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Justificacion y Objetivos

Seria casi excepcional encontrar hoy en dia a un paciente afectado de dolor
articular e inflamacion que no consuma o haya consumido antiinflamatorios no
esteroideos (AINE). Sin embargo, con las dosis habituales de cualquiera de ellos no se
puede pasar por alto un hecho bastante relevante: la alta incidencia de problemas
gastrointestinales que causan, destacando su toxicidad precisamente en personas
mayores. Es frecuente el ingreso en urgencias de todos los hospitales, de pacientes con
hemorragias, algunas de ellas muy graves, debidas a las erosiones ulcerosas causadas
por un AINE. Ademas, el coste econémico derivado presenta también elevadas
proporciones. Segun datos publicados recientemente, los AINE el pasado afio en
Estados Unidos provocaron 107.000 ingresos por hemorragia digestiva con 16.500

muertes, mas incluso que las causadas por SIDA.

A la vista de estas estadisticas, es natural el gran esfuerzo que actualmente
realizan la comunidad cientifica y las industrias farmacéuticas por conseguir nuevas
moléculas o, al menos, reducir la patogenicidad de las existentes. Las investigaciones se
dirigen hacia dos lineas fundamentales: encontrar farmacos con caracteristicas
protectoras de la mucosa que administrados junto con el AINE reduzcan su toxicidad, o
bién desarrollar nuevos antiinflamatorios menos gastrolesivos sin menoscabo de sus
propiedades terapéuticas. En este sentido, y gracias a los descubrimientos de
Needleman, actualmente se estan produciendo importantes cambios en la farmacologia
del dolor y la inflamacion con la incorporacion de la nueva generacion de inhibidores de
COX-2.

El oxido nitrico juega un papel importante, diverso y a veces, incluso
controvertido en diferentes procesos fisiologicos y patologicos. Sin embargo, a nivel
digestivo, la actuacion de la forma constitutiva de la enzima sintetizadora produciria
unos niveles de oxido nitrico que, como las prostaglandinas, presenta propiedades
protectoras de la mucosa incrementando el flujo sanguineo, la liberacion de moco o
favoreciendo los procesos proliferativos y reparadores. Estas circunstancias han

propiciado el interés de investigar sobre moléculas donadoras del gas, que asociadas con
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los AINE, compensaran sus efectos deletéreos consecuentes a la reduccion de las

prostaglandinas citoprotectoras.

El precursor biologico de este mediador endogeno es L-arginina, un aminoacido
esencial en el hombre, y substrato de diferentes enzimas implicadas en importantes rutas
metabdlicas, incluyendo la sintetasa del 6xido nitrico. Debido a ésta caracteristica, en
los ultimos afios se ha puesto de manifiesto la utilidad de L-arginina en diferentes
patologias. Datos clinicos demuestran como, por ejemplo en pacientes hipertensos, la
administracion exégena del aminoacido produce descenso en la presion arterial y caida
de la resistencia total periférica con incremento de la concentracion plasmatica de
GMPc. Sin embargo, a nivel gastrointestinal no existen apenas datos sobre su posible
papel en la homeostasis vascular digestiva relacionada con el 6xido nitrico.

Estas circunstancias han propiciado nuestro interés en valorar las propiedades
protectoras gastricas del aminoacido frente a las lesiones por AINE tratando de

profundizar en los posibles mecanismos implicados. Concretamente, nuestro estudio ha

sido planteado segun los siguientes objetivos:

- Determinar. los cambios macro y microscopicos que L-arginina provoca en
mucosa gastrica de rata, tras su administracion conjunta con dosis
equimolares de ibuprofeno, comparando dichos cambios con los observados
para el AINE solo.

- Evaluar los mecanismos oxidativos desencadenados tras las alteraciones
gastricas de tipo isquémico consecuencia de la administracion del AINE, asi

como las modificaciones inducidas por el aminoacido.

- Conocer la relacion entre la proteccion proporcionada por L-arginina con
mecanismos 0xido nitrico dependientes, analizando posibles cambios en la

actividad y niveles de expresion de la enzima sintetizadora.
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- Valorar otras vias implicadas en la proteccion de L-arginina y, en concreto,
la consecuencia de las posibles conexiones entre la enzima ciclooxigenasa y

la via del 6xido nitrico.



II- IMPORTANCIA BIOLOGICA DEL OXIDO NiTRICO
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IL1 - ANTECEDENTES HISTORICOS

En 1980, Furchgott y Zawadzki (farmacélogos cardiovasculares del Hospital de
Bownstate de Brooklyn) demostraron que la relajacion de la aorta aislada de conejo,
inducida por acetilcolina, dependia de la liberacion de una sustancia que en presencia de
endotelio vascular difundia hasta las células musculares lisas proximas y que fué
denominado mas tarde “factor relajante derivado del endotelio” (EDRF) (Furchgott y
Zawadzki, 1980; Furchgott, 1984; Moncada y cols., 1995).

En estudios posteriores se comprobé que este mediador tenia una vida media
efimera, 6-10 sg, que su accion era inhibida por hemoglobina/azul de metileno y que a
nivel del musculo liso, su actuacion implicaba la estimulaciéon de la enzima
guanililciclasa soluble (GCs) con aumento de los niveles guanidin monofosfato ciclico
(GMPc). Los bioensayos demostraron que los aniones superdxido (Oy’) provocaban la
inestabilidad del EDRF de manera que su accion se prolongaba en presencia de
superoxido dismutasa (SOD) y se inhibia con Fe?'(Furchgott, 1988; Moncada y cols.,
1991).

Es a mediados de 1986, cuando Furchgott lanza la idea de que EDRF podria ser
el oxido nitrico (NO), lo que coincide con la propuesta de Ignarro (Universidad de
California, Los Angeles) quién habia sugerido que se trataba de un 6xido de nitrégeno o
un derivado de éste (Ignarro y cols., 1988). Ambos fundamentaban sus ideas en las
semejanzas farmacoldgicas que existian entre las dos moléculas; inestabilidad, efecto
relajante por estimulacion de la GCs, inhibicion por hemoglobina y estabilizacion por
SOD (Furchgott, 1988).

Moncada y colaboradores (Wellcome Research Laboratories de Beckenhan),
provocaron la liberacion del EDRF en las células endoteliales registrando el efecto
relajante sobre el musculo liso. Determinaron la cantidad de NO liberado, resultando ser

suficiente para explicar por completo la relajacion de las células musculares adyacentes
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y por tanto confirmar que el NO y el EDRF eran una misma molécula. Para verificarlo,
se compararon sus propiedades farmacologicas en misculo liso vascular y en plaquetas,
presentandose idénticos perfiles: ambos relajaban aortas de conejo (privadas antes de
endotelio), incrementandose ¢l efecto con SOD e inhibiéndose en presencia de
hemoglobina. En plaquetas, se observo una disminucion de su agregacion, y ésta accion

también era inhibida en presencia de hemoglobina y Fe*'.

Estudios posteriores confirmaron la identidad del NO avanzandose en el
conocimiento de sus funciones. La mayoria de ellas estan reguladas por proteinas y
macrocompuestos de gran complejidad, lo que resulta llamativo frente a una molécula

tan sencilla como el NO.

La primera indicacion de que el gas podria tener relacion con el sistema nervioso
(SN) se produjo en 1982. Takeo Deguchi observd que su sintesis en cerebro requeria el
aminoacido arginina. La utilizacién de técnicas de inmunohistoquimica, permitid
localizar a la enzima sintetizadora de NO, en neuronas de la hipofisis y de la corteza
cerebral (Palmer y cols., 1987). Es en 1989, cuando Moncada confirma el papel del

aminoacido en el SNC y su relacion con la formacion de NO (Snyder y Bredt, 1992).

A principios de 1989 se investiga su posible funcién en la transmision sinaptica,
buscando la region cerebral donde el glutamato influyera sobre el GMPc (Moncada,
1991). James Ferrendel observé un pronunciado y rapido aumento del metabolito
cuando a unos cortes de cerebelo se les afiadia glutamato. De igual forma, midiendo la
actividad de la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS), pudo confirmarse que el N-metil-
D-aspartato (NMDA) provocaba una elevacion considerable en los niveles de GMPc.
Tras la adicion de unos inhibidores de la NOS, concretamente metil-arginina, se
bloqueaba la formacion del nucledtido a concentraciones iguales a las que se inhibia la

enzima (Kerwin y cols., 1995).
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En la década de los 90, son muchos los grupos de investigacion dedicados no

solo a estudiar el papel del NO en procesos fisioldgicos sino también patologicos.

I1.2- SINTESIS, DIFERENCIAS ENZIMATICAS Y REGULACION GENETICA

La demostracion de que la formaciéon de nitratos y nitritos en macrofagos
activados se producia a partir de L-arginina (L-arg) (Palmer y cols., 1987) o que cuando
a células endoteliales, cultivadas en ausencia del aminoacido, se les adicionaba éste,
aumentaba drasticamente la liberacion de éstos compuestos (Moncada y cols., 1991),
propicio la hipétesis de que éste fuese el aminoacido precursor del NO. La utilizacion
de espectrometria de masa y del isotopo "N-L-arginina, permitid comprobar la
formacion de "NO a partir precisamente del 4tomo de nitrogeno del terminal

guanidinico del aminoacido (Moncada y cols., 1991).

El significado biologico de la formacion de NO, se investigo utilizando el
compuesto NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), del cual se sabia su poder inhibidor
en la formacion de nitritos y nitratos en macroéfagos (Moncada y cols., 1991). L-NMMA
inhibia la liberacion de NO de células endoteliales cultivadas especificamente, y dicha
accion era revertida en presencia de L-arg. Ademas, L-NMMA aumentaba el tono de
tejidos aorticos e inhibia la relajacion dependiente de endotelio inducido por
acetilcolina, efecto que el aminoacido anula. También se demostrd que el antagonista
anulaba la conversion del aminoacido, dependiente de NADPH, en L-citrulina,
coproducto en Ia formacion de NO. Esta ruta biosintética se ha comprobado en muchos
tejidos y células como macrofagos, neutrofilos, tejido nervioso, glandula adrenal o

células de Kupffer, entre otras (Moncada y cols., 1991; Liew, 1995).
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La enzima responsable de la sintesis es la dxido nitrico sintetasa (NOS) que
realiza una oxidacion del nitrogeno terminal de L-arg formando equimolecularmente
NO y L-citrulina (Figura 1) (Palmer, 1987; Palmer y Moncada, 1989, Kerwin y cols.,
1995; Bogle y cols., 1996), que posteriormente, es convertido de nuevo en L-arg

mediante la incorporacion de un grupo amino (Hecker y cols., 1990; Kiechle y
Malinski, 1993).

.. Oxido N o
L-arginina + O, Nitrico » L-citrulina +
Sintasa

NADPH, FAD, FMN, BH,
CaM

Figura I- Reaccion de sintesis del oxido nitrico: susbtratos, cofactores y

productos implicados.

La enzima requiere para su accion la presencia de dos cosubstratos, NADPH y
O,, y cinco cofactores, FAD, FMN, calmodulina, hemo y tetrahidrobiopterina (Moncada

y cols., 1991; Schmidt y cols., 1994)(Figura 2).

En condiciones aerobias, el NO se oxida espontaneamente formando metabolitos

mas estables como son nitratos y nitritos.

La tetrahidrobiopterina (BH4) juega un papel crucial en la interaccion de las
subunidades de la enzima y en la formacion del centro activo. La sintesis de BH, es un
proceso restrictivo acoplado a la generacion de NO jugando un papel modulador en la
expresion de ARNm de NOS y de sus proteinas. De tal modo que la inhibicion de la

sintesis in vivo de BH,4 produce disminucion de la expresion NOSi en respuesta a
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estimulos de citoquinas, y al contrario, el aumento intracelular del cofactor por
tratamiento con donadores como sepiapterina, claramente potencia la induccion de
NOSi (Pérez Sala y cols., 1998).

Hemo / L-arg

NH; Hemo / L-arg

NH; — Hemo / L-arg

—coon |

Figura 2- Estructura de los dominios de NOSe, NOSn y NOSi. Todas tienen en
comiin un dominio para NADPH, FAD, y FMN en el carboxilo terminal. Presentan sitios
para el complejo CaM y hemo/L-arg en el amino terminal, lugar donde se produce la
Josforilacion y miristilacion. La fosforilacion es producida por protein-quinasas dependientes

de AMPc y GMPe.

La NOS es una flavoproteina que presenta cierta homologia con el citocromo P-
450. Se han descrito dos isoformas: axido nitrico sintetasa constitutiva (NOSc) y oxido

nitrico sintetasa inducible (NOSi). Ambas pueden ser reguladas por un proceso de



Importancia del Oxido Nirico

retroalimentacion negativa mediada por el propio NO: el generado enzimaticamente o el
exogeno inhiben la NOS por un mecanismo donde esta involucrado la oxidacion hemo-

dependiente de L-arg. (Buga y cols., 1993; Rengasamy y cols., 1993).

La enzima NOSc, libera cantidades pequefias (pmoles) de NO de forma
intermitente por periodos cortos (segundos-minutos) (Nathan y cols., 1994). Existen 2
variedades de NOSc cuyas caracteristicas bioquimicas son similares pero de diferente

localizacion (Tabla 1):

La oxido nitrico sintetasa constitutiva endotelial (NOSe o isoforma HI)
presente principalmente en células endoteliales, plaquetas y células mesangiales renales,
estd fundamentalmente involucrada en la regulacion de la homeostasia vascular (Lamas
y cols., 1992; Marsden y cols., 1992; Nishida y cols., 1992). La dxido nitrico sintetasa
constitutiva neuronal (NOSn o isoforma I) que se encuentra en neuronas tanto del
sistema nervioso central como periférico, produciendo NO que actGa como
neurotransmisor (Knowels y cols., 1989; Hassall y cols., 1992; Moncada y Higgs,
1995).

Las actividades de las isoformas NOSe y NOSn estan rigurosamente controladas
por los niveles de calcio; cuando las células que las contienen reciben el estimulo
adecuado (acetilcolina en las células endoteliales o glutamato en las células neuronales)
la activacion de los receptores localizados en la membrana provoca un aumento de los
niveles de calcio en el citosol celular que a su vez desencadena la activacion de la
enzima y, finalmente, la sintesis de NO. (Hecker y cols., 1993). El aumento del ion
calcio intracelular es el resultado de los procesos de intercambio Na'/Ca™ en la
membrana, y del proceso movilizador a partir de los depositos intracelulares (reticulo

endoplasmatico).

10
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El calcio se une a la proteina calmodulina, y el complejo formado (CaM) regula
tanto la actividad de muchas proteinas con funcidn enzimatica (protein-quinasas,
adeniliciclasa, fosfodiesterasas, NOS y ATPasa-Ca>-Mg®") como otras de naturaleza
estructural (Dawson y cols., 1993; Fleming y Busse, 1995). La calmodulina presenta
cuatro sitios de fijacion para el calcio que provocan cambios conformacionales que le

permite unirse a las proteinas.

La isoforma NOSe ejerce un papel clave coordinando diversos estimulos
extracelulares moduladores de la presion sanguinea y agregacion plaquetaria.

Su sintesis es regulada a nivel transcripcional, post-transcripcional y post-
translacional. La region promotora del gen NOSe contiene sitios que son controlados
por agentes que responden a cambios relacionados con el estrés o frente a hormonas
sexuales (Robinson, 1995) Los niveles de ARNm de NOSe estan sujetos a una
regulacion dinamica por citoquinas (Lamas y cols, 1992). Ademas, la NOSe es
modificada a nivel post-translacional por miristilacion en su N-terminal (Busconi y
Michel, 1993), siendo ésta reaccion necesaria para que la enzima interactie con la
membrana endotelial de la célula. En primer lugar, es estabilizada por interacciones
hidrofobicas entre la enzima - acido miristico - membrana fosfolipidica. En respuesta a
agonistas (como bradiquinina) la NOSe se transloca desde la membrana al citosol

acompaiiada de un aumento en la fosforilacion de la enzima.

La isoforma presente en neuronas (NOSn) ejerce un papel importante como
neurotransmisor en el desarrollo y regeneracion neuronal, asi como en numerosos
desordenes neurologicos con excesiva produccion de NO. No obstante, la expresion de
NOSn no se limita sélo a células neuronales, pues se han encontrado transcritos en
células no neuronales, y es regulada dinamicamente por diferentes condiciones
fisiologicas o patologicas, estimulos fisicos-quimicos, bioldgicos, eléctricos, etc. Su
aumento estd asociado también a la co-induccion de factores transcripcionales
semejantes a c-jun (Herdegen y cols., 1993; Wu y cols., 1994) y c-fos (Torres y cols,,
1994; Hatakeyama y cols., 1996). En el cerebelo, la inhibicion drastica de la
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neurotransmision glutaminérgica aumenta su expresion (Baader y cols., 1996), estando
la enzima frecuentemente localizada junto a receptores NMDA (Bhat y cols., 1995,
Aoki y cols., 1997). Ademas, puede también ser blanco de las hormonas: el estradiol
podria inducir su formacion (Ceccatelli y cols, 1996; Xu y cols., 1996), la
corticosterona parece disminuir la transcripcion (Torres y cols., 1994; Hatakeyama y
cols., 1996). El litio y la tacrina, aumentan la expresion sinérgicamente en el

hipocampo.

La isoforma inducible (NOSi o isoforma II) es una enzima -calcio-
independiente (Figura 3). Se localiza en macrofagos, hepatocitos, musculo liso vascular,
neutrofilos, células endoteliales (Tabla 1) y es capaz de generar NO de forma continua
(horas-dias) en cantidades masivas (nmoles), si bién necesita un cierto periodo de
tiempo para expresarse (horas) (Anggard 1994, Nathan y cols., 1994). Se transcribe en
respuesta a estimulos inmunologicos como citocinas (interferén o o interleucinas) o
determinadas endotoxinas (lipopolisacaridos) (Nussler y Billiar, 1993; Liew, 1995). Del
mismo modo que la enzima NOSc, su actividad también es inhibida retroactivamente

por el propio NO.

Su regulacion es llevada a cabo por factores transcripcionales pertenecientes a la
familia "rel", entre los que se incluye e/ factor nuclear kappa beta (NF-xB),
determinante en la activacion del gen en respuesta a citoquinas. Algunos agentes
antioxidantes o farmacos (AINE) parece ser que también inhiben la activacion de dicho

factor (Ignarro y cols., 1995).

Este importante regulador fue inicialmente descrito como factor de transcripcion
capaz de unirse al gen de la cadena ligera x de los linfocitos B. Mas tarde, se han
encontrado zonas de unién en otros genes como inmunoreceptores (IL-2a, TCRS,

MHC-I) o citoquinas (IL-1B, IL-2, IL-8, TNFa).
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Tabla 1- Aspectos diferenciales de la NOS

NOSce NOScn NOSi
Citosolica/membrana Citosdlica Citosdlica
»  Células del endotelio vascular >  SNC (cerebelo, »  Macrofagos
y plaquetas hipocampo, » Neutrofilos
»  Células mesangiales renales 16bulos olfatorios) »  Fibroblastos
>  Osteoblastos » SNP (nervios » Miusculo liso
> Osteoclastos NANC), vascular
» Miusculo »  Cél endoteliales v
esquelético hepatoéito.
humano
»  Mecanicos (flujo » Incrementoenla » Mediadoresdela
pulsdtil.estrés por traccion) concentracion inflamacion: IL-1,
»  Vasodilatadores (acetilcolina, intraneuronal de TNFa, LTB4,
adenosina, sustancia P, calcio LPS, etc.
bradicinina) citoplasmatico
» Regulacion del tono vascular >  Neurotransmisor > Mediador de la
y de la funcién plaquetaria central y respuesta
periférico inmynitaria
inespecifica y
endotoxemicas
» Hemoproteinas, GCs, tioles » Hemoproteinas, > Tioles, Fe-S
GCs, tioles proteinas.
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Cantidades puntuales de NO (pmoi}
" .Inhibe la agregacion plaquetaria
-Inhibe la adhesion de leucocitos al
& GCs ; endotelio

-Vasodilatacion de las fibras musculares

lisas

P GCs

Cantidades mayores de NO (nmol)
-Citotoxidad indirecta por alteracién de uniones Fe-S

-Citoxicidad directa por formacion de peroxinitrifos

-Inhibicion de la respuesta inmunitaria Thi por
disminucion de la proliferacion y de la actividad §

. . citotoxica de linfocitos T

Figura 3- Acciones relacionadas con la actividad NOS.
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La actividad NF-xB esta regulada por muchos factores. El mecanismo mas
importante implica su inactivacion cuando se localiza en el citoplasma celular, siendo
activo dentro del nucleo. La retencion de ésta molécula en el citoplasma es debida a la
formacion de un complejo con las proteinas inhibidoras IxkB (IkBa, IxkBf, IxBy, IxBe,
Bcl-3, p100, p105) (Whiteside y cols., 1997).

De hecho, es IxBa quién actia como finalizador de la transcripcion ya que se

introduce en el nucleo y desplaza a los complejos NF-kB de los motivos kB (Figura 4)

(Miyamoto y Verma, 1995).

/I;;l\ proteinas et ARm

@ proinflamatorias

Figura 4- Modelo de activacion del NFx B: el complejo inhibidor IxBa
actua como finalizador de la transcripcion, pués se introduce en el nicleo y desplaza

a los complejos NFx B de los motivos x B.
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£

El NF-xB como factor transcripcional regulador de la expresion de muchos
genes involucrados en el proceso de inflamacion, ha reclamado la atencion de muchos
investigadores. Se ha observado su actividad en células epiteliales de las criptas
intestinales, en macrofagos (Neurath y cols., 1996) o en células epiteliales cercanas a
pequefios vasos de la mucosa inflamada. Es mas, existe una correlacion entre el nimero
de celulas que presentan NF-xB activado y el grado de inflamacion (Rogler y cols.,

1997).

Entre las sefiales extracélulares, se incluyen la formaciéon de RLO, con una
rapida activacion de NF-xB y por tanto de ARNm NOSi. Los RLO son desencadenantes
de la fosforilacion y reacciones proteoliticas, causando disociacion de NF-KB e
inhibicion del complejo TkB en el citoplasma; el factor libre translocado en el nucleo

estimula al promotor del gen NOSi, activando asi la transcripcion.

Ha sido estudiada la influencia de antioxidantes e inhibidores de proteasas en la
formacion de NO y expresion de NOSi con la activacion por LPS de los macrofagos. Se
ha demostrado que el NO es un agente proinflamatorio y que la inhibicion de la
isoforma presenta propiedades antiinflamatorias. La expresion transcripcional de NOSi
involucra vias que también afectan la expresion inducible de genes que codifican

proteinas encargadas de la defensa inmune e inflamacion.

Se ha valorado la posibilidad de que los AINE interfieran en la produccion de
NO a través de NOSi en macrofagos (Aeberhard y cols., 1995). En efecto, la aspirina,
salicilato sodico, ibuprofeno, indometacina, diclofenaco y naproxeno inhiben la
formacion de nitratos producidos por la estimulacion de LPS en éstas células. Al
parecer, no alteran directamente la actividad catalizada por la NOSi, sin embargo, si
disminuyen la capacidad de sintesis de dicha enzima en células intactas. De hecho, los
analisis de expresion revelan que los AINE interfieren en la transcripcion previniendo

de ésta forma la sintesis de proteinas NOSi (Aeberhard y cols., 1995).
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En ratas los ensayos muestran que la inducciéon con LPS produce acumulacion
de nitratos (hasta 10 veces) aumentada en sangre, y también su prevencion por la
administacion i.p. de AINE, 1 h antes al LPS (Franco y cols., 1998; Ukawa y cols.,
1998; Konturek y cols., 1998). Todos los estudios sugieren que la activacion de NF-xB
representa un papel importante en el mecanismo transcripcional para la activacion de
NOS..
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11.3- FUNCIONES DEL OXIDO NITRICO.

Como hemos sefialado anteriormente, el NO presenta un comportamiento dual, a
dosis bajas regula funciones homeostaticas y a dosis muy altas se comporta como
citotoxico produciendo lesiones tisulares capaces de promover una defensa inmunitaria.
La actividad del NO depende de su lugar de sintesis y de la proteina implicada en su

formacion.

I1.3.1- ACTIVIDAD OXIDO NITRICO SINTETASA CONSTITUTIVA
ENDOTELIAL

El NO generado en las células endoteliales por NOSe se comporta como un
mediador en la transmisiéon de estimulos célula-célula teniendo un papel clave en la
regulacion del flujo sanguineo y en el mantenimiento del tono vascular (Tabla 1). No
obstante, se ha observado que el incremento en los niveles intracelulares de GMPc tiene
variadas consecuencias: relajacion de la musculatura lisa de la pared vascular,
vasodilatacion, inhibicion de la proliferacion de las células del musculo liso, de la
agregacion plaquetaria, de la adhesion de leucocitos al endotelio vascular y modulacién

de la actividad de los mastocitos (Figura 5) (Kubes y cols., 1991).

La enzima GC es un receptor de membrana con actividad enzimética propia. En
la porcion extracelular del receptor existe un dominio al cual se fija el ligando y cuya
presencia provoca la modificacion adecuada para que la porcion intracelular, activa

enzimaticamente, actie sobre sustratos especificos.
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Célula muscular lisa

Célula endotelial

" * Inhibicién de la agregacmn

Iaquetana , :
* 1nh1b1c1on dela adheswn
leucomarla

o Vasodllataczén L :
_ * Inhibicion de la prohferacmn de ias
celulas de musculo 1iso. :

o s St B o B

Figura 5- Mecanismo de accion del NO sintetizado por las células del endotelio vascular

tras la activacion de la isoforma endotelial de la enzima NOSe (modificado de Farrell y
cols.,. 1995).

El GMPc es un segundo mensajero que abunda en muchas células del
organismo: células endoteliales y epiteliales (vasos, bronquios, pared intestinal), conos,
bastones, células cerebelosas y células que fijan al péptido natriurético. Este mensajero
se comporta como sefial intracelular capaz de actuar sobre quinasas, fosfodiesterasas,

canales 10nicos entre otras.
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Se diferencian dos tipos de GC:

Una situada en la membrana plasmdtica que se caracteriza por conformar una
proteina monomérica con una Unica porcion transmembrana. En su parte externa N-
terminal se encuentra el dominio que actia como receptor, capaz de identificar y fijar a
diferentes sustratos. En su porcién intracelular se encuentra el dominio con actividad
protein-tirosin-quinasa y en la parte mas proxima a la porcion C-terminal se encuentra

el domino con actividad GC.

Otra forma esta situada en la fraccion soluble celular; adopta una conformacion
dimerica con 2 subunidades, una o (82kD) y otra § (70kD). Cada una de ellas presenta
un dominio en situacion C-terminal con actividad GC siendo necesaria la accion
conjunta de ambas para que ésta se exprese plenamente. Una caracteristica de ésta
enzima, es que es activada por NO y otros nitratos. El NO es capaz de estimularla tras
su fijacion previa a un grupo hemo situado en el centro activo de la enzima (Figura 6).
Dentro del grupo hemo, el NO se une al ion Fe** provocando un cambio tridimensional
en la disposicion espacial y tras su activacion, aumenta la produccion de GMPc

(Moncada y cols., 1991).

Frecuentemente, las células que contienen la enzima NOS no son las mismas que
las que producen GMPc; ello significa la capacidad de difusion del NO desde la célula

productora a la célula efectora.
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GUANILIL CICLASA

' NO

Figura 6- El receptor del NO es el hierro en la enzima GC, que sintetiza el
segundo mensajero, GMPc. La union de NO provoca un cambio conformacional del
grupo hemo que contiene el hierro, lo que aumenta la produccion de GMPc a partir

del GTP.

11.3.2- ACTIVIDAD OXIDO NiTRICO SINTETASA CONSTITUTIVA NEURONAL

El NO formado en el tejido nervioso por la isoforma NOScn, actua como
neurotransmisor en el SNC y periférico (fibras no adrenérgicas no colinérgicas, NANC),
presentando un papel importante en el control de la relajacion de la musculatura lisa a lo

largo del tracto gastrointestinal, respiratorio y genitourinario.

El cerebro contiene la mayor actividad NOS del organismo y la amplia
distribucion de la enzima (Tabla 1) indica que el NO puede estar implicado en muchas

funciones del SNC: plasticidad sinaptica, establecimiento y refinamiento de
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proyecciones axonales durante las etapas tardias del desarrollo, memoria, control
nervioso del flujo sanguineo cerebral, regulacion neuroendocrina, autorregulacion de la

actividad neuronal y produccion de otros neurotransmisores.

El NO producido actia como neurotransmisor difundiendo retrogradamente
desde la neurona postsinaptica y, tras unirse al grupo hemo de la GCs localizada en la
neurona presinaptica, activaria la produccion de GMPc y otras sustancias fosforiladas

capaces de aumentar y mantener la liberacidon de neurotransmisores presindpticos
(Figura 7).

El glutamato (Glu) se comporta como neurotransmisor excitador en el SNC ya
que provoca respuestas estimuladoras tras la activacion de la proteina receptora
correspondiente. Uno de estos receptores de tipo inotropo, es el NMDA asociado a un
canal que permite el flujo de iones Na", K* y Ca®", por lo que se van a estimular
diferentes respuestas amplificadoras a través de segundos y terceros mensajeros, como
activacion del complejo calcio-calmodulina-quinasa II, PKC, PLA;, activacion de la

NOS o sintesis de eicosanoides.
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Figura 7-Mecanismos moleculares relacionados con la estimulacion de los

receptores glutamato (AMPA, NMDA y metalotropos). El aumento de Ca’" citosdlico induce
movilizacion de quinasas que a su vez activan segundos mensajeros tales como DAG, PLA;

Javoreciendo la sintesis de eicosanoides y de NO.
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11.3.3- ACTIVIDAD DE OXIDO NITRICO SINTETASA INDUCIBLE

El NO formado por la activacion de la isoforma NOSi juega un papel clave en
los procesos de inflamacion, reparacion de tejidos y mecanismos inespecificos de

defensa del huésped ante la agresion de agentes infecciosos (Liew, 1995; Lyons, 1995).

Asi por ejemplo, el NO formado en los macréfagos por ésta isoenzima
contribuye a que éstas células sean capaces de destruir a microorganismos intra y
extracelulares. Esta accién antibacteriana se debe a la interaccion del mediador con un
atomo de Fe*" no heminico conjugado a un atomo de azufre y con la consiguiente
inhibicién de enzimas pertenecientes al metabolismo glucidico (aldolasa), ciclo de
Krebs (aconitasa), cadena respiratoria transportadora de electrones (citocromo oxidasa)
y de la sintesis de ADN (ribonucledtido reductasa) (Figura 8) (Kwon y cols., 1991;
Garcia-Gonzalez y cols., 1998).

—“—\\
//I ~.

ey .
/" Citetoxicidad indirec\uh_}—> Alteraciones de enzimas

\ 1 alteraciones de umiones / de la respiracion mitocondrial

Fe-S -
.. - // \ .
T Alteraciones de la

ribonucleotido reductasa

-~ Citotéxicidad directa después de la combinacién\xi

- con radical superéxido. /

\\__,_{/

- Inhibicién respuesta inmunitaria Th1 por N

{
i

disminucion de la proliferacién v activacién citotoxica )
AN
de linfocitos T.
\\\ "

Figura 8-Consecuencias del aumento en los niveles de NO mediado por NOSi
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Otro mecanismo que explica la actividad citotoxica del NO es su capacidad de
interaccionar con especies oxigenadas reactivas (Oz.), formando peroxinitritos (ONOO')

altamente toxicos (Figura 9) (Yamada y Grisham, 1994; Welch y Loscalzo, 1994,
Beckmam y Koppenol, 1996).

Macrofago Céluia diana

Estimulo

* RNA reductasa
* Aconitasa
* Aldolasa

* Citocromo oxidasa

* Proteinas Cu'™

* Proteinas Fe™"
L-citrulina

> +0,

lesion oxidativa

Figura 9- Via de activacion de la isoforma NOSi y mecanismo de accion del NO
sintetizado. EI NO puede interaccionar con el ion superéxido (O: ) o con otros sistemas

antibacterianos y dar lugar a la formacion de peroxinitritos.
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El NO posee once electrones de valencia, siete situados en el orbital mas
externo. Contiene por tanto un electrén no apareado lo que hace que sea una molécula
con capacidad muy reactiva, es decir, un radical libre (Figura 10) (Mitjavila y

Carbonell, 1997).

-+

0 N=0<> N=O

Figura 10- El éxido nitrico es un hibrido de resonancia.

Los O; son producidos por neutrofilos y macréfagos en los procesos
inflamatorios. Cuando alcanzan en las células cantidades similares al NO, reaccionan de
manera muy rapida, produciendo anibn ONNO' (Szabd y cols., 1996; Beckman, 1996)

que va a oxidar a todas las moléculas con las que contacte, entre ellas, los lipidos de la
membrana celular, peroxidandolas y haciendo que pierdan su integridad. También
pueden atacar al material genético, ADN, causando mutaciones en las cadenas
(Wiseman y cols., 1996).

De estas reacciones, se deduciria que el NO tendria un papel principalmente
citotoxico y proinflamatorio. Sin embargo, otros estudios, revelan su papel protector

celular.

Ademas de las consecuencias que tiene la liberacion continuada por las células
del endotelio vascular evitando la adhesion de los neutrofilos a las paredes vasculares e
interviniendo en el mantenimiento de la integridad celular, su eficacia como pro o
antiinflamatorio esta relacionada con la presencia de concentraciones relativas de otras

moléculas oxidantes.
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De éste modo, y segin se refleja en la Figura 11:

V- somenge ~ PETOXinitritos

v

procesos oxidantes

limita la formacion de superoxido y por tanto

la lesion tisular.

MACROFAGOS
PMN DIANA

Figura 11-Formacién de NO y anion superoxido (0;) en leucocitos

activados; cuando ambas moléculas reaccionan, forman peroxinitritos (ONOQ) que

puede atacar a otras células o al propio leucocito.
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El NO también es un importante mediador de la respuesta inmune actuando en
procesos de inmunorregulacion. Altos niveles han sido implicados en la activacion y
proliferacion de los linfocitos, estimulacién en la produccion de TNF-¢. y de NF«B y
también se ha visto que efecta a la tirosin quinasa p56 implicada en determinadas
sefiales linfocitarias (Billiar, 1995; Farrell y cols., 1996). Bajos niveles de NO suprimen
la actividad de las células presentadoras de antigenos y proliferacion de las células T
(Mills, 1991; Merryman y cols., 1993). De hecho existen evidencias de que NO ejerce
diferentes efectos en las subpoblaciones de las células T, inhibe por ejemplo, la

secrecion de IL-2 por las células Thl e incrementa la secrecion de IL-4 por las células
Th2 (Figura 12) (Chang y cols., 1997).

El efecto citotoxico, relacionado con una inmunidad no especifica, y depende de
la concentracion local de NO; cantidades bajas (pM) producidas via NOSc son
suficientes para determinadas sefiales intracélulares y producir efectos fisiologicos.
Altas concentraciones (M), producidas por NOSI, son lesivas para los tejidos (Farrell,
1996, Nathan, 1997). Asi, ha sido relacionado con la etiopatogénesis de una serie de
enfermedades inmunes: diabetes (Holstad y cols., 1997), artritis reumatoide (Cochran y
cols., 1996), lupus eritomatoso (Belmont y cols., 1997) o esclerosis multiple (Parkinson
y cols., 1997).
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IL-4
i IL-10

TGFB

l . Glucocorticoides

Regulacién de TNFa., IL-3, y NFxB

Figura 12- Activacion e inhibicion de la produccion de NO por

macrdfagos y neutrdfilos activados.

La apoptosis es otro mecanismo importante relacionado con este gas. E1 NO
promueve este proceso en macrofagos, timocitos CD4+/CD8+, condriocitos y células
pancreaticas B (Albina y cols., 1997, Clancy y cols., 1997). Requiere la activacion de la
polimerasa poly (ADP-ribosa) y la formacion de nitrotirosina, siendo éste un proceso
antagonizado por Bcl-2 (Melkova y cols, 1997), proteina localizada en las
mitocondrias y capaz de bloquear la liberacion de factores pro-apoptoticos como el

citocromo C inhibiendo asi, la apoptosis.

El NO es una molécula pleitropica, es decir, dependiendo de su concentracion
local va a proteger a las células de apoptosis 0 bién va a inducirla; bajas concentraciones
protegen a los linfocitos B frente a infecciones virales, mientras que las altas, inducen
apoptosis en macrofagos, hepatocitos, células gliales, neuronas, y otras células del

sistema inmune.
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I1.3.4- OXIDO NITRICO SINTETIZADO ViA NO ENZIMATICA

Dado el importante papel fisiologico del NO, se han realizado numerosos
estudios sobre la posibilidad de que compuestos nitrogenados ingeridos en la dieta
pudieran ser sus precursores, descubriéndose una nueva via de sintesis: produccion no
enzimdtica de NO como resultado de la reduccion de nitritos (Figura 13). Se ha
comprobado que el NO conserva sus propiedades independientemente de su origen:

enzimatico o quimico.

Ascorbato, pHY L-arginina

Figura 13- Vias de reduccion de los nitratos a NO in vivo. Las bacterias
presentes en la cavidad bucal o en los rifiones, van a reducir los nitratos
a nitritos con la intervencion de la enzima nitrato reductasa. La reduccion
a NO ocurre mediante una reduccion en condiciones acidicas, como es el

caso del estomago.
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EI'NO y otros compuestos nitrogenados son generados a partir de nitritos en una
reaccion de reduccion acida (Figura 14). A pH acido (pKa 3.2-3.4), el i6n nitrito es

convertido en acido nitroso y compuestos nitrogenados, incluyendo NO:

NO, + H 4-—p HNO,

2 HNOz <4 N203 + HO
N20; <4p» NO +NO,;
2NO + O, <> 2 NO,

Figura 14- Ruta biosintética de NO a partir de compuestos

nitrogenados de la dieta.

Entre los agentes reductores, se encuentran el ascorbato y el acido ascorbico,
quienes en un rango de pH acido y solucion acuosa, reducen rapidamente al acido

nitroso (HNO,) produciendo acido dehidroascérbico (Figura 15)(Bartsch y cols., 1988):

Acido ascorbico +2NO; Acido dehidroascorbico + 2NO +2 Hy Gl

SRR

Figura 15- Produccion de dcido dehidroascorbico en presencia de NO y vitamina C.
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La presencia de nitratos y nitritos en el organismo, con produccion de NO, se da

en diferentes lugares:

* Tracto digestivo: la saliva contiene grandes cantidades de sales nitrogenadas
(Tannenbaum y cols., 1976). Los derivados de la dieta, provienen principalmente de
legumbres y verduras. Mas del 25% de los nitratos circulantes, son incorporados
activamente por las glandulas salivares y secretados en la saliva (Spiegelhalder y cols,,
1976). La flora bacteriana de la cavidad oral reduce parte de éstos nitratos a nitritos
(Bartsch y cols., 1988) v es en el estomago donde se sintetiza NO después de la
reduccion de los nitritos salivares (Lundberg y cols., 1994). La produccion intragéstrica
es dependiente del medio (acidez y reductores), de forma que cuando la produccion
acida es inhibida por diferentes agentes (omeprazol) la sintesis de NO también lo es
(Figura 16) (Lundberg y cols., 1994)

Figura 16- Produccion de NO no enzimidtica. Los nitratos consumidos en la dieta son

reducidos en la cavidad bucal a nitritos y éstos a NO, junto a otros dcidos nitrosos en el

estomago.
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La acumulacion de nitratos en la saliva, podria prevenir el reciclaje del NO

producido no enziméticamente o bién sintetizado a partir de L-arginina.

El déficit de nitratos y nitritos en la dieta puede dar lugar a efectos no deseados
(Tannenbaum y cols., 1974; Bartsch y cols., 1988). En el estomago, los oxidos
nitrogenados formados a partir de los nitritos, pueden reaccionar con aminas y dar lugar

a nitrosaminas que son toxicas.

* Orina: los nitratos, ya sea a través de la ingesta de vegetales o los producidos
por la sintesis enzimética o no de NO, son eliminados principalmente por ésta via
(Green y cols., 1981), al contrario de lo que le sucede a los nitritos, que aparecen en
minimas cantidades. Sin embargo, son frecuentes las patologias bacterianas del tracto
urinario, en las que estos microorganismos favorecen el paso de nitratos a nitritos por
reduccion enzimatica, via nitrato reductasa en forma similar a lo que ocurre en la
cavidad bucal (James y cols., 1978). Este hecho es aprovechado en clinica para el
diagnostico de infecciohes urinarias. La acidificacion de la orina e ingesta de vitamina
C, son tratamientos profilacticos contra estas infecciones. En estas condiciones se libera
cierta cantidad de NO no enzimatico, sugiriendo estos resultados, que la presencia de
NO, en medio urinario acidificado, puede tener efectos bactericidas (Figura 17). La

formacion de NO formado en orina acidica, es otro ejemplo de sintesis no enzimatica.
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‘.. BACTERIA

Vitamina C

Figura 17- Vias de generacion y efectos antibacterianos del NO. Las bacterias
presentes en una infeccion urinaria, reducen los nitratos a nitritos. Las condiciones
de reduccion acidicas hacen que los nitritos formen NO y otros reactivos

nitrogenados intermedios, que presentan efectos antibacterianos.

* A nivel renal: recientes estudios han demostrado que la concentracion de NO,
aumenta tras la administracion topica de nitritos o por la acidificacion del medio, y éste
incremento no es anulado por inhibidores de NOS sugiriendo el origen no enzimatico
del NO formado (Weller y cols., 1996). De otro lado, se ha observado que en pacientes
tratados con antibiodticos durante un largo periodo, esté inhibida la formacion de NO en

el rifion (Benjamin y cols., 1997).
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IL4-PAPEL DEL OXIDO NITRICO EN EL TRACTO GASTROINTESTINAL.
1.4.1- ACCIONES Y EFECTOS PRODUCIDOS
- Esofago

Es interesante su mencion independiente debido al importante papel del NO en
sus funciones.
En el esofago, las neuronas NANC son las responsables tanto de la inhibicion

inicial asociada con el peristaltismo como del control del miisculo liso circular esofagal.

El NO induce la relajacion del misculo liso por estimulacion de la GC y
acumulacion de GMPc¢ (Navin y cols., 1994). Asi, diversos estudios, indican que la
combinacion de inhibicion NOS y bloqueo muscarinico, anulan las contracciones del
musculo esofagico, sugiriéndose por tanto, que el peristaltismo estd mediado por

activacion de las neuronas NANC-via NO.

- Tracto gastrointestinal

A partir del descubrimiento del NO y su implicaciéon en multiples procesos
fisiologicos, se puso también de manifiesto su presencia a nivel gastrointestinal (GI).
Existen evidencias sobre la distribucion de la enzima NOSc en células epiteliales, y en
menor proporcion, en células parietales ademas de su localizacion en las neuronas

nitrérgicas de la pared gastrica (Brown y cols., 1992).

La participacion del NO como mediador endogeno en los procesos fisiologicos

GI tiene lugar a través de diferentes mecanismos (Tabla 2):
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&

Procesos fisiologicos relacionados con el NO

1- Control de la musculatura findica

2- Mantenimiento del FSM

3- Regeneracion tisular de la mucosa

4- Estimulacién de la produccion de moco

5- Disminucion de la actividad secretora y alcalina

6- Inhibicion de la infiltracién leucocitaria

Tabla 2- Procesos fisiologicos gdstricos en los que participa

el NO (modificado de Esteban Carretero 1996)

- Neurotransmisor de las fibras NANC que inervan al TGI, modulando las
secreciones. En condiciones fisiologicas, la liberacion basal regula el tono de la

musculatura (Whittle, 1994) asi como la produccion y liberacién de moco.

- Su papel en el mantenimiento del flujo sanguineo mucosal (FSM) es clave ya
que el aumento de la actividad fisiologica de un 6rgano o tejido va siempre acompafiado
de un aumento de aporte sanguineo, garantizando asi el suministro de principios
necesarios y retirada de productos de desecho (Piqué y cols., 1989, Whittle y cols.,
1992). La inhibicion en la sintesis de NO a nivel gastrico reduce el FSM y su
incremento por acetilcolina o bradiquinina, es NO-dependiente. Inhibidores de NOS
atenuan el incremento del flujo inducido por pentagastrina. Todo esto es indicativo del
importante papel modulador en el control homeostatico vascular del tracto digestivo. Se

ha descrito también la capacidad compensatoria de ésta molécula frente a los efectos

36



Importancia del Oxido Nitrico

vasoconstrictores de noradrenalina, neuropéptido K o endotelinas, favoreciendo el

mantenimiento de una vascularizacion adecuada.

- Participa también en la respuesta vasodilatadora que acompafa a diversas
circunstancias fisiopatologicas (estimulacion de la secrecion o de la retrodifusion de
hidrogeniones). Produce efectos relajantes sobre la musculatura gastrica (Rand, 1992,
Sanders y Eard, 1992) de forma combinada con el VIP modulando los mecanismos de

dilatacion y peristaltismo (Whittle y cols.,1990; Desai y cols., 1991).

- El NO posee efectos inhibidores de la secrecion gastrica mediada por GMPc
(Brown y cols., 1993), disminuyendo tanto la produccion de acido como de bicarbonato
en las células parietales (Takeuchi y cols., 1992) y duodenales (Takeuchi y cols., 1993;
Martinez-Cuesta y cols., 1994).

- Sus efectos gastroprotectores han sido puestos en evidencia en muchos
estudios, indicando su participacién en los mecanismos de reparacion tisular e
integridad de la mucosa. En condiciones ﬁsiol()gicas, el NO junto con los neuropéptidos
liberados por las fibras sensoriales y PG, interviene en el mantenimiento de la
integridad mucosal (Whittle y cols., 1990). La accién combinada de estos mediadores es
ademas responsable, de la hiperemia y citoproteccion adaptativa que se observa después
de la exposicion de la mucosa a irritantes (Brzozowski y cols., 1995). La sintesis
endogena de NO regula la proteccion gastrica ejercida por farmacos utilizados en el
tratamiento de la dlcera peptica (sucralfato, carbenoxolona) (Dembinska y cols., 1991,
Konturek y cols., 1992). De igual forma, los tratamientos con inhibidores de la enzima
NOS, previenen el incremento en la resistencia de la mucosa inducida por estimulacion

vagal o tras administracion de capsaicina y pentagastrina.

La relacion NO/gastroproteccion es innegable, pues la disminucion de su sintesis

produce un retraso en la cicatrizacion de las lesiones (Esteban Carretero y cols., 1996).
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- Higado

El higado es un o6rgano donde también la sintesis enzimatica de NO es
importante, con un efecto también dual. A niveles basales, ejerce una accion
beneficiosa; sin embargo, cuando es producido en exceso (existe una induccion por

citokinas o LPS), da lugar a un deterioro hepatico.

El papel beneficioso tiene lugar a través de la sintesis de poliaminas, ya que
éstas intervienen en la sintesis proteica y tienen efectos protectores sobre las células

hepéticas (Luk, 1986; Nagoshi y cols., 1994).

En cuanto a los efectos lesivos, el NO induce una inhibicion en la sintesis de
proteinas, transferencia electronica y crecimiento hepatico, siendo capaz de afectar

severamente el movimiento de calcio mitocondrial (Richter, 1994).

Agentes bacterianos y endotoxinas, causan directamente alteraciones funcionales
en el hepatocito (Stark y Szurszewski, 1992). Las células Kupffer estimuladas por
agentes citotoxicos, liberan citoquinas (IL, TNF) que a su vez inhiben la sintesis
proteica en hepatocitos. Esta inhibicién podria ser NO-dependiente, ya que estd
asociada con la produccion de nitratos, nitritos, y citrulina, y es bloqueada por analogos
a L-arginina que inhiben a NOS (L-NAME, L-NNA, L-MMA).
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1i.4.2- RELACION DEL NO CON LA ENZIMA CICLOOXIGENASA

Las enzimas COX son “blanco” del NO porque contienen un centro heino-Fe*’
como sitio activo, lugar donde interaccionaria este agente. Existen muchos estudios que
demuestran como el NO aumenta la actividad de COX por mecanismos GMPc-
independiente favoreciendo la produccion de PG proinflamatorias. De hecho, existe un

inergismo entre el NO, PGl;, PGE; que operan amplificando respuestas fisiologicas o

patologicas (Salvemini y cols., 1993, Vane y cols., 1994)(Figura 18).

L-arginitia > i Acido araquidénice ’

{ i

|
|
\]

COX | «—— (+)ON donadores

) i
v

Figura 18- Modelo de regulacion de la actividad COX por el NO. El NO tanto
enddgeno como exdgeno actiia estimulando la COX y produciendo un incremento de
PGs,

COX y NOS son enzimas codificadas por diferentes genes. Sin embargo,
presentan ciertas caracteristicas bioquimicas y moleculares comunes; son
hemoproteinas, en estado nativo son hemodimeros y poseen actividad catalitica

bifuncional. Ademas, ambas poseen isoforma constitutiva e inducible.
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Las isoformas constitutivas originan productos con importantes papeles en
condiciones fisiologicas. En el sistema vascular, las dos enzimas catalizan la sintesis de
potentes moléculas, PGI, y NO, con accion sinérgica, controlando plaquetas, monocitos
y actividad célular del musculo liso, asi como mantenimiento en la integridad vascular y

flujo sanguineo (Kenneth, 1995).

Con respecto a las inducibles, COX-2 y NOSi, son expresadas en la inflamacion
y tejido dafado, catalizando la formacion de prostanoides, principalmente PGE; y NO ¢
intermediarios oxigenados como los aniones peroxinitritos que causan dafio severo
(Vane y cols., 1994). De ésta forma, ambas enzimas pueden trabajar cooperativamente y
contribuir en la patogénesis de la inflamacion y lesiones en tejidos (Salvemini y cols.,

1993)(Figura 19).
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Figura 19- Interacciones de las isoformas COX y NOS en las condiciones

fisiologicas y patologicas
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IL.5- IMPORTANCIA DEL AMINOGACIDO ARGININA.

Las proteinas ingeridas en la dieta constituyen para el organismo la fuente
principal de aminoéacidos que, a su vez, son incorporados como proteinas. El exceso es
degradado con el fin de proporcionar energia en los procesos biosintéticos. El grupo
amino es excindido y excretado directamente, como i6n amonio o como urea. El

esqueleto carbono va a servir para formar ATP.

La presencia de un carbono asimétrico (Figura 20) da lugar a la formacion de los
isomeros levo (L-arg) y dextro (D-arg). Este ultimo, biolégicamente inactivo, se ha
AN J > fd

utilizado en numerosos ensayos para descartar o no la implicacién del NO en los efectos

(o9

e L-arg.

Entre las multiples propiedades biologicas que éste aminoacido tiene, destaca su
intervencion en la restauracion inmunolégica y aceleracidn en la curacién de lesiones
(Cynober, 1994; Brzozowski y cols., 1997). Estudios recientes, muestran como la
administracion de L-arg produce una disminucion del dafio gastrico inducido por etanol

; estrés. Esta proteccion va acompafiada de un incremento del FSM (Brzozowski y
cols., 1997).

Hemos de comentar la importancia de L-arg como sustrato de diferentes e
importantes enzimas semejantes a NOS, tales como arginasa y arginina descarboxilasa,

entre otras {Nakaki y Kato, 1997).
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Figura 20- Estructura del aminodcido arginina

La enzima arginina descarboxilasa (ADC) cataliza la transformacion de L-arg
en agmatina (Nakaki y Kato, 1994), en las células endoteliales. Agmatina, es un
endogeno agonista de los adrenoreceptores oy (Reis y cols., 1995), jugando un
importante papel en los efectos antihipertensivos del aminoacido (Nakaki y Kato, 1994).
Los receptores de ésta sustancia son reguladores en las células del musculo liso en
crecimiento. Agmatina, y su metabolito hidroxiagmatina producen relajacion endotelial

mediada por la formacion del NO.

La enzima arginasa cataboliza a L-arg en urea y L- ornitina, la chal es
precursora de poliaminas (putrescina, espermina, espermidina) (Figura 21) y L-prolina
(componente esencial del colageno), compuestos requeridos para la proliferacion
celular. E1 NO formado a patir de L-arg origina intermediarios como N-hidroxiarginina
(NOHA) que inhibe la actividad de la arginasa (Boucher y cols., 1994; Daghigh y cols.,

1994; Buga y cols., 1996) y como consecuencia la proliferacion celular.
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Ornitina Putrescina Espermidina Espermina
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Figura 21- Sintesis de poliaminas a partir de ornitina.

Una funcion a destacar es la de L-prolina por su incorporacion a precursores
polipeptidicos del colageno y otras proteinas del tejido conjuntivo, de las que deriva la
hidroxiprolina. La formacion de prolina a partir de y-Semialdehido glutdmico, se ilustra

en la Figura 22.

s

Ciclacion no enzimatica

| v

v-Semialdehido glutamico Acido Al-pirrolin carboxilico

Prolina

Figura 22- Formacion de prolina por ciclacion no enzimdtica de

y-Semialdehido glutdmico.
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IL6-PERFIL FARMACOLOGICO IB/L-ARG

IBUPROFENO

A lo largo de la historia, el analisis y el alivio del dolor han sido la base de una
intensa evolucion farmacoldgica orientada a la busqueda de soluciones eficaces y
seguras. Todo ello ha originado el desarrollo de una amplia gama de
analgésicos/antiinflamatorios no esteroideos, de gran eficacia terapeutica. Ibuprofeno
(IB), se introduce en clinica a finales de los afios 60 y estructuralmente es un derivado

del &cido propidnico: acido 2-(4-isobutilfenil)propiénico.

Hy O

(CHaJrCH-CHe- (" )-CHC.
| = OH

Ci3Hi30, IBUPROFENO

Actualmente, la utilizacion de éste farmaco, ha alcanzado a nivel internacional
un nivel que le ha supuesto convertirse en el relevo de otros farmacos analgésicos

tradicionales como el AAS o paracetamol.
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1-Caracteristicas farmacocinéticas:

Su biodisponibilidad es del 80 %.

s-Absorcion: es rapida y los niveles plasmaticos méaximos se alcanzan en 1-2 h
después de una dosis oral unica. Los alimentos retrasan la absorcién oral. Su semivida
de eliminacion es de 2h (Figura 23).

La absorcion rectal de IB es menor que la conseguida tras una administracion oral.

s-Distribucion: el farmaco se une a las proteinas plasmaéticas en elevada
proporcion (99%), concretamente se une al sitio II de la albumina. Cuando la
concentracion plasmatica de albumina disminuye (artritis reumatoide, ancianos), la
fraccion libre de IB aumenta.

Se adapta al modelo farmacocinético bicompartimental con una cinética de
absorcion y eliminacion de primer orden en el compartimento central.

Atraviesa con facilidad la placenta y alcanza concentraciones muy bajas en la

leche materna.

s-Metabolismo y Excrecion: es ampliamente metabolizado en el higado, siendo
eliminado mayoritariamente con la orina, un 90 % en forma de metabolitos inactivos
conjugados con el 4cido glucurénico y un 10 % en forma inalterada. El estereoisomero
R(-) se transforma en una alta proporcion en el enantidmero activo S(+).

Estudios realizados en enfermos con fallo renal, demuestran que el farmaco es
eliminado de la circulacién sistémica, lo cual es explicable debido a la amplia

metabolizacion que sufre.
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Figura 23- La dosis de IB 400 mg ‘produce una concentracion plasmitica
mdxima doble a la alcanzada por dosis de 200 mg, manteniendo un tiempo miximo

_equiparable.

2- Posologia:

En procesos antiinflamatorios:
Adultos, oral- 400-800 mg/4 - 6 h, hasta un maximo de 3.2 g/ dia. Retard: 600 —
1200 mg/12 h. Rectal: 500 mg/8 h.
Nifios, oral- 10 mg/kg/6 h.

La administracion oral debe realizarse conjuntamente con la comida.
En procesos febriles y dolor:

Adultos, oral- 200-400 mg/4-6 h 0 600 mg/12 h.
Nifios, oral- 5-10 mg/kg/6-8 h, hasta un maximo de 40 mg/kg/dia.
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3-Reacciones adversas e interacciones

Es un farmaco bién tolerado y sus efectos adversos son en general, infrecuentes,
leves y transitorios (1-9%).
Por lo general, los efectos son una prolongacion de la accion farmacologica y

afectan principalmente al aparato digestivo.

- Efectos gastrointestinales. Se asocia a una menor incidencia de alteraciones
gastrointestinales que AAS, fenilbutazona, indometacina y otros AINE. No obstante
también puede originar: dispepsia, erosiones y ulceras gastricas. En menor proporcion
puede dar lugar a epigastralgia severa, vomitos y sangrado oculto (Halpern y cols,,
1993).

- Efectos dermatologicos. Las reacciones cutaneas son el segundo efecto adverso
del IB. Las mas frecuentes son angioedema, urticaria y prurito, asi como diversas

reacciones de hipersensibilidad (O’Brien y Bagby, 1985).

- Lfectos sobre el SNC. Vértigos, dolor de cabeza, depresion, mareo y
somnolencia no estan normalmente asociados al consumo de éste AINE (Halpern y
cols., 1993). Los ancianos suelen experimentar fallos de memoria y dificultad de

concentracion.

- Efectos hematologicos. Son raros. Puede aparecer anemia tras una hemorragia
gastrointestinal, aplasia o depresion de la médula ésea con pancitopenia. Los mas

comunes son agranulocitos o granulopenia (Guidy y cols., 1979).
- Efectos cardiovasculares. En casos de insuficiencia cardiaca congestiva e

hipertension, estos pacientes pueden verse afectados por retencion de sodio y edema
(Hussan y Hodgen., 1985).
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- Efectos hepdticos. Son poco frecuentes. Pueden dar lugar a un incremento de

los niveles séricos de transaminasas (Aycock, 1991).

- Efectos renales. Suele presentarse disminucion renal, retencion hidrosalina y

cambios hidroliticos (Whelton y cols., 1990).

- Reacciones de hipersensibilidad. Pacientes con asma, pueden experimentar
broncoespasmo, angioedema y/o shock tras la administracion de IB (Aycock, 1991}

Otras manifestaciones alérgicas son: rinitis, prurito, urticaria y erupcion cutanea.

Interacciones

- 1B tiene un pequefio efecto sobre el tiempo de protrombina en pacientes que
reciben terapia con anticoagulantes orales y podria contribuir a la aparicion de episodios

hemorragicos debido al efecto antiagregante plaquetario (Aycock, 1991).

- En algunos pacientes modifica la accion de diuréticos y antihipertensores, lo
cual puede exacerbar una insuficiencia cardiaca congestiva o interferir en el control de

la hipertension (Redack y cols., 1987).

- Incrementa los niveles séricos de litio (Ragheb, 1987) por interferir en la

excrecion de éste, y también los de metotrexato por inhibir su aclaramiento.

- La terapia concomitante con AAS, disminuye los niveles plasmaticos de IB,

mientras que el paracetamol no los afecta (Aycock, 1991).

- Se han encontrado pequefias cantidades del farmaco en leche materna, por ello

no se recomienda su uso durante la lactancia.
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4- Aplicaciones Terapeuticas

- Por su actividad analgésica y antiinflamatoria se utiliza en el tratamiento de la
artritis reumatoide, espondilitis anquilopoyética, osteoartritis, artritis gotosa y otro tipo
de dolores osteomusculares. En situaciones cronicas conviene comenzar con dosis bajas

para mejorar la tolerancia e ir aumentandola paulatinamente.

- Se est4 utilizando cada vez mas con fines analgésicos: dolores menores,

postoperatorios, dentarios, colicos renales.

- Esta indicado también como antipirético en diversos cuadros febriles,

especialmente en nifios.

5- Eficacia

Si comparamos el efecto de IB en diferentes tipos de dolor, con el de otros

analgésicos no narcoticos, se comprueba que su eficacia es similar e incluso superior.

- Ibuprofeno vs paracetamol en el alivio del dolor postquirairgico: 107
pacientes a los que se les extrajo el tercer molar, se repartieron en tres grupos que
recibieron los siguientes tratamientos: 800 mg IB antes de la intervencion y 400 mg, 4 y
8 h después, 3 dosis de placebo, o paracetamol (3dosis/600 mg antes de la intervencion,

seguidas de 2 dosis/600 mg mas 60 mg de codeina en el postoperatorio.

- Ibuprofeno vs AAS, meclofenamato (MEC) y placebo en el dolor
severo: 152 pacientes con dolor molar moderado-severo y distribuidos de forma
aleatoria, fueron tratados con una dosis Gnica de IB 400 mg o AAS 650 mg o MEC 100
mg y placebo, en un estudio doble ciego. IB y MEC fueron superiores a AAS y placebo
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en la suma de cotaciones de alivio a diversos tiempos, duracion del efecto analgésico y
valoracion global, manifestando reacciones adversas de caracter leve y reversible
(Desjrdins y cols., 1987).

- IB vs paracetamol y codeina en el alivio postextraccion (Figura 24): 203
pacientes repartidos de forma aleatoria, fueron tratados con dosis unica de paracetamol
(600, 300mg + 30 mg de codeina, 600 mg + 60 mg de codeina) o IB 400 mg o de
placebo, en un estudio a doble ciego.

IB alcanzé el nivel de analgesia mas alto y fue el tratamiento mas eficaz
(Cooper, 1984).

——

Figura 24- IB 400 mg vs paracetamol y codeina.
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IBUPROFENO/L-ARGININA (Espidifen® 400 y 600 mg)

Espidg’fen® es un farmaco recientemente comercializado. Esta formado por dosis
equimolares de IB y L-arg, aminoacido esencial que en condiciones normales se ingiere
con la dieta. Una serie de estudios han demostrado que la incorporacion de
determinados aminoacidos (L-arg, L-lys) a las formas farmaceuticas orales de algunos
AINE, mejoran sus caracteristicas farmacocinéticas.

En el caso de Espidifen®, éstas son sensiblemente diferentes a las de IB solo
(Tabla 3).

Parametro 18/Larg iB Estadistica
Tinix 24 44159 63.8+29.7 p<0.01
Cunix 56.4+13.6 43.1+8.5 p<0.01
Tin 111£21.9 117+26.7 ns
Kel 0.006+0.001 0.006+0.002 ns

Lag time 0.0£0.0 9.96+13.7
AUC s 6959+1137 6858+1740 ns
AUC,, 7167+1273 7161+1873 ns
vd 9.06+1.40 9.98+3.16 ns
Cl 0.057+0.011 0.059+0.015 ns

Tabla 3- Parametros farmacocinéticos correspondientes a IB/L-arg 400 mg y a una
Jormulacion comercializada con solo IB 400 mg en comprimidos de liberacion normal. La
absorcion de IB/L-arg es significativamente diferente a la del farmaco solo, asi como el tiempo

necesario para llegar a las correspondientes concentraciones plasmdticas
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ns= no significativo

AUCobs= Area bajo la curva observada
AUCtot= Area bajo la curva total

Kel= Constante de eliminacién

Vd= Volumen de distribucion
CL=Aclaramiento plasmdtico

1-Caracteristicas farmacocinéticas

#-Via de administracion y absorcion: 1B/L-arg se administra via oral. Posee una
cinética de absorcidn muy favorable debido a que el aminoacido dispone de un
mecanismo biologico especifico en la pared gastrointestinal, actuando como
transportador fisiologico selectivo y favoreciendo asi la absorcion de IB.

Como consecuencia, la concentracidn plasmatica maxima resulta mucho maés

elevada que la de IB solo, ademas de producirse en un tiempo 3 veces menor.

A los 15 min de la administracion del farmaco, se consigue una concentracion
plasmatica muy elevada y superior a la alcanzada a los 60 min. La Trsx s de unos 24

min, siendo la Cysx en plasma de aprox. 56.4 mg/mlL.

La ventaja de éstas caracteristicas farmacocinéticas es que permite obtener
niveles plasmaticos particularmente elevados tras la administracion oral y por tanto una
accion analgésica casi inmediata, sin necesidad de recurrir a la administracion

parenteral.

Un aspecto interesante de ésta formulacion es que debido a su rapida absorcion,
reduce los potenciales efectos gastrointestinales al minimo y se puede administrar con el

estomago vacio.
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#-Curvas de niveles plasmaticos: Tras la administracion de una dosis oral unica
de 1B/L-arg, al cabo de una T de 24.4 min, se obtiene unos valores de Cmax de
56ug/mL frente a los valores respectivos de 43 pg/mL (Chux) v 64 min (Tax) para el IB
solo (Figura 25).

Figura 25-Comparacion de las curvas de absorcion de IB/L-arg frente a comprimidos

de IB. Las curvas de absorcion, evidencian una superior concentracion plasmitica mdxima
para IB/L-arg, obteniéndose ademds, en un tiempo mucho menor que las obtenidas con IB

solo.

#-Union a proteinas plasmdticas: 1B se une en un alto porcentaje (99%) a
proteinas plasmaticas, aunque sélo ocupa una fraccion de los sitios de fijacion a las

concentraciones habituales.

#-Via y cinética de eliminacion: mas del 90% de la dosis ingerida de IB/L-arg
se excreta de forma répida y practicamente completa por via renal, en forma de
metabolitos mayoritariamente conjugados. La presencia de catabolitos derivados de 1B

no interfiere de forma significativa en la actividad y farmacocinética de este principio
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activo. Se recomienda su empleo con precaucion en pacientes con la funcionalidad
hepatica y/o renal reducidas. En estos casos es aconsejable controlar los parametros

clinicos y de laboratorio.

#-Otras vias de eliminacion: debe tenerse en cuenta que IB aparece en la leche

materna, por lo que no se recomienda el uso del preparado durante el periodo de

lactancia.

2- Posologia

La dosificacion recomendada en un adulto es de 1200 mg/dia, repartidas de 3 a 4
tomas. Si aparecen molestias gastricas, puede administrarse con leche o durante las
comidas. En procesos de artritis reumatoides, puede incrementarse la dosis pero no
sobrepasando 2.4 g/dia.

En pacientes ancianos, la posologia debe ser establecida por el médico.

3- Actividad farmacologica. Mecanismo de accion
La formulacion IB/L-arg equimolar presenta un mecanismo de accion semejante
a los farmacos capaces de inhibir la sintesis periférica de PG. Actta inhibiendo la

actividad de la enzima COX, de forma competitiva y reversible.

No existe una relacion precisa entre la potencia anticiclooxigenasa y potencia

analgésica, ya que ésta ultima es elevada con una actividad anticiclooxigenasa media.
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4- Eficacia clinica

La efectividad de la formulacion IB/L-arg (Espidifen®) ha sido estudiada y
desarrollada por el GRUPO ZAMBON, en adultos de ambos sexos y en diferentes
situaciones patologicas. En estos ensayos se ha confirmado la eficacia y seguridad de
este medicamento en el tratamiento del dolor agudo, con diferencias significativas en la
rapidez y potencia analgésicas frente a los tratamientos de referencia.

Los ensayos clinicos se realizaron comparando este medicamento frente a
placebos y otros farmacos analgesicos-antiinflamatorios no esteroideos, de los
habitualmente utilizados, tales como naproxeno soédico. En una amplia casuistica global,

la eficacia del preparado iguald o super6 a la de los farmacos de refencia.

S- Reacciones adversas

- A nivel gastrointestinal, puede observarse natiseas, vomitos, dispepsia, pirosis
gastrica, sensacion de molestia abdominal (1-9%), diarrea, microlesiones intestinales,

posible activacion ulcerosa y hemorragicas (<<1%).

- En ocasiones puede observarse cefalea, confusion y somnolencia (<1%).
Raramente se han producido reacciones de tipo psicotico y depresion, asi como

nauseas, vomitos, fiebre, rigidez del cuello y una cierta obnubilacion (<<1%).

- Como reaccion de hipersensibilidad, se ha observado rash cutaneo, urticarias y
exantemas con mas o menos prurito y en ocasiones también con fiebre acompafiada de
dolor abdominal, cefaleas, naiiseas y voOmitos, signos de disfunciéon hepatica y

fendmenos anafilacticos.
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- Tras la administracion prolongada y a dosis elevadas, el IB puede ocasionar
alteraciones en los elementos corpusculares de la sangre y retencion hidrosalina, con la

posible aparicion de hinchazon y edemas.

6- Teratogenicidad

Los estudios de teratogenicidad y actividad reproductora, asi como los de
mutagénesis realizados con IB, no han puesto de manifiesto alteraciones significativas
tras la administracion del farmaco por via oral. Sin embargo, debido a que puede

atravesar la barrera placentaria, no se recomienda su uso durante el embarazo.
7- Toxicidad

Los estudios preclinicos relacionados con la toxicologia de IB/L-arg demuestran
que este nuevo farmaco no modifica la toxicidad del IB cuando se administra a

diferentes dosis.

Para evaluar la toxicidad del preparado, se ha realizado en rata el calculo de la
dosis letal 50 (DLso, toxicidad aguda) y también los efectos que derivan de su
administraciéon reiterada, 28 dias (toxicidad subaguda). Los resultados se han

comparado con grupos tratados con IB solo.

El estudio de la toxicidad aguda, puso de manifiesto que la DLsy en rata
es de 3017 mg/kg para machos, y 2763 mg/kg para hembras, equivalente a dosis de 1B
de 1557 y 1435 mg/kg respectivamente. La evaluacion del IB determina una DLso de
1556 mg/kg para machos y 1520 mg/kg para hembras. En raton, el rango se mantuvo
entre 800-1200 mg/kg.

56



Perfil Farmacolégico de Thuprofeno/L-arginina

Fueron evidentes, la postracion a dosis subletales y las lesiones gastricas a las

dosis mas altas.

Para evaluar la toxicidad subaguda, se administraron diariamente a los
animales, durante 4 semanas, rangos de dosis comprendidas entre 38 y 346 mg/kg,
equivalentes a 20-180 mg/kg de IB.

Los signos mas relevantes fueron las lesiones gastrointestinales, postracion y
reduccion de los niveles de hemoglobina, aunque solo aparecieron cuando se
administraron dosis muy elevadas del preparado (115 mg/kg/dia - 346 mg/kg/dia).

A dosis normales (38 mg/kg/dia, que corresponde a 20 mg/kg/dia de IB),
Espidifen® fué perfectamente tolerado, no evidenciandose ningun efecto toxico (Tabla
4).

En conclusion, IB/L-arg (Espidifen®) presenta una toxicidad aguda y subaguda
muy baja, apareciendo soélo transtornos evidentes cuando se administran dosis medio-
altas y elevadas. Sin embargo, las dosis clinicas no alteraron ninguno de los parametros

evaluados, lo que permite considerarlo un farmaco seguro para el uso humano.

57



Perfil Farmucologico de Thuprofeno/l-argining

Estudio Via de Especie

administracion

Dosis
I1B/L-arg (mg/kg)s

Resultados

Oral Ratas

o

1925-3465 -DLs, fueron similares a
¢ equivalentesa  dosis equivalentes.
(Tolerabilidad tras 1000 a 1800 de IB  -La postracion y efectos GI
dosis 1inica) i ‘ i
ocurrieron sélo a dosis
muy elevadas
io Oral Ratas 38,115y346  -Dosis normales no
o hogede equivalentesa  produjeron signos de
(Tolerabilidad tras 20, 60y 180 de IB. toxicidad.
dosis repetidas (28 -Dosis medio-altas:
dias).

descenso de la
hemoglobma y trastomos
GL

-Dosis elevadas: -
postracion, sangre oculta

en heces.

Tabla 4- Resumen de los estudios toxicologicos realizados con Espidzfen@ en

comparacion con IB.
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8-Sobredosis, sintomas principales y tratamientos

En casos de sobredosificacion, puede aparecer una sintomatologia caracterizada
por vértigo, espasmos, hipotension y reduccion de la conciencia. Si ha transcurrido
menos de 1h de la ingesta del farmaco, se recomienda practicar un lavado gastrico.

Es efectivo también, el aporte por via oral de sustancias tales como carbon
activado, para reducir la absorcion del farmaco.

En el caso de que haya transcurrido mas de 1h, hay que corregir los electrolitos

hematicos con la adicion de alcalis.

9-Indicaciones Clinicas y ventajas de la formulacion de
IB/L-arg

Espidifen® est4 indicado en el alivio del dolor de diversa etiologia: cefaleas,
odontalgias, otalgias, dismenorrea primaria, postraumatico, postquirargico, artritis

reumatoide y osteo-artritis.

También esta indicado en el alivio de los signos y sintomas de la artritis
reumatoide y de la osteo-artritis, asi como en aquellas alteraciones musculo-esqueléticas

y traumaticas que cursan con dolor e inflamacion.

En la especialidad Espidifen®, gracias a la inclusion del aminoacido L-arg, se
produce una mayor solubilidad de IB y favorece una mejor, mas rapida y mas elevada
absorcion del farmaco, significativa frente a otras formas de IB ya comercializadas. Este
hecho, asi como sus mayores niveles plasmaticos, se traducen en una rapida y potente
accion analgésica, lo cual lo convierte en un tratamiento de eleccion en aquellos casos

en que se requiere una accion antalgica rapida, potente y segura en el dolor agudo.
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10- Contraindicaciones y precauciones

Se consideran contraindicaciones:

- Hipersensibilidad a los farmacos. Ulcera péptica activa y recurrente, o riesgo
de hemorragia gastrointestinal. Colitis ulcerosa. Insuficiencia hepatica y/o renal de
caracter grave. Rinitis o urticaria consecutiva a la administracion de inhibidores de la

sintesis de PG. Embarazo.

- Debido a la posible reaccion alérgica cruzada con AAS u otros AINE, no debe
administrarse IB en pacientes con historial de reaccion alérgica a estos farmacos, asma,

rinitis, urticarias, polipos nasales y angioedema.

Con especial precaucion, se debe administrar:

- En pacientes de riesgo o con alteraciones gastrointestinales debidas al uso de
AINE, en pacientes con historial de broncoespasmo, en ancianos o en individuos con

funcion renal y hepatica reducida.

- En algunos casos, se ha observado retencion hidrosalina tras la administracion
de IB, por lo que debe administrarse con precaucion en pacientes con insuficiencia

cardiaca o hipertension.

- IB puede prolongar el tiempo de hemorragia, por lo que se debe tener cuidado
en pacientes con alteraciones de la coagulacion sanguinea o tratamiento con

anticoagulantes.
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11- Interacciones ¢ interferencias analiticas

- IB disminuye la eficacia de furosemida y diuréticos tiazidicos, debido a la
inhibicion de prostaglandinas renales, lo que debe tenerse en cuenta en caso de terapia

combinada.

- Potencia el efecto y la toxicidad de digoxina, litio, carbonato y metotrexato.

- Podria potenciar el efecto de los anticoagulantes orales, por lo que es

conveniente controlar el tiempo de protrombina durante la primera semana.

- La posibilidad de reducir el efecto hipotensor de farmacos B-bloqueantes, asi
como de aumentar el efecto ulcerdgenico de corticosteroides, debe considerarse en caso
de tratamientos concomitantes.

- IB no se debe utilizar en asociacién con otros AINE como AAS y paracetamol.

- Puede alterar los valores de algunas determinaciones analiticas: aumento de

transaminasas, ALT y AST, creatinina, digoxina y urea; fosfatasa alcalina, bilirrubina y

creatinina. Reduccion de albimina, y acido trico.
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Material y Métodos

HL1- REACTIVO ANIMAL

El estudio ha sido realizado con ratas Wistar machos de peso comprendido entre
180-200g, mantenidas a temperatura ambiente de 20-25 °C, 12 horas de luz al dia y

alimentacioén controlada. Han sido suministradas por el Servicio de Animales de la

Facultad de Farmacia de la Universidad Sevilla.

24 h antes de comenzar los ensayos, los animales fueron introducidos en jaulas
individuales provistas de rejilla metalica de 2 cm de altura sobre el fondo para evitar la

coprofagia y retirando la comida, pero con libre acceso al agua.

El nimero de animales por grupo utilizados en los estudios, ha estado

comprendido entre 8-10 animales/grupo.
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M1.2- SUSTANCIAS ENSAYADAS. PAUTAS POSOLOGICAS Y VIAS DE
ADMINISTRACION

Se han ensayado diferentes dosis de farmacos para determinar la accion

protectora de L-arginina frente a dosis equimolares de ibuprofeno:

* Ibuprofeno/L-arginina (IB/L-arg, Espidifen®; Zambon S.A.): 0.3, 0.6 y 1.20 mM/kg
de animal.

* Ibuprofeno (IB, sal sodica; Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA): 0.3, 0.6 y 1.20
mM/kg de animal.

* L-arginina (L-arg, clorhidrato; Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA): 0.6 mM/kg

de animal.

El efecto gastroprotector también se ha comparado con otros farmacos de
referencia:
* Ranitidina (RAN, Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA): 0.05 mM/kg de animal.
Antagonista de los receptores Hp,
* Misoprostol (MSP, Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA): 0.05-10° mM/kg de
animal. Analogo de PGE,.
* L-lisina (L-lis, Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA): 0.6 mM/kg de animal.
Aminoacido protector de la mucosa gastrica.
* Roxatidina (ROX, Zamboén S.A)). 0.05 mM/kg de animal. Antagonista de los

receptores H;, con propiedades ademas de antisecretoras, citoprotectoras.

Para evaluar el papel del 6xido nitrico (NO), en la proteccion mediada por L-arg,

se han realizado los siguientes tratamientos:
* D-arginina (D-arg, Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA): 0.6 mM/kg de animal.

Isémero dextro de la arginina, biologicamente inactivo.
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* N nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA):
0.15 mM/kg de animal. Inhibidor no selectivo de 6xido nitrico sintetasa.

* Mononitrato de isosorbida (MI, Boehringer Mannheinr): 0.2:10% mM/kg de animal.
Donador de NO.

* Aminoguanidina (AG, Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA). 0.4 mM/kg.
Inhibidor selectivo de NOSi.

* N® —nitro-L-arginina (L-NNA, Sigma Chemical Co, St Louis, Mo, USA): 0.2 mM/kg.
Inhibidor selectivo de NOSc.

Todos los tratamientos se han preparado en forma de solucién extemporanea, en
agua destilada. La administracion via oral, ha sido mediante sonda intragastrica
(1ml/100g animal).

Los efectos producidos fueron comparados con distintos grupos controles a los

cuales se les administr6 agua destilada (1mL/100g de animal).
Tratando de valorar el efecto protector de L-arginina en la mucosa gastrica por
mecanismos sistémicos frente a una accion topica directa, se han realizado los

siguientes tratamientos:

* IB/L-arg: 0.6/0.6 mM/kg, ambos v.0.
*IB 0.6 mM/kg, v.0. y simultaneamente L-arg 0.6 mM/kg, i.p.
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MML3- EQUIPOS ANALITICOS UTILIZADOS

Los equipos analiticos que se han utilizado para las diferentes

determinaciones son:
* Medidas espectrofotométricas:
- Espectrofotdmetro UV-visible, Perkin-Elmer 1310, Lambda 3.
- Lector de placas Labsystems Multiskan Ex con equipo informatico
“Genesis”.

* Radioinmunoanalisis:

- Contador de centelleo B.

- Contador Compugamma Cs, 1282-003.

* Analisis de imagenes de expresion de ARN m:

- MP-5 Polaroid
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IIL4- EVALUACION DEL DANO GASTRICO

II1.4.1- ESTUDIO MACROSCOPICO DE LAS LESIONES: SELECCION DE
DOSIS Y TIEMPOS DE TRATAMIENTOS:

TL.4.1.1- EFECTOS INDUCIDOS TRAS LA ADMINISTRACION ORAL DE
LOS FARMACOS

Con objeto de valorar la proteccion de la asociacion IB/L-arg frente a IB solo, se
han administrado las diferentes dosis anteriormente indicadas de éstos agentes. Después
de 6h de tratamiento, los animales han sido sacrificados por inhalacion de éter, los
estomagos extraidos, abiertos por la curvatura menor y lavados con solucion salina
fisiologica (sol. sal. fis.), procediéndose después a valorar el dafio. Se han medido los

siguientes parametros:

e Area lesionada (mm?)
e Daiio gastrico (escala):
0. Ausencia de lesion
1. Dafio vascular
2. Ulceras puntuales
3. Ulceras puntuales y también menores de 3 mm

4. Varias lesiones > 3 mm.

Estos valores (mm? y escala) se expresan como indice de ulceracion (TU).
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e Porcentaje de dafio mucosal (%)
e Estomagos lesionados / Estdmagos totales valorados.
e Presencia de hemorragia (escala de 0-2):

0. Ausencia

1. Hemorragia escasa

2. Hemorragia abundante

Para determinar la evolucion de las lesiones gastricas en el tiempo, la dosis
intermedia de ambos agentes, IB 0.6 mM/kg e IB/L-arg 0.6/0.6 mM/kg fué ensayada a
diferentes tiempos: 30 y 90 min, 6 y 12 h. Dicha dosis, asi como el tiempo de 6 h, en el
que se obtuvo el maximo grado de proteccion de L-arg, fueron pautas seleccionadas
para el resto de los ensayos. Los efectos de la asociacion IB/L-arg se compararon con

los farmacos de referencia, RAN, MSP, L-lys y ROX.

Il1.4.12- EFECTOS PRODUCIDOS TRAS LA ADMINISTRACION
PARENTERAL DE L-ARGININA

Con objeto de comparar la accién protectora del aminoacido L-arg bién por
efecto sistémico, independiente de la via de administracion, o por un efecto topico, se ha

disefiado el siguiente ensayo:

Un grupo de animales ha sido tratado con IB 0.6 / L-arg 0.6 mM/kg, v.o., vy a
otro grupo, se le administré IB 0.6 mM/kg, v.o. y al mismo tiempo, L-arg 0.6 mM/kg,
1p.

Transcurrido el tiempo establecido (6h), los animales fueron sacrificados y sus

estomagos evaluados segin los criterios anteriormente establecidos.
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111.4.2- ESTUDIO MICROSCOPICO DE LAS LESIONES

ESTUDIO MORFOLOGICO DE LOS EFECTOS VASCULARES DE L-ARGININA
EN DANO GASTRICO AGUDO EN RATA, INDUCIDO POR IBUPROFENO

El objetivo de éste estudio ha sido determinar las variaciones que L-arg induce
en las lesiones inducidas por IB. Para ello, se ha realizado el estudio histologico de 24

muestras gastricas, tomadas en zonas con dafio agudo.
Las muestras procesadas cotresponden:

- Control sano (GRUPO I)

- IB 0.6 mM/kg v.o. (GRUPO II)

- L-arg 0.6 mM/kg v.o. (GRUPO III)

- IB 0.6/L-arg 0.6 mm/kg v.o. (GRUPO 1V)

Después de 6h de tratamiento, los animales han sido sacrificados por inhalacion
de éter, los estbmagos extraidos, abiertos por la curvatura menor y lavados con sol. sal.
fis., procediéndose a extraer un fragmento ( 3x3 mm) de la parte dafiada del tejido. Este

es incluido en una solucién fijadora de formol tamponado 10% (pH 7.2).

Todas las muestras se incluyeron en parafina, realizandose secciones de 2 mm de
grosor. De cada uno de los bloques, se realizaron secciones de 5 micras

aproximadamente.

De las muestras pertenecientes al grupo II y IV, se obtuvieron tres preparaciones
histologicas, tifiiéndose una de ellas con hematoxilina/eosina (H/E). Dichas
preparaciones fueron examinadas con un microscopio (Olympus BH), utilizandose los

objetivos de 4x, 10x, 40x, y esporadicamente 100x.
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El estudio histomorfométrico se llevé a cabo mediante un sistema de analisis
semiautomatico Videoplan 2 (Zeiss) que permitio realizar el calculo del area gastrica
con dafio, asi como el area wvascular total. Se calculd el porcentaje de

microvascularizacion de las areas gastricas lesionadas.

La escala empleada para la determinacion de las lesiones han sido:

GRADO 1  lesion gastrica al tercio superficial de la mucosa.

GRADO 2  lesion gastrica que afecta a todo el espesor de la
mucosa, respetando la muscularis mucosae.

GRADO 3  lesion gastrica que afecta a la mucosa y
submucosa, respetando la capa muscular.

GRADO 4  lesion gastrica que afecta a toda la pared gastrica,
respetando la serosa.

GRADO 5  lesion gastrica que perfora toda la pared gastrica.
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ILS- MECANISMOS IMPLICADOS

II1.5.1- MODIFICACIONES INDUCIDAS SOBRE EL METABOLISMO
OXIDATIVO

I11.5.1.1- NIVELES DE LIPOPEROXIDOS EN LA MUCOSA

Uno de los mecanismos mas importante de ataque a la célula es la peroxidacion

de los acidos grasos insaturados de la membrana celular.

Los RLO son capaces de desencadenar una reaccion en cadena que da origen a
la formacion de lipoperoxidos y aldehidos altamente toxicos. Ello induce cambios en la
fluidez de la membrana plasmatica, alteracion de la permeabilidad idnica, y/o
modificacion del metabolismo del acido araquidénico. Determinadas situaciones
patologicas y algunos agentes, incluidos los AINE, pueden inducir este proceso en las
células de la mucosa digestiva causando lesiones gastrointestinales (Huertas y cols.,

1991; Comporti, 1993; Bjarnason, 1995).

Los niveles de perdxidos lipidicos han sido determinados mediante la técnica
descrita por Ohkawa y cols. (1979). Se basa en la medida espectrofotométrica (535 nm)
de los niveles de malonildialdehido (MDA), producto final del proceso degradativo,

obtenido tras reaccion con el acido tiobarbitarico (Figura 26).
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02 ROOH
LH —» L. ——>» LOO- —» productos estables I

- Descripcion de la técnica:

Al finalizar los diferentes tratamientos, los animales son sacrificados por
inhalacion de éter, y sus estomagos resecados, abiertos por la curvatura menor y
raspados sobre hielo. El raspado, previamente pesado, se homogeniza en 1 mL de
cloruro potasico 0.15 M. A una alicuota del homogenizado, 0.25 mL, se le afiade
secuencialmente: 0.1 ml de laurilsulfato sodico (8.1%), 0.75 mL de acido acético (20 %
apH 3.5) y 0.75 ml de acido tiobarbiturico (0.8 %), ajustandose el volumen final a 2 mL

con agua destilada.

Posteriormente se lleva a un bafio de agua a 95 °C durante 1 h. Pasado este
tiempo se enfria la solucion en hielo y se le adiciona 0.5 ml de agua destilada y 2.5 ml
de n-butanol, se agita vigorosamente, y se centrifuga a 2665g, 10 min. Se recoge la capa

organica y se mide la absorbancia a 532 nm.

Los resultados son expresados en nmol MDA / mg de proteina.
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La concentracion de proteinas en el tejido mucosal se ha determinado aplicando
el método de Bradford (1976).

HI.5.1.2- MEDIDA DEL INDICE DE INFILTRACION LEUCOCITARIA.
ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA

Los neutrofilos estan implicados en una serie de desordenes gastrointestinales,
entre los que se incluyen las lesiones inducidas por AINE (Wallace, 1992; Asako y
cols., 1992; Avila y cols., 1996).

La determinacion de la actividad mieloperoxidasa (MPO), proteina constitutiva
de los neutrofilos, es un método para cuantificar el grado de infiltracion leucocitaria
inflamatoria. Esta enzima es liberada a los fluidos extracélulares, donde oxida a haluros
y tiocianatos a los correspondientes acidos hipohalurosos (Klebanoff 1988). Estos
acidos reaccionan con los sustratos disponibles, disminuyendo asi su reactividad y
ademds, participan en la génesis de cloraminas que son menos oxidantes que el propio

acido (Figura 27, Figura 28).

+le¢ +1e +1e” +le

0 —» 0 —p HO; —» OH—>» H0
NADPH oxidass 800 Ri_ﬁa;:as;‘;é?zﬁész& T

L.aia:as8

{Glutation peroxidasa

Figura.27- Formacion de radicales libres en los neutrdfilos y enzimas

implicadas.
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HO, + X +H —~————— % HX0 + HO0

X =CL,Br, L, SCN

Figura.28- Formacion de haluros y tiocinatos por la enzima MPO

Hemos seguido la técnica propuesta por Grisham y cols. (1990), que presenta

una serie de ventajas:

-no requiere manipulacion in vivo de leucocitos.
-es sencilla de realizar.

-cuantifica de forma precisa los leucocitos polimorfonucieares (PMN)

El método esta basado en la oxidacion, dependiente de H,O2, de un donador
artificial de electrones, 3,3°,5,5 -tetrametilbencidina (TMB), con produccion de un

cromogeno azul cuya absorbancia se mide espectrofotométricamente.
El tiempo méaximo para la determinacion de dicha enzima es de 2 semanas (-

40°C), periodo en el que se mantiene inalterada su actividad.

- Descripcion de la técnica:

Se procesan unos 100 mg de muestra gastrica lesionada. El tejido es lavado en

sol. sal. fis, pesado, homogenizado en 10 volimenes de tampon fosfato potasico, pH
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7.4, y centrifugado a 20.000g, 4°C, 20 min. El precipitado se vuelve a homogenizar en
10 volimenes de tampon fosfato potasico, pH 6.0, que contiene 0.5 % de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (HETAB) y 10 mM de acido etilendiaminotetraacético
(EDTA). La adicion de HETAB ayuda a solubilizar completamente la MPO presente en
las membranas e inhibe la actividad pseudoperoxidasa de hemoglobina y mioglobina
que podria quedar asociada a las membranas del precipitado. Seguidamente se somete el
homogenizado a un ciclo de congelacion-descongelacion, y a una sonicacion durante 15

seg, lo cual favorece la liberacidn total de la enzima.

A una alicuota del homogenizado, 100 pL, se le afiaden 0.5 ml de una solucién
80 mM de tampon fosfato potasico, pH 5, que contiene 0.5 % (p/v) de HETAB, y 1.6
mM de TMB obtenido a partir de una solucion madre de TMB 10 mM en N,N-
dimetilformamida, y se mantiene a 37°C. La reaccion se inicia con la adicién de 0.8 mL
de H,0; 0.3 mM, y finaliza con la adiciéon secuencial de 1.5 ml de catalasa (20pg/ml) y
2 ml de acetato sédico 0.2 M, pH 3, espaciados 3 min. Transcurrido éste tiempo, los
viales son colocados en hielo. De este modo la enzima cataliza la oxidacion de TMB
por H;Q; con produccion de un cromoégeno azul que se mide a una absorbancia de 655

nm.

Los resultados se expresaron como unidad de actividad enzimatica (U)/mg

proteina.
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I11.5.1.3- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD XANTIN-OXIDASA

Xantina oxidasa es una enzima productora de RLO. Cataliza la conversion de
xantina a hipoxantina y 4cido Grico como producto final de la reaccion. Presenta dos
isoformas: la forma oxidasa (XO) independiente de NAD' que reduce el oxigeno
molecular a superoxido (O7) y peroxido de hidrogeno (H:0;), y la forma
deshidrogenasa (XDH) dependiente de NAD".

La actividad total de la enzima (XO+XDH) se valora cuantificando la
produccién de acido urico, para lo cual se miden los cambios de absorbancias, a 294
nm, en ausencia y presencia de NAD' respectivamente (Devenyi y cols., 1987; Terada y
cols., 1990). Estudios recientes valoran los cambios en XO originados por ciertos AINE
(Yoshikawa y cols., 1998) (Figura 29).

Xantina + 20, + H,0 » icido urico + 20, + 2H'
Xantina+ 0, +2H,0 —— P « + H,0,
Xantina + NADH+H,0 —— ¥ « +NADH +H'

Figura 29-Reacciones de XO y XDH.

- Descripcion de la técnica:

El tejido mucosal gastrico se homogeniza en tampon TRIS 0.1 M que contiene
ademas titriplex (EDTA) 10 mM, parafenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 1 mM,
ditiotreitinoina (DTT) 1 mM y leupeptina 0.5 mg/L, como secuestradores de calcio,
inhibidores de proteasas y estabilizadores de puentes disulfuros. Se centrifugan a

4.000g, 4°C, 30 min. Se toman 0.5 mL de sobrenadante que se hace pasar por una
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columna cromatografica en Sephadex (G-25) para eliminar inhibidores de bajo peso
molecular. Del eluato recogido, se toman 200 pL y se le adiciona 2.8 mL de tampon que
contiene xantina 60 uM, y se mide la absorbancia a 295 nm entre 0 y 10 min, frente al

blanco correspondiente.

Una unidad de XO corresponde con la formacion de 1pmol de acido urico por

minuto, expresandose los resultados como Unidad de actividad XO (U) / mg proteina.

IL5.14- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SUPEROXIDO
DISMUTASA

Superoxido dismutasa (SOD) es una enzima captadora de radicales libres, capaz
de eliminar los radicales superoxido generados en los procesos oxidativos que
acompafian al dafio celular (Figura 30). Se localiza en el citosol extramitocondrial
(dependiente de Cu/Zn), y en la mitocondria (dependiente de Mn). SOD convierte al
anién superoxido (O7) en H,02 y O,

SODR

20, +NAD(P)H — P 20, +NAD(P) +H'

20, +2H" — p H0;+0;

s |
| |
| { |

|

R

Figura 30-.Actividad de SOD
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Se ha determinado esta actividad enzimatica siguiendo el método propuesto de
McCord y Fridovich (1969), basado en la capacidad del radical (O;) de reducir al
citocromo C, y siendo ésta reaccion inhibida por la SOD, que compite por los radicales
(02), llevando a cabo su dismutacion. El grado de inhibiciéon de la reduccion del

citocromo C es un indicador de la capacidad de accion de la enzima (Figura 31).

Cit C oxidado
Oy ——~>¢

> cit C reducido

0, T %®  H0:+0

SO0

Figura 31- Medida de citocromo C reducido como indicador de

actividad de la enzima SOD.

- Descripcion de la técnica:

La mucosa es homogenizada en tampon fosfato 50 mM que contiene EDTA 0.1
mM y Tritén 0.1 % (1:150 p/v) pH 7.8. A una alicuota del homogenizado, 10 pL, se le
afiaden secuencialmente, 680 uL de tampén fosfato 50 mM, 100 uL de cianuro potasico
5 uM, 100 pL de xantina 6.4 mM, 10 pL de catalasa 1U, 100uL de citocromo C 0.1 M,
y 10 puL de xantina oxidasa (20U/mL en una dilucién 1:3). Seguidamente y de forma
réapida se agita, y se mide la absorbancia a 550 nm. En cada muestra se midio el

incremento de absorbancia por minuto.
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Los resultados se expresan como unidades de actividad enzimatica (U) / mg
proteina, definiéndose U como la cantidad de enzima que produce una inhibicion del 50

% sobre la reduccion del citocromo C.

11.5.1.5- CAMBIOS EN EL METABOLISMO DEL GLUTATION

El glutation (GSH) es un importante neutralizante de los radicales libres
oxigenados, siendo su concentracion muy alta en el estomago glandular si se compara

con otras porciones del tracto gastrointestinal y otros 6rganos (Boyd y cols., 1979).

La enzima glutation peroxidasa (GSH-Px) est4 involucrada en el metabolismo
oxidativo, eliminando H,0, e hidroperoxidos lipidicos. Esta acoplada a la oxidacion del
glutation (GSSG) molécula captadora de OH', que a su vez puede ser reducido por la
glutation reductasa (GSSG-Rd) en presencia de NADPH (Figura 32). La medida de

ambas enzimas, son un factor importante en el estudio del estrés oxidativo.

GSSG + NADPH + H' 2 GSH + NADP® |}

2 GSH + DTNB GSSG + TNB

Figura 32- Reaccion de la GSSG-Rd
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- Determinacion de los niveles de glutation total

La cuantificacion de los niveles de glutation se ha determinado siguiendo la
metodologia propuesta por Anderson y cols. (1985), basada en determinar Ila
concentracion del acido 5,5°-ditiobis-2 nitrobenzoico reducido TNB presente en la
muestra. En el tejido, GSH, se oxida totalmente a GSSG en presencia de DTNB, el cual
se reduce dando coloracion a 412 nm. Esta reaccion requiere de un periodo de
incubacion. GSSG-Rd junto al cofactor NADPH, reduce el GSSG generandose
glutation reducido, GSH, cuya concentracién determina la velocidad de reduccion del
DTNB.

- Descripcion de la técnica:

La mucosa gastrica es mantenida en acido tricloroacético (TCA) 5 % p/v, en frio
hasta su homogenizacion y centrifugacion a 20.000g durante 10 min, 4°C. El
sobrenadante recogido se vuelve a centrifugar a 9.000g, 5 min, 4°C, separandose el
precipitado y conservando el nuevo sobrenadante que debe permanecer en frio hasta su
determinacion.

Para la medida espectrofotométrica, a 100 pL del mismo se van adicionando:
700 uL. NADPH, 75 uL tampon fosfato y 100 pL. DTNB, tras agitacion e incubacion en
bafio a 30°C durante 10 min se mide la absorbancia 412 nm. El comienzo de la reaccion

tiene lugar cuando se afiade la enzima GSSG-Rd. La medida se realiza durante 3 min.

Los valores se expresan en nmol glutation / min / g proteinas.
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- Estudio de la actividad glutation peroxidasa

La enzima GSH-Px esta acoplada a la oxidacion del glutation, jugando un papel
importante en la eliminacion de peroxidos de hidrogeno e hidroperoxidos lipidicos

(Yoshikawg y cols., 1993) (Figura 33).

{’\V §e M s g ot p
rhibatieay rerhistaeo
Lriuiabion auiasy

| GSSG + NADPH + H' 2 GSH + NADP'

§
Glutation peroxidasa

Figura 33- Cambios asociados a la medida de la enzima glutation peroxidasa.

Para evaluar dicha actividad se ha seguido la metodologia de Lawrence y Burk,
(1976) basada en la disminucion de la concentraciéon de NADPH, con un descenso de la

absorbancia a 365 nm en el tiempo de reaccion.

- Descripcion de la técnica

La mucosa, es homogenizada en 10 volimenes de tampén constituido por

fosfato monopotasico 0.1 M, hidroxido sédico 0.1 M y cloruro potasico 30 mM, pH 7.8.
El homogenizado, es sonicado en frio (4°C) y centrifugado a 20000g, 20 min.

Para el analisis espectrofotométrico, a 100 pL de sobrenadante, se le afiade 600
pL de tampon PEA, 100 uL de glutation reducido 10 mM, 50 uL de NADPH 4 mM, 8
uL de GSH-Rd (equivalente a 1 U de actividad enzimatica), y 182 uL de H,O destilada.
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Se esperan 5 min y se inicia la reaccion adicionando 100 pL de H:O, 0.25 mM,

midiéndose el descenso de absorbancia a 365 nm durante 2 min

Los resultados son expresados como nmol NADPH / min / mg proteina.
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II1.5.2- PAPEL DEL OXIDO NITRICO EN EL EFECTO PROTECTOR DE L-
ARGININA

I11.5.2.1- TRATAMIENTOS CON DONADORES E INHIBIDORES DE LA
SINTESIS DEL OXIDO NiTRICO. EVALUACION MACROSCOPICA DE LAS
LESIONES.

El 6xido nitrico (NO) es un mediador endégeno con un importante papel a nivel
vascular. Se trata de una molécula liposoluble que difunde hasta las células musculares
provocando vasodilatacion, por activacion de la enzima guanililciclasa y el consiguiente
aumento de GMPc (Moncada y cols., 1991).

Algunos autores han utilizado L-arg para poner de manifiesto el papel del NO
sobre la regulacion de la integridad de la mucosa géstrica frente a diferentes modelos de
tlcera (Ferraz y cols., 1994; Martin y cols., 1997). Sin embargo, D-arginina (D-arg),
isdbmero dextro, biologicamente inactivo al no ser sustrato de la NOS, no se comporta

como precursor (Brzozowski y cols., 1997).

En estos ensayos se han utilizado como farmacos de referencia:
. NG-nitro—L-arginina-metil-éster (L-NAME) es un analogo estructural de
L-arg, que actia como un inhibidor no selectivo de NOS (Brzozowski y
cols., 1997).
¢ ° Aminoguanidina (AG) 0.4 mM/kg y N® —nitro-L-arginina (L-NNA) 0.2
mM/kg, actian como inhibidores selectivos de NOSi y NOSc
respectivamente.(Takakura y cols., 1997, Konturek y cols., 1993).
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Diferentes grupos de animales recibieron L-NAME 0.15 mM/kg, AG 0.4 mM/kg
y L-NNA 0.2 mM/kg, 15 min antes de la administracion de IB 0.6 mM/kg e IB 0.6/L-
arg 0.6 mM/). En todos los casos, los farmacos se prepararon en forma de suspension
extemporanea y se administraron via i.p.

Los animales son sacrificados por inhalacion de éter, se extraen los estomagos

que se abren por la curvatura menor con el fin de cuantificar las lesiones gastricas.

Como molécula donadora de NO, hemos introducido mononitrato de isosorbida
(MD).

II1.5.2.2-EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA OXIDO
NITRICO SINTETASA.

El metabolito NO se genera tras la activacion de la enzima NOS, que transforma
L-arginina en NO y L-citrulina en presencia de una serie de cofactores (Tayeh y
Marletta, 1989).

El experimento est4 basado en la cuantificar la formacion de L-["*C]-citrulina a

partir de L-['*C]-arginina, segun proponen Knowles y cols., (1990) (Figura 34):

L-["*Clarginina ~————® L-["*C]citrulina + NO

Figura 34- Formacion de NO a partir de la enzima NOS.
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- Descripcion de la técnica:

La mucosa gastrica se homogeniza (1/4) en buffer pH=7.4 que contiene Trizma
base 10 mM, DTT 1mM, EDTA-K 1mM, (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (THB),
aprotinina (5-10 TIU/mL, actividad 3-7 TIU/mg proteina) y PMSF 2:10% mM.
Seguidamente se centrifuga a 20.000g, 20 min, 4°C.

Se obtuvieron 3 alicuotas diferentes: la primera (soluciéon problema) contiene,
tampon de ensayo pH 7.4 (KH,PO, 50Mm, MgCl; 1 mM, CaCl,'2H,0 0.2 yM y L-arg
50 mM), NADPH 0.3 Mm, L-valina 50 mM y -['*C]-L-arg (300mCi/mmol). La segunda
solucion (solucion EGTA) se obtiene afiadiendo EGTA 1mM, inhibidor de la NOSc, al
actuar como quelante de Ca®". La tercera (solucion L-NAME) se prepara afiadiendo a la
solucion problema L-NAME 1 mM, que inhibe la NOS en sus dos formas e
indicandonos la actividad conjunta de todas las enzimas que pueden metabolizar el

sustrato L-arg, excepto NOS.

A 40 pL del sobrenadante obtenido en la homogenizacion, se afiaden 100 pL por
separado de cada una de las tres soluciones anteriores, y se incuba en un bafio de agua a
37 °C durante 1 h, para que se desencadene la reacciéon. El proceso se detiene por
adicion de agua a baja temperatura seguida de una suspension 1:1 de resina Dowex en
agua. La resina se deja depositar 30 min, y se toman 950 pL del eluato a los que se le
afiade 10 mL de liquido de centelleo, siendo posteriormente medidos en un contador 8.

La medida nos permite determinar la totalidad de la actividad enzimatica (NOSt)
y también la actividad parcial de la isoenzima NOSc. La actividad de NOSi se obtiene

por diferencia entre las anteriores.
Para la determinacion se utiliza como patron positivo NOS, tejido cerebral de

rata.

La actividad de la enzima se expresa en pmol / min / mg proteinas.
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II1.5.2.3- MODIFICACION DE LOS NIVELES DE GMPc. RELACION TIEMPO-
EFECTO.

El nucledtido guanosin monofosfato ciclico (GMPc) estd implicado en
numerosos procesos de control en el metabolismo como mensajero intracelular en las
acciones fisiologicas de numerosas hormonas como oxitocina, insulina, serotonina e
histamina, si bién, destaca su participacion consecuencia de la activacion que el NO

realiza sobre la enzima guanilato ciclasa (GC).

- Descripcion de la técnica:

Se ha valorado segin Steiner y cols (1973), siguiendo la técnica de

radioinmunoanalisis, RIA, [Kit-DDV Diagnostika, Alemania].

Las muestras homogeneizadas en 1mL de TCA al 6 % v/v, se centrifugan a
2500g, 15 min. El sobrenadante se extrae 4 veces con 5 mL de H,O saturada de éter,
descartando siempre la fase etérea. Finalmente, la fase acuosa es evaporada en un
liofilizador y el residuo se disuelve en acetato sodico 0.05 M, pH 6.2, del cual se toman

100 pL para el inmunoensayo.

El principio de la técnica RIA esta basado en la competencia que surge entre el
analito existente en la muestra biologica y, otro marcado radioactivamente por sitios
activos que se encuentran en un numero limitado, sobre anticuerpos especificos. A
mayor cantidad de compuesto en la muestra, menor union del reactivo marcado al
anticuerpo. Posteriormente, se procede a la separacion de anticuerpos, de forma que el

radiactivo es cuantificado mediante un contador gamma de centelleo.
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El antigeno marcado es I'* succiniltirosina-metiléster derivado de GMPc (1125

ScGMP-TME), 0.75 uCi, en solucion n-propanol-agua, reconstituido con suero normal

de conejo 1%, y tampdn acetato sddico 0.05 M pH 6.2.

En el inmunoensayo se afiaden de forma consecutiva a 100 pL de muestra, 5 pL
de reactivo acetilante (anhidrido acético y trietilamina 1/2), 100 pL de reactivo marcado
1'% ScGMP-TME y 100 uL de thimerosal. Se agita e incuba durante 16-18 h a 2-8 °C.
Finalmente, se adiciona 1 mL de buffer acetato sédico con posterior centrifugacion en
frio 15 min a 2.000g. Se toma el sobrenadante y se procede a la medida en contador

gamma.
Los resultados se expresan en pmol GMPc/ mg proteinas.

Con el fin de comprobar los cambios en el tiempo de los niveles de GMPc,
diferentes grupos de animales se sacrificaron a distintos periodos de 30 y 90 min, 6 y 12
h.

111.5.2.4- ESTUDIO DE LA EXPRESION GASTRICA DE LA ENZIMA NOS

- Expresion de mRNA de NOSi y NOSc

Este estudio nos permite el analisis cuanlitativo de la expresion génica de ambas
isoenzimas a partir del raspado mucosal y bajo condiciones limitadas de amplificacion
- mediante RT-PCR (retrotranscripcion y amplificacion por reaccion en cadena de la

polimerasa) (Liu y cols., 1994) (Figura 35).
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Aislamiento del ARNtotal Electroforesis

v !

Electroforesis Desnaturalizante PCRproblema

y !

Retrotranscripcion ¥  Chequeo ADNc

Figura 35- Esquema técnica RT-PCR.

Todo el proceso de extraccién se realiza en ausencia de contaminacion por
ribonucleasas, para ello el material plastico y vidrio es tratado con dietilpirocarbamato
(DEPC, 0.01% v/v) en agua destilada durante 4-6 h, seguido de un ciclo de autoclavado
de 40 min a 120 °C con CO; y etanol, con el fin de degradar el DEPC (inhibidor de la
actividad de determinadas enzimas, como ML-MLV retrotranscriptasa y Taq DNA

polimerasa.

- Descripcion de la técnica:

La extraccion de ARN total se lleva a cabo en homogeneizados de mucosa
gastrica tras fenolizacion acida a 4°C en una solucion de tiocianato de guanidinio 4 M,
sarcosil 0.5% (p/v), citrato sédico 25 mM, (pH 7.0), y 2- betamercaptoetanol (BSH) 100
mM (Chomcynski y Sacchi, 1987). A continuacion se afiaden 0.1 v de acetato sddico 2
M (pH 4), 1 v de fenol (pH 4.0) saturado con H,O destilada y 2 v de cloroformo:isoamil
(49:1), agitando vigorosamente durante 10 seg e incubandose durante 15 min a 4°C.

Tras una centrifugacion de 20 min a 17000g, se recupera la fase acuosa (aprox.
un 40 % del volumen inicial de partida), donde se encuentra soluble el ARN total. En
pasos sucesivos purificamos las muestras de contaminaciones por proteinas y sales: a

dicha fase, se le afiade igual volumen de isopropanol (-20°C), agitando e incubando 60-
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90 min a -20°C, centrifugandose la mezcla durante 20 min, 17000g y eliminandose el
sobrenadante. El precipitado obtenido se lava a temperatura ambiente con 750 pL de
etanol 85° y se centrifuga 20 min, 17000g, resuspendiéndose con 250 uL. de H,O libre
de ribonuclesasas. Posteriormente se precipita con 0.1 v de acetato sddico 3 M, pH 5.2,

y 2.5 v de etanol 100°. Se agita y se incuba durante 12 h a -20°C.

En una tercera fase del ensayo, cuantificamos el ARN total obtenido:
centrifugamos 20 min, 17000 g, 4°C, eliminandose el sobrenadante y lavamos con 750
uL de etanol (85°) a temperatura ambiente y se repite la operacion anterior. Tras 10-20
min a temperatura ambiente para permitir la evaporacion del etanol remanente, se
resuspende en 250 uL de H,O libre de ribonucleasas. La cuantificacién se realiza
midiendo la absorbancia a 260 nm (las proteinas presentan un maximo a 280 nm). De
ésta forma el ARN puede ser cuantificado por espectrometria, suponiendo que un ARN
de elevada calidad es aquel que presenta un cociente A260/A280 entre 1.8-2.

Con el fin de conocer exactamente la calidad del ARN extraido, es necesario
llevar a cabo un control de calidad adicional consistente en su visualizaciéon tras
electroforesis desnaturalizante en presencia de formaldehido. Asi, en un eppendorf se
carga el volumen correspondiente a 10 ug de ARN total y se lleva al evaporador durante
10 min a temperatura ambiente, quedando un residuo que se trata con una mezcla
desnaturalizante formada por formaldehido 2.2M, formamida, MOPS 1X, tampon de
carga y bromuro de etidio 0.5ug/ul.. Se deja incubar durante 15 min a 68°C y pasado
este tiempo se enfria rapidamente en hielo. Se aplica al gel de agarosa 1% y se deja
correr a 90V, 90 min.

Finalmente por fotodocumentacion, valoramos la calidad del ARNribosémico

288 y 188 como indice de integridad del ARN total de la muestra.
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Tras comprobar la integridad y homogeneidad de las muestras, procedemos a la
sintesis de ADNc. Para ello se parte de 10 pg de ARNt diluido en H;O libre de
ribonucleasa. La reaccion de transcripcion incluye: hexameros dN6 (0.5pg), dNTP (1
mM), DTT (20 mM) y tampon 5x (formado por 250 mM Tris-HCI, pH 8.3, 375 mM
KCl, 15 mM CIMg,, 50 mM DTT). Se deja 3 min a temperatura ambiente y afiadimos 1
puL retrotranscriptasaasa (200 U). Incubamos 60 min. Inactivar y deshibridar los
heteroduplex de abrir ARN/ADN durante 5 min, 95 °C. Diluir con 40 pL de H;0 libre
de ribonucleasas.

El disefio de los oligonucleotidos especificos 5’ y 3” usados para el estudio de
cada uno de los genes es el utilizado por otros investigadores en sistemas similares
(McCafferty y cols., 1997). La reaccion de retrotranscripcion fue amplificada por PCR.
Cargamos 4 uL. ADNc y 46 pL de la correspondiente mezcla formada por tampon PCR
10 X, Cl,Mg 25 mM, dNTP 10 mM, Taq Pol (5 U/uL) y 12.5 mM del correspondiente
primers de NOSc, NOSi, y GADPH (10 mM, control de PCR). En el andlisis se incluye
también un blanco de retrotranscripcion (sin ARN) y un blanco PCR (sin ADNc).

Las muestras se ponen en un termociclador cuyas condiciones: para NOSc: 5
min 94°C, 32x [ 1 min 94 °C, 1 min 45 seg 60°C, 1 min 45 sg 72 °C], 10 min 72 °C y

para NOSi: 4min 94 °C, 28x [ 1 min 94 °C, 30’ 55°C, 1 min 72 °C]; 5 min 72°C.

La evaluacion de la amplificacion se realiza por electroforesis en gel

agarosa 2%, bromuro de etidio y luz ultravioleta.
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I1.5.3- IMPLICACION DE LA ENZIMA CICLOOXIGENASA EN LOS
MECANISMOS DESARROLLADOS

HI.5.3.1- MEDIDA DE PROSTAGLANDINA E, MUCOSAL

Se han valorado los niveles PGE, por radioinmunoanalisis, RIA
[PROSTAGLANDIN E, %I RIA KIT]. El antigeno marcado es ['*’1] PGE; trazador de
concentracion < 0.2 pCi, reconstituido en 10 mL de soluciéon tampén BGG (0.01 M
fosfato, 0.1% gamma globulina bovina y 0.1 % azida sddica, pH 7.0).

- Descripcion de la técnica:

Se ha desarrollado segun la técnica de Navarro y cols., (1988).

Las muestras de mucosa, recogidas en 500 pL de tampon TEAP, pH 3.2 y un
inhibidor de la enzima ciclooxigenasa (acetilsalicilato de lisina, Inyesprin®), son
homogenizadas y sonicadas. Posteriormente se centrifugan a 3.500g, 4°C, 15 min. Se
separa una cantidad estandar de sobrenadante (400 pL), se afiaden 3 v de acetona a —
20°C y se agita cuidadosamente. Se vuelve a centrifugar en las condiciones descritas
recogiéndose todo el sobrenadante, al que se afiaden 3 volimenes de éter de petroleo.
Después de agitar, se deja reposar 5 min, diferenciandose 2 fases de las cuales se separa
la fase acuosa. Se acidifica con HCI, pH 3-4 y se afiaden 1200 pL de etilacetato. De
nuevo se produce separacion y, la fase etilacetato se evapora con corriente de Na,
quedando un precipitado blanco apenas visible, que es resuspendido con 500 uL de
tamp6n BGG.

Para el inmunoensayo, se afiaden 100 pL. de muestra y 100 pL de antisuero

(antiPGE;) incubandose durante 2 h a 4°C. Se adicionan 100 pL [ '®I] PGE, trazador,
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volviéndose a incubar entre 16-24 h (4°C). Seguidamente, se afiaden 500 uL. Mag GAR
(Magnetic Goat Anti-Rabbit), dejandose incubar la mezcla 20 min a temperatura
ambiente y centrifugandose a 1000g, 15 min, 4°C. Sobre el precipitado resultante se

cuantifica la concentracion de PGE,.

Los resultados son expresados en ng PGE, / mg proteinas.

II1.5.3.2- ESTUDIO DE LA EXPRESION GASTRICA DE LA ENZIMA COX

- Expresion de las proteinas COX-1 y COX-2

A muestras de mucosa gastrica se les ha valorado los niveles de expresion de
proteina COX-1 y COX-2 mediante electroforesis en geles de dodecil sulfato sodico
(SDS) / poliacrilamida y posterior transferencia a membrana de nitrocelulosa (Towbin y
cols., 1996), segun protocolos estandarizados con pequefias modificaciones (Pzo y cols.,
1996) y analisis inmunolégico, usando anticuerpos monoclonales especificos (Wester-

Blotting).

- Descripcion de la técnica:

Las muestras son homogeneizadas en tampon HEPES 20 mM (pH 7.4) con
bacitracina 0.02 % e inhibidores de protesas (PMSF 400 mM, benzoamidina 1 M,
pestatina 1 mg/mL, TLCK 100 mM y aprotinina 100 mM). Se centrifugan a 12000 g, 10
min. Sobre una alicuota determinamos la concentracion proteica correspondiente.

La separacion proteica se realiza empleando geles SDS/poliacrilamida al 7.5 %

en condiciones reductoras. Para la electroforesis, se prepara un gel de separacion
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(Running, pH 8.9) que nos permite la separacion de las proteinas, y el gel de
concentracion (Staking, pH 6.8), debido a estas diferencias de pH, las proteinas van a
partir del mismo lugar. Se montan los cristales y se afiade el gel de separacidn, una vez
¢éste polimerizado, se afade el de concentracion. Seguidamente, se cargan las muestras y

se dejan 2-3 h a 15 mA constante.

El siguiente paso, es la transferencia de las proteinas desde el gel a una
membrana de nitrocelulosa (2-3 h, 35V), que sera tefiida con “rojo ponceau” para
comprobar la eficacia de la transferencia. Posteriormente, la utilizacion de leche en
polvo al 5% en TTBS (1 mL Tween 0.1 %, 100 mL TBS 10x y 890 mL H,O) permite
bloquear las posibles uniones no especificas. Se procede entonces, a la incubacion con
los anticuerpos primarios policlonales especificos COX-1 y COX-2 (Santa Cruz
Biotechnology) durante 1 h, en agitacion y a temperatura ambiente. La dilucion
utilizada es 1/2000. Tras sucesivos lavados en TTBS, se deja incubar con el anticuerpo

secundario durante 1 h, en agitacion y en una dilucion 1/6000.

Finalmente, el relevado de los complejos antigeno-anticuerpo se hace por

quimioluminiscencia (ECL).

En el ensayo se ha utilizado como control (39 KDa), un anticuerpo monoclonal

agonista de la estructura B-actina.
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IIL6- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.
Los resultados han sido expresados como la media + error estandar. La

significacion de las diferencias entre los grupos ha sido evaluada utilizando el Test de

Fisher’s (Anova) y el Test- .
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Resultados

IV.1- EFECTOS DE L-ARGININA SOBRE LAS LESIONES GASTRICAS
INDUCIDAS POR IBUPROFENO

IV.1.I- VALORACION DEL DANO MACROSCOPICO. RELACION
TIEMPO-EFECTO.

El examen de los estomagos una vez transcurrido el periodo experimental (6 h),
demuestra que IB (0.3, 0.6 y 1.2 mM/kg) provoca un aumento progresivo y dosis-
dependiente de las lesiones gastricas (mm?: 4.1£1.0, 17.9+2.7 y 66.4+9.2, Figura 36).

;

IBO3  IB/L-arg 0.3

IB0.6 IB/L-arg 0.6

IB1:20° IBft-arg1.20
(mM/kg)

***p<0.001, vs dosis equimolar de IB respectivamente

Figura 36- Efectos sobre el indice de ulceracion (mm’) de IB/L-arg (0.3/0.3°, 0.6/0.6
>, 1.20/1.20 ° mM/kg) vs dosis equimolar de IB después de 6 h de tratamiento
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La administracion oral de dosis equimolares de L-arg (IB/L-arg 0.3/0.3, 0.6/0.6
y 1.20/1.20 mM/kg), redujo considerablemente no sélo el indice de ulceracion vs IB
(p<0.001), sino también el porcentaje de la mucosa dafada (59.8%, 35% y 27%
respectivamente, p<0.001) y el grado de hemorragia que descendié, desde un nivel
moderado-severo con el AINE (IB 0.3 mM/kg: 0.2+0.06, IB 0.6 mM/kg: 1.0+0.1, IB
1.20 mM/kg: 1.840.1) hasta valores significativamente menores tras la administracion
simultanea de L-arg (IB 0.3/L-arg 0.3 mM/kg: 0.1+0.04, IB 0.6/L-arg 0.6 mM/kg:
0.3+0.1, IB 1.2/L-arg 1.2 mM/kg: 0.2+0.1, p<0.001) (Tabla 5).

Tabla 5: Proteccion gdstrica de diferentes dosis de L-arginina (L-arg: 0.3, 0.6 and
1.20 mM/kg), en presencia de dosis equimolares de ibuprofeno (IB: 0.3, 0.6 and 1.20
mM/kg), después de 6 h del tratamiento.

ESTOMAGOS

TRATAMIENTO- HEMORRAGIA  SUPERFICIE DANO LESIONADOS/ SUPERFICIE
(mM/kg) (escala) ULCERADA MUCOSAL TOTAL ULCERADA
(mm?) (%) ESTOMAGOS (escala)
EVALUADOS »
(%)
IB 0.3 0.2+0.06 4.1£10 100 95 22402
0.10. 520, 59, 940,
1B 0.3/L-arg 0.3 0.04 2.540.7 8 95 19402
IB 0.6 1.0£0.1 17.942.7 100 100 3.2401
' 0.3%0.1 3413 352 100 2.340.1
1B 0.6/L-arg 0.6 o
IB 1.20 1.840.1 66.4£9.2 100 100 4.0+0.01
' 0.240. 7.944. 7.1 95 25402
1B 1.20/L-arg 1.20 e e 2 e

*** p<0.001, IB / L-arg vs dosis equimolar de IB (Test-Fisher).
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El aspecto de las mucosas tras los distintos tratamientos, se ilustran en las figuras
siguientes, en las que claramente se aprecian las lesiones sangrantes inducidas por 1B
(Figura 38) y la practica ausencia de las mismas, en los animales que recibieron

conjuntamente L-arg (Figura 39).

- Figura 37- Mucosa gdstrica de-un animal que- sélo ha

recibido el vehiculo.

Figura 38- Aspecto de la mucosa gdstrica de un animal
tratado con IB 0.6 mM/kg, v.o. (después de 6 h).

Figura 39- Aspecto de la mucosa gdstrica de un
animal tratado con IB/L-arg 0.6/0.6 mM/kg, v.o.
(después de 6 h).
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El efecto gastroprotector del aminoacido (L-arg 0.6 mM/kg) fue comparable al
de los farmacos utilizados como referencia, MSP, RAN, ROX y L-lys que
administrados junto a IB disminuyeron claramente (p<0.001) el area de superficie
ulcerada (TU, mm?) provocada por el AINE (Figura 40). La eficacia de L-arg también
fue similar a la de los antiulcerosos ensayados, en la disminucion de la escala de

hemorragia (p<0.001, Tabla 6).

T T T T T

IBOS L-ys06 L-arg0.6 MSP0.05107° RAN0.05 ROX0.05

IIB 0.6
(mM/ kg)

** p<0.01, *** p<0.001, vs IB 0.6 mM/kg (Test-Fisher).

Figura 40- Efectos protectores de L-arg (0.6 mM/kg), MSP (0.05-10-3 mM/kg), RAN
(0.05 mM/kg), ROX (0.05 mM/kg) y L-lys (0.6 mM/kg) vs IB (0.6 mM/kg). Tiempo de
tratamiento, 6 h.
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Tabla 6: Efectos de diferentes tratamientos protectores en presencia de Ibuprofeno
(IB 0.6mM/kg): L-arginina (L-arg 0.6mM/kg), Ranitidina (RAN 0.05 mM/kg), Roxatidina
(ROX 0.05 mM/kg), Misoprostol (MSP 0.05-10° mM/kg) y L-lisina (L-lys 0.6 mM/kg) .

Tiempo transcurrido desde la administracion de los farmacos, 6 h.

ESTOMAGOS
TRATAMIENTO HEMORRAGIA  SUPERFICIE DANO LESTONADOS/ SUPERFICIE
(mM/kg) (escala) ULCER;\DA MUCOSAL TOTAL ULCERADA
(mm?) (%) ESTOMAGOS (escala)
EVALUADOS
(%)
1.0+0.1 17.942.7 100 100 3.240.1
B0 T ave 3 6 0.320. 3], 2.3+0.1
IB 0.6/ L-arg 0.6 301 6.341.3 35.2 100 340
0.140.06 23408 12.6 89.5 1.9+02
EE 3] Hkk ®EX
0.1£0.05 1.4+06 80 68.4 1.5+03
EE T3 BERE ) + BT
0.120.02 0.120.07 0.8 66.7 1.040.3
EES 3 k2 3 3 + E LS ]
0.6+02 10.33+£3.3 57.8 100 42405

%k

L2

k&

*¥*¥p<0.001, vs IB 0.6 mM/kg (Test-Fisher).
+p<0.01, vs IB 0.6 mM/kg, %’ test.
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Sin embargo, a diferencia de ellos, la totalidad de los estomagos examinados,
presentaron lesiones macroscopicas (100%), si bién, la mayor parte de ellas eran muy
débiles. El mismo resultado se observo cuando el tratamiento se realizé con el
aminoacido L-lys, si bién en este caso el dafio fue de mayor calibre, como puede
apreciarse tanto por los valores de IU (mm” y escala), como por el grado de hemorragia
(Tabla 6, Figura 40)

La evolucion en el tiempo del efecto lesivo de la dosis seleccionada de IB (0.6
mM/kg), se muestra en la Figura 41 El maximo dafio aparece después de 6 h de la
ingesta del farmaco (17.942.7 mm®) y al mismo tiempo también se observa la
proteccion mas alta de L-arg (6.3x1.3 mm?, p<0.001). Aunque el TU producido por IB

es menor transcurridos 12 h, se mantiene el efecto protector de L-arg (p<0.05).

25 (M3

[#1B 0.6 mM kg-1- IB/L-ARG 0.6 mM kg-}

20

0 6 12k
Tiempo

*p<G.G3, ***p<0.0C*, v={2 0.6 mM/kg af mismo tiempo (Test-Fisher).

e i i

Figura4l- Efectos sobre el indice de ulceracion (IU, mn?’) de IB 0.6/L-arg 0.6 mM/kg
vs IB 0.6 mM/kg después de 30 y 90 min, 6y 12 h de tratamiento.
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No se produce variaciones en ninguno de los parametros evaluados cuando se
administra L-arg via parenteral (Tabla 7), manteniéndose el efecto protector

independientemente de la via de administracion (Figura 42).

Tabla 7: Efectos de L-arg (0.6 mM/kg) tras su administracion oral y parenteral, sobre

el dafio gdstrico producido por dosis equimolares de IB, después de 6 h de tratamiento.

ESTOMAGOS

TRATAMIENTOS ~ HEMORRAGIA  SUPERFICIE DANO LESIONADOS  SUPERFICIE
(mM/ke) (escala) ULCERADA  MUCOSAL ULCERADA
(mm?%) (%) TOTAL (escala)
‘ ESTOMAGOS
EVALUADOS
;(0/0)
Control sano - - - - -
1.0£0.1 17.942.7 100 100 32401
IR 0.6/ .are (LS 0.3+0.1 6.6£2.3 352 100 2.320.1
) {;}*‘?}i = RERH 333 R
0.3£0.1 77412 394 100 2.0£0.1

13 ES 3 8%

¥*% p<0.001, vs IB 0.6 mM/kg (Test-Fisher).
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IBO6 L-arg 0.6 oral

L-arg 0.6 parenteral

(m\/kg)

***p<0.001, vsiB (Test-Fisher).

BO6

Figura 42- Efectos de L-arg (0.6 mM/kg) tras su administracion oral o parenteral,

sobre el dafio gdstrico vs IB (0.6 mm/kg) después de 6 h de tratamiento.
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IV.1.2- VALORACION DEL DANO MICROSCOPICO

El examen histomorfométrico de las mucosas de los animales tratados
confirman los resultados macroscopicos. Transcurridas 6 h de la administracion de IB
(0.6 mM/kg) se aprecia un dafio severo con importante reduccion de la capa mucosal,
que en algunos casos llega a ser completa (Figura 44, preparacion valorada con grado
2), contrastando claramente el aspecto de la misma con la de un animal control (Figura
43).

La administracion conjunta de IB/L-arg (0.6/0.6 mM/kg) protege del dafio,
observandose lesiones de menor intensidad que sélo afectan la capa mas externa de la
glandula gastrica, con un grado de descamacion de células mucosecretoras

correspondiente a valor 1 de la escala utilizada (Figura 45).

En ninguno de los grupos analizados, pudimos encontrar afectacion de la

mucscularis mucosa que conserva intacto el lecho vascular (Figuras 46 y 47).
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Figura 43- Mucosa gdstrica intacta de rata,
zona corpus (H/E, 100x).

B e b i e b e L

Figura 44- Lesion de grado 2 Figura 45- Lesion de grado 1 segun la
segun la escala propuesta (IB 0.6 mM/kg). escala propuesta (IB/L-arg 0.6/0.6 mM/kg).
(H/E, 100x) (H/E, 100x)
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Figura 46- Detalle de los vasos localizados en la muscularis mucosa

(B 0.6/1-arg 0.6 mM/kg). H/E, 100x

Figura 47- Ampliacion del detalle de los vasos de la figura 46.
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IV.2- MODIFICACIONES INDUCIDAS POR IBUPROFENO Y L-
ARGININA SOBRE EL METABOLISMO OXIDATIVO DE LA MUCOSA
GASTRICA.

La Tabla 8 compara la actividad MPO como indice de infiltrado neutrofilico en
muestras de mucosa de animales control, con las obtenidas después de diferentes
tratamientos: IB (0.3 y 0.6 mM/kg), L-arg (0.6 mM/kg) e IB/L-arg (0.3/0.3 y 0.6/0.6
mM/kg).

Las medidas obtenidas transcurrido el periodo experimental, 6 h, revelan que el
aminoacido no modifica la actividad enzimatica, pero ésta si aumentd
significativamente tras la administracion de IB (p<0.05), sin diferencias entre las dosis
ensayadas. Este incremento del infiltrado neutrofilico no fué inhibido con la

administracion simultanea de L-arg.

Tabla 8- Efectos de IB (0.3, 0.6 mM/kg), L-arg (0.6 mM/kg) e IB/L-arg (0.3/0.3 y
0.6/0.6 mM/kg) sobre la actividad MPO después de 6 h de tratamiento.

TRATAMIENTOS MPO MPO
(mM/kg) (U/mg prot)x10” (%)
Control sano 19.0+£1.2 99.9
L-arg 0.6 20.0+£2.7 107.4
29123 192.4
3
28.1+2.7 182.4
&
18/1-arg 0.3 28.0+2.3 179.9
%
§§§“§w’/§tf§: %},&{é 320:&30 194 8
Heokok &

* p<0.05, ***p<0.001, vs control (Test-Fisher)
&p<0.05, vs L-arg 0.6 mM/kg (Test-Fisher).
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Los resultados obtenidos revelan que no existe correlacion entre el IU inducido
por IB y el infiltrado inflamatorio de la mucosa (Figura 48). Mientras el primero es
dosis-dependiente, no se observan variaciones de la actividad enzimatica en relacion a
la dosis. El tratamiento con IB/L-arg, si bién indujo un descenso significativo de la
totalidad de superficie gastrica ulcerada, sigui6¢ sin provocar modificaciones patentes

sobre la actividad neutrofilica.

R = = =

o “'"

U (mm 5 MPO (U -10 Jiag prot)
T : 50
50 [CU(Mmm2)m@muimg prot | s
T o . &
dilne o e e 40
= 30 &
30 f
w20 !
20
10
10
0
controlsano L-arg 0.6 03 0,6 03 06
1B IB/L-arg
(mW kg)

* p<0.05, *** p<0.001, vscontrol (Test-Fisher).
+++p<0.001, vs {B 0.6 mM/kg (Test-Fisher).
& p<0.05, vsL-arg 0.6 mM/kg (Ted-Fisher).

—

Figura 48- Efectos sobre el indice de ulceracion (1U, mm’) y la actividad
mieloperoxidasa (MPO) de IB/L-arg (0.3/0.3 y 0.6/0.6 mM/kg) vs dosis equimolares de IB,

después de 6 h de tratamiento
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La concentracion de MDA en mucosa, como indice de peroxidacion lipidica,

aumentd de forma manifiesta en el grupo que recibio IB 0.6 mM/kg (p<0.05, Figura

49). Sin embargo, en los estomagos de los animales tratados solamente con el

aminoacido (L-arg 0.6 mM/kg) se pudo apreciar un descenso de lipoperoxidos

(p<0.001) que también se encontr6 en el grupo IB/L-arg (0.6/0.6 mM/kg) en el que el

aminodacido claramente revierte la respuesta inducida por el AINE (p<0.001 vs IB).

25 '
20 |
15 -
10?
5 |

0.t

PL (nnol MDA/ g prot)

I 5

|

.}}

‘ ‘   |ZIU {mm2)Snmol MDA/mg prot

& 2% 20 4

4

++

*

control sano

L-arg 0,6 -

(MW kg )

* p<0.05, *** p<0.001, vs control (Ted-Fisher)
+++ p<0D.001, vs 1B 0.8 mM/ kg (Test-Fisher)

IB06 [BQ6/L-arg06

il

Figura 49- Indice de ulceracion (IU, mm’) y efectos sobre la peroxidacion lipidica (PL)

en mucosa gastrica tras 6 h de tratamiento.
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La medida de la concentracion de acido urico, producto final de la actividad XO,
también puso de manifiesto que IB induce un incremento significativo de la actividad
enzimatica con respecto a los animales control (p<0.05, Figura50). Aunque el grupo
tratado unicamente con L-arg no modifica los valores normales, la administracion
conjunta de ambos agentes, IB/L-arg, revierte significativamente (p<0.05) el resultado
de IB.

En este caso se produce una correlacion directa entre aumento del dafio y de la

actividad tanto XO como la total del sistema XQ/XDH.

e s R s e e g |
5
25 - 3
i i 4 8
20 - « s
1 -3 8
§ 15 - v g
& l -2 3
2 10- ' =
i =3
: -1
5 - >
Lo *
0 <

[ ‘ i ¥ i -
controlsano L-arg 0,6 iIB0,6 IBO,6/L-arg 0.6
miv¥ kg

* p<0.05, vs control (Test-Fisher)
+ p<0.05, vsIB 0.6 mM kg-t (Test-Fisher)

e

5%

Figura 50- Efectos de IB 0.6/L-arginina 0.6 mM/kg sobre el indice de uiceracion (IU,

mnt’) y las actividades de las enzimas xantina oxidasa (XO) y xantina deshidrogenasa (XDH)
tras 6 h de tratamiento.
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En la Tabla 9, que recoge todos los parametros relacionados con el estrés
oxidativo, se puede apreciar como el incremento de PL asociado al tratamiento con IB,
puede ser debido a una mayor produccion de RLO derivados de los neutrofilos
(aumentq de la actividad MPO) y de la via xantina-XO (aumento de la concentracion de
acido urico). Sin embargo, la administracion simultanea de L-arg induce una caida de
lipoperéxidos (p<0.001) que se puede relacionar con la inhibicion de la respuesta
isquémiéa inducida por el AINE (inhibicion de la actividad XO, p<0.05), pero sin

disminuir la actividad de la enzima MPO asociada a la estimulacion de los PMN.

Tabla 9: Efecto de L-arg (0.6 mM/kg), IB (0.6 mM/kg) y de la administracion
simultdnea de ambos (IB/L-arg 0.6/0.6 mM/kg) sobre los niveles de peroxidacion lipidica
(PL), actividad xantina oxidasa (XO) y mieloperoxidasa (MPO), deapués de 6h de

tratamiento.

TRATAMIENTOS PL X0 MPO
(mM/kg) mol MDA / mg prot  pmol uric ac. / min / mg prot x 10* U/ mg protx 107
Control sano 14402 21202 19.0£1.2
0.7+0.1 1.7+0.1 20.0£2.7
L-arg 0.6 e
1.9+0.6 3.3204 28.0+£2.7
* & *
IB/L-arg 0.6 24?3_3 2.2ﬁ0.2 32.2:;3.0

*p<0.03, **p<0.01, vs control (Test-Fisher).
+p<0.05, +++p<0.001, vs IB 0.6 mM/kg (Test-Fisher).
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Respecto a los efectos de los tratamientos sobre la actividad de los agentes
antioxidantes endégenos evaluados (enzima SOD y GSH-Px, y GSHt), ninguna de las
dosis administradas indujeron cambios manifiestos (Tabla 10, Figura 51). Si bién, 1B
provoca un incremento de la actividad GSH-Px, respecto al grupo control y al tratado

con L-arg, dicho aumento no fue significativo (Figura 52)

Tabla 10: Efectos de L-arg (0.6 mM/kg), IB (0.6 mM/kg) e IB/L-arg (0.6/0.6 mM/kg)
sobre la concentracion mucosal de glutation total (GSHY), actividad glutation peroxidasa

(GSH-Px) y superoxido dismutasa (SOD).

TRATAMIENTO GSHt GSH-Px SOb
(mM/kg) nmol GSH/mg prot nmol NADPH/min/mg prot U/mg prot
Control sano 6.9+1.9 134.9+15.2 6.0+£1.0
L-arg 0.6 10.2+1.5 126.6+15.7 41103
8.6+2.5 155.8+18.0 5.4+0.9
IB/L-arg 0.6 7.5%1.1 132.9+10.6 6.2+0.4
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Figura 51- Efectos sobre el indice de ulceracion (IU, mm’) y la actividad superéxido
dismutasa (SOD) tras 6 h de tratamiento
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Figura 52- Efectos sobre el indice de ulceracion (IU, mn’) y la actividad glutation
peroxidasa (GSH-Px) tras 6 h de tratamiento.
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IV.3- IMPLICACIONES DEL OXIDO NITRICO EN EL EFECTO
PROTECTOR DE L-ARGININA

IV.3.1- RESPUESTA ANTE DONADORES E INHIBIDORES DE LA
SINTESIS DE OXIDO NITRICO. VALORACION MACROSCOPICA DE LAS
LESIONES

El tratamiento con D-arg (0.6 mM/kg), precursor no activo en la sintesis de NO,
no produce efectos destacables en los resultados obtenidos tras la valoracion
macroscopica; los valores de TU (mm?) son del mismo rango que los observados para IB

solo (Figura 53).

20 -

15 -

10 -

f

BOo6 L-arg06 Darg06 MO0210-2

B
(mM/kg)

*** p<0.001, vsIB 0.6 mM/kg (T est-Fisher)

Figura 53- Cambios observados en la superficie ulcerada (1U, mm’) después de 6 h de
tratamientos: D-arg (0.6 mM/kg) y MI (0.2-10° mM/kg) frente a los obtenidos con L-arg (0.6
mM/kg). Todos fueron aplicados v.o. al mismo tiempo que IB (0.6 mM/kg).
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MI (0.2:10% mM/kg) utilizado como farmaco de referencia, por su capacidad
donadora de NO, provocd una reduccién significativa en los valores de ulceracion

igualando los obtenidos con L-arg (p<0,001).

Los tratamientos realizados a diferentes tiempos nos permitieron valorar
cambios importantes en la superficie ulcerada. Tanto MI 0.2:10% mM/kg como IB
0.6/L-arg 0.6 mM/kg mostraron un efecto protector a partir de los 90 min, y siendo
maximo tras 6 h de la administracién (p<0.05, p<0.001 vs IB 0.6 mM/kg) (Figura 54).

o5 U {mm ?
[; M1 0.2-10-2 1B 0.6mMikg 1B0.6/L_arg 0.6 mMrkg =+1B 0.6 mMkg

20 ﬂLﬁ

15 N

10 =

0 30 min 90 min 6h 12h
Tiempo H

+ p<0.05, ++p<0.01, +++p<0.001, vs IB 0.6 mM/kg a identico tiempo (Test-Fisher).

i

I

Figura 54- Valores de superficie ulcerada (IU, mnt’) obtenidos con IB/L-arg (0.6/0.6
mM/kg) y MI (0.2:10° mM/kg) vs IB (0.6 mM/kg) en los diferentes tiempos estudiados (36 y
90 min, 6y 12 h).
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En la Tabla 11 mostramos los resultados obtenidos tras los diferentes pre-
tratamientos con agentes que presentan capacidad inhibitoria selectiva de las diferentes
isoformas de NOS. En el estudio hemos valorado los cambios macroscopicos, segun los
tiempos seleccionados (90 min y 6h), que provocan AG (molécula inhibidora selectiva
de NOSI, 0.4mM/Kg), L-NNA (inhibidor preferente de NOSc¢, 0.2 mM/Kg) y L-NAME
(inhibidor no selectivo de ambas, 0.15 mM/Kg). Todos los tratamientos, 6 h después de
su administracion, causaron un ligero descenso de la superficie total lesionada, siendo la
aplicacion conjunta de L-arg quién mantuvo las caracteristicas protectoras observadas,
aunque diferencias estadisticamente significativas s6lo aparecieron tras 6 h de

tratamiento (Figura 55).

Es interesante mencionar que, sin haberse modificado el valor de IU expresado
como superficie total lesionada (mm?), en todos los grupos de animales tratados con L-
NNA, la apariencia general de estas mucosas coincidia con un aspecto macroscopico

alterado con intensa hiperemia y edema asociado.
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Tabla 11- Medida de indice de ulceracion (IU, mni’) en los grupos de animales
tratados con diferentes inhibidores selectivos de NOSi ( AG 0.4 mM/kg) y NOSc ( L-NNA 0.2

mM/kg) y el inhibidor no-selectivo L-NAME ( 0.15 mM/kg).

TRATAMIENTOS IU (mm®) IU (mm?)
mM/kg 90 min 6h
5.54+2.8 7.9427
B 0.6/ Loarg 0.6 4.2+1.9 6.3+1.3
1.7+1.3 13.0+£3.5
1.2+0.9 7.9+19
ES
1.530.9% 17.5£2.8% ~
1.9+1.2% 53+£1.2% J
ok
L-N 52426 16828
2.1+1.2 7.0£2.1 J

*

*p<0.05, ***p<0.001, vs IB 0.6 mM/kg (Test-Fisher).

1 p< 0.05, vs mismo grupo (Test-Fisher).

# mucosas hiperemicas y edematosas.



Figura 55- Valores de superficie ulcerada (IU, mm’) obtenidos con animales tratados

con inhibidores selectivos-no selectivos de la sintesis de NO y sacrificados después de

6 h de su administracion.
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IV.3.2-EVALUACION'PARAMETROS BIOQUIMICOS INDICADORES DE
ACTIVIDAD OXIDO NITRICO

Los resultados del estudio de actividades NOS se muestran en la izbia 12 La
medida de produccion ‘de '*C-L-citrulina nos permite valorar como 6h después de
administrar IB (0.6mM/Kg) aparece incrementada la actividad de la isoforma NOS:i (IB
0.35+0.12, control 0.11+0.04 pmol/min/mg prot, p<0.05), cambio que por otro lado es
revertido por L-arg (0.07+0.01) (Figura 56). Por el contrario, no encontramos

importantes variaciones en las actividades NOSc en los diferentes grupos estudiados.

Tabla 12- Actividad oéxido nitrico sintetasa inducible (NOSi) y constitutiva (NOSc)
después de 6 h de tratamiento con IB (0.6 mM/kg) e IB/L-arg (0.6/0.6 mM/kg).

TRATAMIENTOS NOSi NOSc NOSt :
(mm?2) (pmol/min/mg prot)  (pmol/min/mg prot)  (pmol/min/mg prot)
Control sano 0.11+0.04 0.22+0.04 0.34+0.06
L-arg 0.6 0.09+0.03 0.21+0.03 0.30+0.06
0,351:0.12 0.21£0.05 0.53%0.12
[B6/l-arg 86 0.07+£0.01 0.18+0.03 0.25+0.04
*

* p<0.05, vs control (Test-Fisher).
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Actividad NOSi (pmol L-citrulina/min/mg prot)

*

Controlsano L-arg06  1B06 IBO0.6/L-arg0.6

miWkg

* p<0.05, vs control (Test-Fisher).

Figura 56- Medida de la actividad NOSi (pmol L-citrulina/mg prot} en animales
tratados con IB (0.6 mM/kg) e IB/L-arg (0.6/0.6 mM/kg), después de 6 h de la

administracion.

La activacion de la enzima GC por parte del NO provoca un aumento facilmente
cuantificable, mediante RIA, de los niveles de GPMc. En nuestro estudio hemos
valorado la produccion tisular de este mediador, a diferentes tiempos, en presencia de L-
arg v de MI. Los resultados obtenidos muestran como ambas moléculas, precursora y
donadora, promueven per se un incremento significativo del nucleétido a los 90 min, y
éste aumento es reproducido tras la administracion conjunta de IB. Se encuentran
valores significativos estadisticamente a los 30 y 90 min para MI 0.2-10-2/IB 0.6
mM/kg (p<0.05), y a los 90 min y 6 h para IB 0.6/L-arg 0.6 mm/kg (p<0.05 y p<0.001
respectivamente) (Tabla 13, Figura 57).
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Tabla 13- Variaciones en el tiempo (30 y 90 min, 6y 12 h) de los niveles mucosales de

GMPc (pmol/mg prot) tras los distintos tratamientos.

TRATAMIENTOS 30 min 90 min 6h 12h

(mM/kg)

Control sano 0.72+0.09 0.7240.09 0.72+0.09 0.72£0.09

L-arg 0.6 0.840.15 1,401;0. 18 1.00+0.11 0.7546.10

0.99+0.06 0.92+0.14 0.72+0.05 0.63+0.10

g {;‘éggwﬁg«g a.6 1.10+0.15 1.60ﬁ().16 2.0:9.5 0.65+0.11

1.07+0.13 1 .93::2.26 0.85+0.15 0.85+0.13

1 .311:0.19 1 .29:;:0.23 0.9420.21 0.92+0.20

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,vs control (Test-Fisher).
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prmol GMPe/min/mg prot
3
.

[ L-arg 0.6mM/g ~+IB 0.6 mM/kg

‘1B 0.6/L-arg 0.6 mm/kg

]

* p<0.05, ™ p<0.01, vscontrot (Test-Fisher).

Tiempo

+ p<0.05, vsIB 0.6 mM/kg (T est-Fisher).

Figura 57- Evolucion de los niveles gadstricos de GMPc en animales tratados con IB
(0.6 mM/kg), L-arg (0.6 mM/kg) e IB/L-arg (0.6/0.6 mM/kg) en los diferentes tiempos (30 y 90

min, 6y 12 h).
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IV.3.3- EXPRESION DE LA ENZIMA NOS

los resultados anteriores, mayor actividad NOSi valorarada e incremento en la.
concentracion tisular de GMPc, nos sugirieron el interés de profundizar en el
mecanismo NO-dependiente de L-arg y analizar cambios transcripcionales inducidos’
por el aminoacido. Los niveles de expresion ARNm tanto a los 90 min como después de ‘A
6h, mostraron diferencias significativas entre los grupos de IB 0.6 mM/kg e IB 0.6/L-
arg 0.6 mM/kg ya que la sefial patente de NOSi obtenida mediante el estudio de RT-
PCR inducido en animales tratados con IB, fue reducida por L-arg en un 28 % después
de 90 min (Figura 58 A) y hasta un 37 % en aquellas mucosas obtenidas 6 h después de
tratar con el aminoacido (Figura 58 B). Por el contrario, y segin lo esperado, no
pudimos observar cambios en la expresion de ARNm NOSc para ningin grupo ni’

tiempo ensayado.
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Figura 18- Andlisis de la expresion de NOSi y NOSc en mucosa gidstrica de rata tras
90 min (A) y 6 h (B) de tratamiento. Los carriles corresponden: 1-LPS 3 mg/kg i.p., 2-
vehiculo, 3- IB 0.6 mM/kg oral, 4- IB/L-arg (0.6/0.6 mM/kg) oral, 5 L-arg 0.6 mM/kg
oral, 6- PCR control. GADPH es el gen de referencia como control de carga y

expresion.
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1V.4- ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CICLOOXIGENASA

Los resultados del estudio sobre posibles variaciones inducidas por L-arg en la
actividad de la enzima COX de muestras gastricas de animales tratados con IB, en los
tiempos seleccionados, aparecen reflejados en la Figura 59. La medida por RIA de los
niveles tisulares de PGE,, después de 90 min, indica una inhibicion maxima de la
actividad COX en el grupo de animales tratado con el farmaco (IB: 0.05+0.02, control:
1.47%£0.4 ng/mg prot; p<0.05). Sin embargo, la administracion de L-arg sola o asociada
al AINE mantiene los valores de eicosanoide no solo similares, sino incluso mayores

que los cuantificados en el grupo control (L-arg 2.3+0.4, IB/L-arg 2.0+0.7 ng/mg prot,

Figura 59%). Por el contrario, después de 6 h la presencia del aminoacido no modifica la

profunda inhibicién en los niveles de PGE, que induce 1B (Figura ZOb).

[ It . ; .
IB 06 IBOGL-arg 0.6

ry
ng PGE, /mg prot  1.47 . 0,085

_-Ck_j

“Controt sanc Largos |Bos 1B 0.6/ arg 0.6
ng F’G% /mg prot 1,47 0,062

mM/ kg

*~ p=<0.06, vs control (T est-Fisher)

Figura 59- Niveles gdstricos de PGE, (ng/mg proteina) como medida de actividad
COX en animales tratados con IB (0.6 mM/kg) e IB/L-arg (0.6/0.6 mM/kg) después de 90 min
(a) y 6h (b) de tratamiento.
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Estas investigaciones han sido complementadas con estudios
inmunologicos de Wester-Blotting con la finalidad de analizar cualitativamente posibles
modificaciones transcripcionales-translacionales en la proteina COX (isoforma COX-1

o constitutiva e isoforma COX-2 o inducible) promovidos por L-arg en relacion a IB.

En la Figura 60 mostramos las sefiales obtenidas con ambas isoformas en los
raspados mucosales gastricos de animales, tratados con IB 0.6 mM/kg e IB 0.6/L-arg

0.6 mM/kg después de 6 h de tratamiento.

Estos resultados previos indican como la proteina COX-1 se corresponde con
una banda a 67 KDa y presente con unos niveles proximos en todas las muestras
analizadas (Figura 60 A). Sin embargo, la enzima inducible COX-2, a 67 KDa,
presentaba una banda algo mas visible quizas en aquellos muestras de animales tratados

con L-arg (en presencia y ausencia de IB) (Figura 60 B).

Control IB06 L-arg0.6 IB0.6/L-arg0.6
67 KDa COX-1
43 KDa
p-actina
Control BO6 L-arg0.6 1B O0.6/L-arg0.6
67 KDa
COX-2
43 KDa
B-actina

Figura 60- Andlisis de la expresion de las proteinas COX-1y COX-2

en mucosa gdstrica de rata después de 6 h de tratamiento
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Discusion

En 1992 la prestigiosa revista Science consideraba molécula del afio al 6xido nitrico
(NO) con un titulo en portada “NO news is good news”. El premio Nobel de Medicina del afio
1998 fue compartido por los investigadores norteamericanos Robert Furchgott, Louis Ignarro
y Ferid Murad por sus descubrimientos independientes que desembocaron en la identificacion
del NO como molécula clave con importantes funciones cardiovasculares destacando. su
capacidad reguladora de la presion sanguinea. La consulta en la base de datos MED-LINE
revela que, por ejemplo, desde el afio 1990 hasta la actualidad se han publicado 20000
trabajos relacionados con el NO, de los cuales un namero suficientemente representativo han
sido realizados por grupos espafioles. Reflejamos estos datos tratando de mostrar €l interés de
la comunidad cientifica por un gas que, considerado hasta hace pocos afios como
contaminante ambiental toxico, en la actualidad se le atribuyen funciones fundamentales en el

organismo.

Hemos comentado ampliamente en esta memoria la importancia de éste agente y su

papel mediador en numerosas funciones fisiologicas y fisiopatologicas.

A nivel GI existen numerosos trabajos que muestran una distribucion amplia NO,
reflejando su papel regulador de funciones homeostaticas relacionadas con la motilidad, la
secrecion o la microcirculacion de la pared digestiva (Calatayud y cols, 1998). En
condiciones fisiologicas el gas, junto con las prostaglandinas, interacciona con neuropéptidos
liberados por fibras sensoriales abundantes en el TGI favoreciendo el mantenimiento de la
integridad mucosal (Whittle y cols., 1990; Brzozowski y cols., 1995). En los altimos afios se
han publicado importantes datos proponiendo a este gas como agente protector capaz de
preservar la integridad de la mucosa en diferentes modelos experimentales incluyendo CIH
(Kitagawa y cols., 1990), isquemia (Andrews y cols., 1994), PAF (Boughton Smith y cols.,
1992) o endotoxina (Boughton Smith y cols., 1990). |

En este sentido los AINE son candidatos idoneos. Ya hemos indicado la problematica
que supone la elevada toxicidad GI derivada del consumo de este grupo de farmacos. A pesar
de ser frecuentemente utilizados en el tratamiento de la artritis y otras patologias

osteoarticulares, con frecuencia provocan efectos deletéreos sobre el tracto digestivo, que
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incluyen sintomas dispépticos, erosiones, Ulceras y complicaciones mas serias como,
hemorragia y perforacion. Calculos recientes estiman que entre el 20-50 % de los pacientes
consumidores de AINE, desarrollan complicaciones digestivas y de ellos el 1-2 % necesitan

hospitalizacion(Aly, 1997; Singh 1998).

En la patogénesis del dafio estan involucrados una serie de mecanismos, siendo uno de
los mas destacados a nivel gastrico, la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas (PG), via
inhibicion de la enzima ciclooxigenasa (COX), encargadas del mantenimiento de los factores
defensivos de la mucosa. En adicion a ésta via, en los Gltimos afios se han propuesto otros
mecanismos alternativos relacionados con los cambios que la mayor parte de estos farmacos
inducen sobre la microvasculatura digestiva. Numerosas estrategias se han disefiado para
prevenir la gastroenteropatia inducida por AINE, que incluyen la administracion de analogos
de PG, antagonistas de los receptores H, de la histamina o inhibidores de la bomba de
protones. Estos agentes actuando por diferentes mecanismos, restauracion de los niveles de
prostanoides profectores o inhibicién de la secrecion acido-péptica, consiguen evitar los
efectos deletéreos digestivos de los AINE. Mas recientemente la introduccion de los nuevos
inhibidores preferentes o selectivos de la isoforma inducible de la ciclooxigenasa COX-2 o las

moléculas donadoras de NO, estan contribuyendo a proteger la mucosa gastrica.

En éste sentido, diferentes farmacos incluyendo AAS, diclofenaco, naproxeno y
flurbiprofeno han sido formulados como derivados nitrados con capacidad de liberar NO.
Estos NO-AINE mantienen sus propiedades inhibitorias sobre COX y por tanto su eficacia
antiinflamatoria, o sus efectos antitrobéticos (Mitchel y cols., 1994; Wallace y cols., 1994,
Del Soldato y cols., 1996; Davies y cols., 1997). La capacidad de gliceril trinitrato de acelerar
la curacion de las lesiones aumenta la evidencia sobre las posibilidades preventivas de estas
nuevas asociaciones (Konturek y cols., 1993; Elliot y cols., 1995). AGn mas, datos recientes
publicados por Saha y cols. (1997) sobre la posibilidades de S-nitrosoglutation, en modelos
experimentales agudos y cronicos, han demostrado como este compuesto administrado junto a

rroxicam disminuye las lesiones en mas de un 70%. No obstante, aunque los datos
q .
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experimentales sugieren importantes ventajas de estas asociaciones, se necesitarian una mayor

evidencia clinica que confirmara sus aportaciones reales.

Paraddjicamente, aunque NO es sintetizado a partir de L-arg, el rol de éste
aminoacido, sustrato de NOS, no ha sido muy estudiado en el gastroproteccion.
Recientemente se ha demostrado que el pretratamiento con L-arg causa una disminucion
dosis-dependiente de las lesiones inducidas en rata por HCl 0.6 N, etanol absoluto, estrés o
AAS (Takeuchi y cols., 1993; Brzozowski y cols., 1997) y que ésta reduccion vino

acompafiada de un gradual incremento del flujo sanguineo.

Ha sido claramente demostrado que la formulacion IB/L-arg a dosis equimolares,
favorece los parametros farmacocinéticos del preparado lograndose una mas rapida y eficaz
absorcion que propicia un efecto analgésico mas rapido y de mayor intensidad (Cooper,
1984). Sin embargo, no ha sido estudiado, si L-arg ademas, podria inhibir en alguna forma la

toxicidad GI de IB.

Todos estos antecedentes nos han inducido a profundizar en las caracteristicas
protectoras del aminoacido y su posible relacion con el NO. Los resultados obtenidos
confirman que L-arg, efectivamente disminuye de forma significativa el dafio inducido por IB
sobre mucosa gastrica de rata. El AINE provoca lesiones que aumentan en extension y
profundidad con la dosis, siendo maximas después de 6h de la administraciéon oral y
manteniéndose hasta las 12 h. L-arg inhibe dichas lesiones (superficie de mucosa ulceradz; y
grado de hemorragia) en todos los tratamientos ensayados. Brzozowski y cols. (1997), que
han comprobado como L-arg protege la mucosa gastrica de rata frente a diferentes tipos de
agresion, indican que el aminoacido actia localmente como un irritante suave estimulando la
citoproteccion adaptativa, ya que cuando la administraron por otras vias diferentes a la
intragastrica, e.g. tratamiento sistémico (i.v.), no fue capaz de impedir ni minimizar el dafio
causado por etanol 100 %. Sin embargo, cuando la produccion de PG endogenas se suprimio
completamente con AAS acidificado, ellos sugieren que en la inhibicion de las lesiones que
ocurre tras la administracion de L-arg, podria estar involucrada la hiperemia gastrica mediada

por NO. Nuestras experiencias indican que en ambos casos, la administracion oral e i.p. del
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aminoacido protege la mucosa de las lesiones inducidas por IB, sugiriendo que la
gastroproteccion no solo seria debida a un efecto topico directo sobre las células mucosales,

sino que también estarian involucrados mecanismos sistémicos.

Que la accion antiulcerogénica de L-arg es importante, lo demuestra el hecho de que
cuando se administra junto a IB provoca una inhibicion del dafio similar a la que inducen
MSP (analogo de PGI) o los antisecretores antagonistas Hy, RAN y ROX. También hemos
comparado sus efectos con los de otro aminoacido, L-lys, utilizado con la misma finalidad, es
decir, mejorar los parametros farmacocinéticos de IB y conseguir un efecto analgesico mas
rapido y eficaz. En nuestras condiciones experimentales, L-lys no ejerce ningtin efecto sobre
la mucosa gastrica y tras la ingesta simultinea del aminoacido con el AINE, aquel no
modifica el efecto gastrolesivo de éste. Este dato, nos sugiere la hipotesis de que en la
actividad antiulcerogénica de L-arg podria estar involucrado algin mecanismo NO-

dependiente.

Ya hemos comentado que, ademés de la caida de PG via inhibicion COX, otros
factores alternativos estan relacionados con la toxicidad GI de los AINE. En nuestra
experiencia, las lesiones mucosales inducidas por IB se acompafian de un incremento
significativo del infiltrado de neutrofilos, de la actividad XO y de la concentracion de
lipoperoxidos. Estos resultados estan en concordancia con la hipétesis de que tanto los
granulocitos como los radicales libres oxigenados producidos por alteraciones

microvasculares, constituyen pasos fundamentales en el proceso gastrolesivo de los AINE.

Este podria iniciarse como consecuencia de una alteracion bioquimica especifica en el
lugar de la absorcion, provocada por el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial y la inhibicion del transporte de electrones. La consecuencia inmediata seria una
reduccion de la produccion de ATP y aumento de los niveles de ADP-AMP, que se
correlacionan con un incremento de Ca>" en el citosol. Los efectos derivados de ésta situacion
serian entre otros: dafio mitocondrial e incremento de la produccion de RLO; alteracion del
balance Na'/K" y por lo tanto del balance osmoético y, pérdida del control celular. Todos estos

cambios seria los responsables de una alteracion de la permeabilidad, permitiendo que los
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factores agresivos luminales gastricos e intestinales (acido, bilis, pepsina, enzimas hidroliticas
y proteoliticas, etc) accedan a la mucosa provocando, en Gltimo término, necrosis celular
(Yoshikawa y cols., 1993).

A su vez, algunas de éstas sustancias actian como quimiotacticos favoreciendo la
migracjén de los neutrdfilos al area de la lesion. En los Gltimos afios se han ido acumulando
datos que implican a estos leucocitos en la patogénesis del dafio GI (Whittle y cols., 1991;
Prince y cols., 1994). La migracion se inicia con la expresion de moléculas de adhesion en su
membrana que reconocen otras moléculas complementarias de la célula endotelial. Después
de un proceso de rodamiento o giro, se produce un puente de union entre ambas permitiendo
el anclaje del neutréfilo sobre el endotelio (Kitagawa y cols., 1990; Whittle y cols., 1990).
Simultaneamente se inducen modificaciones morfologicas en el leucocito que junto al
incremento de la permeabilidad vascular, facilitan su extravasacion. Fuera del espacio
vascular, los neutrofilos siguen un gradiente de quimiotacticos hasta el lugar del dafio
liberando distintos mediadores proinflamatorios, tales como RLO y enzimas con actividad

proteolitica que afectan al tono y permeabilidad vascular(Whittle y cols., 1990).

Ademas de las enzimas proteoliticas, se han observado dos sistemas oxidativos
relacionados con la actividad lesiva leucocitaria, el sistema dependiente de nicotin adenin
difosfato oxidasa (NADPH-oxidasa) y la MPO. NADPH—oxidasa,‘ localizada en la membrana
plasmatica, es la responsable de la generacion de al menos tres metabolitos oxigenados: Oz,
H;0; y OH. Los aniones O generados pueden ser dismutados de forma espontanea a H,O;,
fuente de acido hipocloroso en el neutrofilo, actuando como bactericida al convertir las
aminas primarias en N-cloraminas. MPO se encuentra en grandes cantidades en los granulos
neutrofilicos desde donde puede ser liberada a los flujos extracelulares. En ellos oxida

haluros, principalmente CL-, asi como al tiocianato a su correspondiente acido hipohaluroso.

La disminucion del flujo sanguineo local asociado al consumo de AINE podria
perjudicar la capacidad de la mucosa de resistir la retrodifusiéon de acido favoreciendo la
necrosis tisular. La falta de aporte energético, a su vez aumenta el consumo de ATP, que en

su proceso de degradacion provoca un incremento intracelular de los nucleétidos de purina,
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fundamentalmente de adenosina, inosina e hipoxantina. También afecta a los sistemas
enzimaticos encargados de mantener el gradiente i6nico a través de la membrana, y se
incrementan considerablemente los niveles intracelulares de calcio. Este aumento, provoca la

activacion de proteasas capaces de convertir la XDH en XO.

La mayor parte del dafio se produce durante el proceso de reperfusion en el que se
liberan especies reactivas tales como el O, y el radical OH , generados via xantina-XO y/o a
través de los neutrofilos activados (Yoshikawa y Naito, 1994). La xantin oxidoreductasa es
responsable de la oxidacion de purinas. Existen dos isoenzimas cataliticas activas: la XDH
que utiliza como cofactor NAD" y es la forma que se encuentra habitualmente en la célula no
sometidas a situaciones de isquemia, y la XO que utiliza como aceptor de electrones el O, en
lugar del NAD', y es la isoenzima activa en condiciones isquémicas. Habitualmente se
encarga de catalizar el paso de la xantina a acido drico, pero también puede utilizar como
sustrato a la hipoxantina, generando los metabolitos oxidativos indicados. En comparacion
con otros tejidos, la mucosa gastrica posee una marcada capacidad para oxidar hipoxantina
via XO. El aniéon Oy puede reaccionar rapidamente con moléculas organicas y producir un
dafio reductor al liberarse del electron sobrante. También interactua con el H,O, favoreciendo
la aparicion de radical OH,, e incluso con el NO, formando ONOQ' , altamente toxico por su

capacidad de generar nuevamente OH .

La presencia de RLO, constituye uno de los factores que mas puede alterar los
procesos fisiologicos. Entre los efectos dafiinos mas importantes destacan la inactivacion de
enzimas, ataque al material genético y peroxidacion de lipidos de membrana, que provoca
profundas alteraciones en las propiedades de ésta con graves repercusiones para el
funcionamiento celular, incluyendo los procesos de transporte, el mantenimiento de los
gradientes de iones y metabolitos o las sefiales de trasduccion mediadas por los receptores

(Wallace y cols., 1990). Todos estos procesos implican, por tanto lesiones tisulares.

Existen numerosas evidencias de que los compuestos sulfidrilicos tales como el
glutation reducido, protegen la mucosa gastrica del efecto deletéreo de las especies reactivas

oxigenadas por su elevada capacidad para secuestrar los radicales libres generados por
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agentes nocivos, incluidos el alcohol y los AINE (Konturek y cols., 1993; Lopez-Belmonte y
cols., 1997). GSH es el antioxidante enddgeno mas importante del organismo y se encuentra
presente en elevadas concentraciones en el estomago e intestino de roedores y del hombre.
GSH-Px es una importante enzima que juega un destacado papel en la eliminacion del HO, y
también de hidropéroxidos lipidicos en las células mucosales GI. Su actividad antioxidante
esta asociada a su intervencion en el metabolismo del glutation, ya que oxida a la forma
reducida del mismo (GSH) originando GSSG, el cual, subsecuéntemente puede volver a la
forma original por la actividad glutation reductasa, GSSG-Rd, en presencia de NADPH como

agente reductor.

Otra enzima con demostradas propiedades antioxidantes, es SOD, la cual facilita la
dismutacion de radicales O, a H,O,. En este sentido, agentes capaces de estimular su
actividad, han mostrado un efecto beneficioso sobre la mucosa gastrica (Martin, 1998).
Aunque la deplecion de glutation endégeno, asi como de las actividades GSH-Px o SOD, se
ha relacionado con la gastroenteropatia inducida por el AINE, en nuestras condiciones
experimentales IB no induce cambios en ninguno de éstos parametros respecto del grupo
control, indicando que el efecto ulcerogénico de éste farmaco no lo podemos asociar con

‘cambios en el metabolismo del glutation o con una disminucion de la actividad SOD.

Actualmente se acepta que el efecto protector que NO induce sobre la mucosa gastrica
es consecuencia de su efecto dilatador y su respuesta hiperémica frente a agentes nocivos,
pero también se ha comprobado que la reduccion del dafio en el proceso de isquemia-
reperfusion o tras la ingesta de AINE, procesos en los que se liberan numerosas especies
reactivas, esta relacionada con su capacidad para inactivarlas, incluyendo los aniones O, ,
OH y H;0, (Kitagawa y cols., 1990). Mas aan, ha sido demostrado que la inhibicion de la
produccion de NO favorece la adhesion de los leucocitos al endotelio de los microvasos,
permite la vasoconstriccion y suprime la hiperemia en las zonas proximas a la ulcera,
retrasando la curacion de las lesiones. Todos estos mecanismos, estan favorecidos por una
inactivacion simultanea de las propiedades antioxidantes. Por el contrario, los agentes

donadores de NO, ya mencionados, como la nitroglicerina, nitroprusiato o la nueva
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generacion de NO-AINE, protegen claramente frente a las erosiones provocadas por diversos

agentes ulcerogénicos(Lopez-Belmonte y cols., 1993; Wallace y cols., 1997; Muscara, 1998).

Respecto a L-arg, se han demostrado irhportantes funciones bioldgicas incluyendo
restauracion del balance de nitrogeno tisular, control de determinadas respuestlas
inmunoldgicas o mejoria de lesiones gastrointestinales (Brzozowski y cols., 1997). La
administracion sistémica del aminoacido tiene capacidad de revertir el efecto deletereo que
inhibidores de la sintesis NO como L-NAME o L-NNA provocan sobre la mucosa digestiva
(Konturek y cols., 1992; Brzozowski y cols., 1993). Sobre células gastricas aisladas de conéjo
el pretratamiento con L-arg también previno el incremento de la produccion de lipoperoxidos
inducido por isquemia-reoxigenacion, y favorecio la sintesis y secrecion de moco (Kim y
Kim, 1998).

Los datos obtenidos en el presente estudio ponen de manifiesto que la administracion
simultanea de IB/L-arg no solo reduce significativamente el numero y la intensidad de las
lesiones, sino también los niveles de PL y la actividad del sistema xantina-XO. Es mas,
cuando comparamos los efectos de ambos tratamientos, IB e IB/L-arg sobre este sistema, se
puede comprobar que con el AINE toda la actividad es XO lo que indica un estado isquémico
importante. Sin embargo L-arg revierte, en parte, esta situacion, inhibe dicha via, y se
recupera la actividad XDH practicamente hasta valores basales, presuponiéndose la vuelta de
la mucosa a un estado normal. Sin embargo, no modifica el incremento de actividad MPO
inducido por el AINE, ni como era de esperar altera sustancialmente la actividad de los
principales sistemas antioxidantes endogenos: enzimas GSH-Px y SOD, y GSHt, que por otra

parte tampoco habian sufrido alteracion con IB.

Una posible explicacion de la importante reduccion del dafio de la asociacion IB/L-arg
respecto al AINE sdlo, es que el aminoacido favorezca la produccion de NO. Los resultados
de este estudio nos permite sugerir un mecanismo NO-dependiente en la proteccion conferida

por el aminoacido.
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En primer lugar, observamos que la respuesta de L-arg es de rango similar a la
valorada con la molécula donadora de NO, MI. Hemos comentado las publicaciones recientes
que analizan las ventajas de la asociacion donador de NO con un AINE. Estos grupos de
moléculas podrian ser clasificados segin su naturaleza quimica en nitratos organicos (R3C—
ONO,, como gliceril trinitrato o el propio MI), nitritos organicos (R3C-ONO, como nitrito de
amilo), compuestos inorganicos nitrosos ([(CN)sFE*INO, como nitropusiato de sodio),
sidoniminas (como molsidomina y su metabolito 3-morfolinosidonionina o SIN-1) y S-
nitrosotioles (R3C-S-NO, como Nitroso-N-acetil-penicilamina) (Bauer y cols, 1995,
Moncada y Higgs, 1995). Todos estos donadores actian como profarmacos ejerciendo sus
efectos después de su biotransformacion en NO. En diferentes enfermedades cardiovasculares
tales como angina, infarto de miocardio o vasoespasmo coronario son de gran utilidad
aprovechando sus cualidades vasodilatadoras aumentando el flujo sanguineo coronario. A
nivel GI, y administrados junto a antiinflamatorios, ademas de sus caracteristicas relajantes
vasculares y por tanto dilatadoras vasculares, habria que incluir sus efectos antiadhesivos
leucocitarios, inhibibidores en la produccion de RLO o formadores de mucus (Wallace,
1997).

Respecto a L-arg, si bién a nivel digestivo los datos existentes son escasos, en otros
sistemas y tejidos los resultados son interesantes. En humanos sanos y en ciertos animales, la
administracion del aminoacido induce hipotension debida a la formacion de NO (Cooke y
cols., 1992; Cohen, 1995) y en pacientes hipertensos su aplicacion i.v. disminuye la presion
arterial y la resistencia periférica con incremento de cronotropismo y del gasto cardiaco
(Hishikawa y cols., 1993). En un modelo experimental de musculo esquelético sometido a
sindrome de I/R, la aplicacion de L-arg previene la excesiva liberacion de O, y preserva de la
caida importante en los niveles de NO necesarios para el mantenimiento de un tono vascular

adecuado (Huk y cols., 1996).

Konturek y cols., encuentran que la inhibicion de NOS por L-NNA no modifica

)

practicamente la respuesta del aminoacido si bien reduce la hiperemia asociada y concluyen

136



Discusion

que la mayor velocidad en la curacion de las lesiones se debe a un incremento del flujo

sanguineo en los margenes de la ulcera.

En esta memoria también reflejamos los resultados encontrados tras la administracion
de D-arg, isobmero no activo, no mostrando efecto protector alguno. Este dato aportaria nuevas
evidencias sobre la vinculacion de NO protegiendo frente al dafio de IB. Resultados similares
se obtienen en otros estudios (Brozozowski y cols., 1997). Sin embargo, Takeuchi y cols.,
(1993) en un modelo basado en la aplicacion de CIH 0.6N, encontraron ciertos efectos
protectores mediados por el isdbmero dextro. Las discrepancias entre nuestros resultados y los
de este grupo podrian estar relacionados con las elevadas dosis empleadas por ellos (hasta 750

mg/Kg animal) en comparacion con las utilizadas por nosotros (100 mg/Kg animal).

La utilizacion de inhibidores mas o menos selectivos de NOS es una estrategia
bastante frecuente por su utilidad al permitir valorar la actuacion de NOSc frente a NOSi.
Nuestras investigaciones se han basado en el empleo v.o. de tres moléculas diferentes, segun
datos consultados en la literatura al respecto. Asi pués, AG es un destacado inhibidor de NOSi
frente a L-NNA, preferentemente inhibidor de la isoforma constitutiva, 0 L-NAME, molécula
igualmente activa para ambas formas de la enzima (Brzozowski y cols., 1997, Takakura y
cols., 1997, Yamamoto y cols., 1998). La inhibiciéon de NOSi por AG reduce, aunque no
significativamente, la severidad de las lesiones en la valoracion realizada a las 6 h. Este
resultado podria sugerir la participacion de la forma inducible consecuencia de la
administracion de IB. Por otro lado, la respuesta provocada por inhibicion selectiva de NOSc
aplicando 0.2mM/Kg de L-NNA, si bien no modifica cuantitativamente los valores de IU en
mm’, la descripcion cualitativa de las lesiones observadas propone cambios relacionados con
una mucosa edematosa y enrojecida aun en presencia del aminoacido y para los tiempos
estudiados (90 min y 6h). Este tipo de respuesta indica la importancia que el NO liberado por
NOSc tendria en el mantenimiento homeostatico de la pared digestiva. L-arg, en su
administracién conjunta con los diferentes inhibidores, mantiene su capacidad protectora
Optima 6 h después de su administracion lo que sugiere la posible participacion de otros

mecanismos independientes del NO.
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La confirmacion de los datos anteriormente expuestos la obtuvimos mediante el
estudio de la actividad enzimatica de las formas constitutiva e inducible de NOS, asi como su

grado de expresion y de los niveles de GMPc.

La administracion de IB provoca un incremento significativo de la actividad NOSi lo
que podria significar un exceso de produccion de NO (del grado de nmoles) capaz de
reaccionar con los metabolitos oxigenados liberados por el AINE y posterior formacion de
ONNO' altamente lesivo. El tratamiento conjunto con L-arg revierte ésta situacion hasta los
valores control y ello se refleja en el grado de inhibicion, hasta de un 37 % después de 6 h, lo

que pone de manifiesto el efecto beneficioso del aminoacido.

Tras la evaluacion de los niveles de GMPc, segundo mensajero relacionado con los
mecanismos vasodilatadores de NO, también se observa su incremento en los grupos que

recibieron MI y L-arg, lo que demuestra claramente la participacion del mediador.

Respecto a la implicacion del mecanismo prostaglandin-dependientes en el efecto
gastroprotector de L-arg, nuestros datos indican que impide la inactivacion de COX por IB
durante el primer periodo de su administracion (90 min) como se puede apreciar por los
niveles de PGE, encontrados, pero su accion sobre la enzima se pierde a lo largo del tiempo,
manteniéndose después de 6 h la inhibicion de la sintesis del prostanoide inducida por el
AINE.

El posible aumento de la expresion COX-2 asociado al trtatamiento con L-arg en el

mismo periodo, necesitaria su confirmacion en estudios mas detallados.
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Conclusiones

Después de evaluar el efecto que la asociacion IB/L-arg induce sobre la mucosa
gastrica, los resultados obtenidos en esta memoria nos permiten proponer las siguientes

conclusiones:

1-1B provoca lesiones gastricas que aumentan en extension y profundidad con
la dosis, siendo maximas después de 6 h de la administracion oral. L-arg disminuye
tanto la superficie total de la mucosa ulcerada como el grado de hemorragia, en todos
los tratamientos ensayados, y en grado comparable al de citoprotectores y antisecretores
clasicos. El hecho de que la gastroproteccion se produzca indistintamente via oral y
parenteral, nos hace pensar que no solo es debida a un efecto topico directo, siho

también a mecanismos sistémicos.

2-Entre los posibles mecanismos protectores de L-arg, destacamos la
inhibicion que produce sobre €l estrés oxidativo de la mucosa inducido por el AINE.
Las lesiones gastricas de IB se asocian con un incremento significativo de los niveles de
lipoperoxidos, y de las actividades enzimaticas MPO y XO. Esto indica que la
produccion de RLO es debida tanto al estado isquémico de la mucosa como a un
aumento del infiltrado inflamatorio. La administracion de L-arg disminuye
significativamente la PL y recupera la actividad XDH, sin embargo no inhibe la
infiltracién leucocitaria, lo que hace suponer que favorece la vasodilatacion, pero no

impide la activacion neutrofilica.

3-Ni IB ni la asociacion IB/L-arg modifican sustancialmente la actividad ni la
concentracion de los principales antioxidantes endégenos mucosales, SOD, GSH-Px y

glutation total.

4-La participacion del NO en el efecto gastroprotector también queda
demostrada. L-arg, pero no D-arg, disminuye el dafio mucosal producido por IB. Los
tratamientos con inhibidores selectivos y no selectivos de NOS, también inducen

lesiones gastricas similares al AINE. Sin embargo cuando se administra
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simultaneamente L-arg, éstas disminuyen significativamente. Ademas, el aminoacido
inhibe la actividad y la expresion de la sintasa inducible, aumentadas tras la ingesta de

IB, y también incrementa los niveles de GMPc.

5-Los mecanismos antiulcerogénicos de L-arg también podrian estar
relacionados con el aumento de la actividad COX, como lo demuestra el hecho de la
recuperacion hasta valores normales de la concentracion de PGE; .en mucosa,

drasticamente disminuida por IB.
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VIII- NOMENCLATURA




Nomenclatura

AG
AINE

ATP
BH,
BSH
CaM
CitC
COX
D-arg
DTNB
DTT
EDRF

EDTA
EGTA

FSM
GCs

Glu
GMPc
GSH
GSH-Px
GSSG
GSSG-Rd
H/E
HETAB

HNO
IxB

1B
IB/L-arg
IFN-y
IL-1B
IL-2

Aminoguanidina
Antiinflamatorios no
esteroideos
Adenosin-trifosfato
Tetrahidrobiopterina -

25~ mercaptogtanol
Complejo calcio-calmodulina
Citocromo c

Ciclooxigenasa

D-arginina

5,5’-ditiobis-2 nitrobenzoico
Ditiotreitinoina

Factor Relajante Derivado del
Endotelio
Etilen-diamino-tetraacético
Etilenglicol bis(f-aminoetil
eter) NN, N’ N’-tetraacético
Flujo sanguineo mucosal
Guanililciclasa soluble
Glutamato

Guanidin monofosfato ciclico
Glutation reducido

Glutation peroxidasa
Glutation oxidado

Ghutation reducido
Hematoxilina-eosina
Bromuro de hexadecil-
trimetilamonio

Acido. nitroso

Inhibidores kappa beta
Ibuprofeno
Ibuprofeno/L-arginina
Interferén gamma
Interleucina 1 beta

Interlencina 2
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IL2a
IL-8
L-arg
L-lys
L-NAME

L-NMMA
L-NNA
LPS

LTB,
MDA

MSP
NANC

NF-xp
NMDA
NO
NOS
NOSe

NOSi
NOSn

NOSt
Oy
PGE;
PKC
PLA;
PMN

PMSF

RIA

Interleucina 2 alfa
Interieucina 8

L-arginina

L-lisina
NY-nitro-L-arginina-metil-
éster
N°-monometil-L-arginina
N® —nitro-L-arginina
Lipopolisacarido
Leucotrieno B,
Malonildialdehido
Mononitrto de isosorbida
Micioperoxidasa
Misoprostol

Fibras noradrenergicas
nocolinérgicas

Factor nuclear kappa beta
N-metil-D-aspartato
Oxido nitrico

Oxido nitrico sintetasa
Oxido nitrico-sintetasa
endotelial

Oxido nitrico inducible
Oxido nitrico sintetasa
neuronal

Oxido nitrico sintetasa total
Radical superoxido
Prostaglandina E;
Protein- quinasa C
Fosfolipasa A,
Neutrofilos
polimorfonucleares
Fenil-metil-suifonil-fluoruro
Ranitidina

Radioinmunoanalisis



Nomenclatura

RLO
ROX

RT-PCR

SOD
TCA
TGI

TNFo

X0

Radicales libres de oxigeno
Roxatidina

Retrotranscripcion y
amplificaciéon mediante la
reaccién en cadena de la
polimerasa

Superdxido dismutasa
Tricloroacético

Tracto gastrointestinal
3,3”,5,5 -Tetrametilbencidina
Factor de necrosis tumoral
alfa.

Xantina deshidrogenasa
Xantina oxidasa
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