmentos de vesiculas humanas produ-
cen después de incubarlas con &acido araquidénico *#C,
PGE,, PGF, y PGL, esta Ultima en una concentracion
menor.

En un trabajo previo hemos encontrado que el CL en
concentraciones de 4 y 6 pug/ml, que son las concentra-
ciones usualmente halladas en el plasma de pacientes
tratados por una dosis oral de 125 mg, no inhiben la
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produccion basal de PG_ en estdmago o pulmén de ani-
males controles. Concentraciones de 10 pg/ml de CL o
INDO inhiben la produccién basal de PG_, probable-
mente producida por actividad de la COX-1%. La
indometacina ha sido utilizada como droga control que
inhibe especialmente la COX-1 aunque también lo hace
con COX-2%, En ratas tratadas con LPS se ha detectado
un aumento en la expresion de COX-2 en el estbmago y
en el pulmén?, En el trabajo comentado en parrafos
anteriores nosotros observamos que 4 y 6 pg/ml de CL
lleva la produccion de PG, a valores basales después
del aumento observado con el tratamiento con LPS, lo
gue indicaria que en estas concentraciones inhibe las
PG, sintetizadas por COX-2.

En el presente estudio en vesiculas biliares huma-
nas, concentraciones de 4 y 6 pg/ml de CL, en estudios
in vitro, tampoco modificaron la produccion basal de PG,
lo que indicaria que en estos pacientes, donde no hay
sefiales de colecistitis, las vesiculas tienen preferente-
mente COX-1. Este hecho se corrobora con los estudios
de Western Blot donde no se observa la expresion de la
isoforma COX-2.

En otro trabajo publicado recientemente!’ y realiza-
do en segmentos sanos de colon humano hemos estu-
diado el efecto in vitro de CL de 4y 6 pg/ml e INDO 0.03
y 0.3 ug/ml sobre la produccién de PGE, liberada al
medio de incubacion. Los resultados mostraron clara-
mente que el CL en ninguna de las 2 concentraciones
usadas inhibi6 la sintesis de PGE, a diferencia de la
INDO, que lo hizo a concentraciones baja y alta. Por el
contrario el CL a 4 y 6 pg/ml inhibe claramente la pro-
duccién de 5-HETE, mostrando asi una mayor accién
inhibidora sobre la lipooxigenasa que sobre la
ciclooxigenasa. El efecto opuesto se observé con INDO,
gue a dosis baja no modificé la lipooxigenasa e inhibi6
mas de un 50% la actividad de la ciclooxigenasa.

En vesiculas biliares humanas los resultados obteni-
dos son coincidentes con los de colon humano. Esto es,
el CL in vitro inhibe significativamente la sintesis de 5-
HETE a una concentracion que no modifica los produc-
tos de la ciclooxigenasa. Es conocido que los resulta-
dos in vitro con los AINES deben tomarse con cuidado
dado que la unién a proteinas es muy alta y esto puede
modificar la cantidad de droga libre que tiene acceso al
receptor. Los estudios que utilizan soluciones libres de
proteinas para nutrir los tejidos, suelen dar valores de
IC50 mucho mas bajos que los encontrados en estudios
in vivo®. Por esta razon decidimos estudiar la actividad
de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa de vesiculas
biliares en estudios in vivo.

En un primer grupo se realizé una infusién continua
de CL ajustando un ritmo de infusién que garantizara
concentraciones plasmaticas entre 4y 6 pg/ml. En estas
condiciones el CL tampoco inhibi6 la sintesis de PG_y si
disminuyé significativamente la produccion de 5-HETE.
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A los efectos de determinar la curva de concentra-
cién plasmética tiempo de CL se administraron a 15
voluntarios sanos 100 mg de la droga en bolo.

Como puede verse en la Fig. 4, después de 30 minu-
tos de aplicado el bolo, las concentraciones plasméaticas
resultan menores de 10 pg/ml.

Basados en este parametro farmacocinético se estu-
dio el efecto de CL inyectado en bolo en dosis de 100 y
200 mg y se lo compar6 con la accion de INDO, en un
bolo de 50 mg, (dosis terapéuticas de ambas drogas).
Nuevamente el CL no inhibi¢ sintesis de PG,y disminu-
y6 significativamente la produccién de 5-HETE.

También observamos que la INDO se comporta de
manera opuesta, esto es, inhibiendo la actividad de la
ciclooxigenasa y no modificando la actividad de la
lipooxigenasa.

En los modelos in vivo (infusién y bolo) las concen-
traciones plasmaticas del CL al momento de la
colecistectomia fueron menores de 10 pg/ml. Probable-
mente los efectos antiinflamatorios del CL, en dosis baja
se deban a la disminucion de la actividad de la
lipooxigenasa y consecuentemente de los leucotrienos,
y el efecto analgésico a acciones centrales relaciona-
das con la liberacion de endorfinas?® %7,
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