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*Resumen*

El clonixinato de lisina (CL) es un antiinflamatorio no esteroide (AINE)

con pocos efectos adversos,porlo que se hapostuladoque a
concentraciones equivalentes alas encontradas en plasmahumano después
de dosis terapéuticasinhibiriaen escaso gradola ciclooxigenasal

(COX-1).Se efectuaron 3 experimentos. Experimento 1: se estudid el
efecto/invitro/ de CL en concentracionesde 4y 6 pg/ml, lasque se
corresponden con lasalcanzadas en plasma con una dosis oral de 125 mg.

Los segmentos de vesicula biliar (n=6) se incubaron con 0.25 uCi de



acido araquiddnico 14Cy se midid la produccion de prostaglandinaE2,
prostaglandinaF2ay prostaglandina6ceto Fla. El CL no modificd la
produccidn basal de ningunade las tres prostaglandinas pero con 6 ug/mil
disminuyd significativamentela produccidn de acido
5-hidroxieicosatetraenoico (5-HETE). Experimento 2: se administré una
infusién continuade CLa 6 pacientes en el pre operatorioinmediato
para lograr una concentracion en estado estacionario entre 4y 6 pg/ml.
Se incubaron segmentos de vesiculabiliar de estos 6 pacientesy de 6
pacientes control notratados con acido araquidoénico 14C. Se observé que
los segmentos de vesiculabiliartratados con CL no mostraron inhibicidn
de la produccion de ningunade las tres PGs, mientras que el 5-HETE
liberado al mediofue significativamente menor. Experimento 3: 18
pacientesrecibieron bolos EV de: CL 100 mg (n1 = 6); CL 200 mg (n2 =6)

o indometacina (INDO)50mg (n3 = 6). Con ningunade las dos dosis de CL
se obtuvoinhibiciéon de lasintesis de PGs, porel contrarioel bolode
INDO inhibid su sintesis. Cuando se valord laproduccidon de 5-HETE, los
dos AINES estudiados se comportaron en formadistinta. El tratamiento
con INDO no modificé el 5-HETE producido, mientras que el tratamiento
con CLlo inhibid significativamente. En los tres tipos de estudios
realizados /invitro /e /in vivo/: infusion continuay bolo 1V, el CLno

inhibid lasintesis de PGsy disminuyd significativamente el 5-HETE.

*Abstract *

*AbstractDifferent effects of non-steroidal antiinflammatory drugs on

human gallbladder cyclooxygenase and lipoxygenase. *Lysine clonixinate

(LC) is a non-steroidal antiinflammatory agent (NSAID) with only few



adverse effects. This characteristichas prompted us to suggest that its
administration, atlevels equivalentto those found in human plasma
followingtherapeuticdoses, slightly inhibitis cyclooxygenase | (COX

1). Three experiments were performed. Experiment 1: to study the in

vitro effect of LC at concentrations of 4 and 6 pg/ml, comparable with
those foundin plasmafollowing an oral therapeuticdose of 125 mg.
Gallbladdertissue segments were incubated with 0.25 uCi of
14C-arachidonicacid and the production of prostaglandin E2 (PGE2),
prostaglandin F2a (PGF2a) and 6-keto prostaglandin Fla (6-keto PGF1a)
was measured. LCdid not affect basal production of any of the 3
prostaglandins (PGs) butat 6 ug/ml slightly reduced the levels of
5-hidroxyeicosatetraenoicacid (5-HETE). Experiment 2: LC was
administered preoperatively to 6 patients by continuous perfusion, to
achieve asteady-state concentration between 4and 6 pg/ml. Gallbladder
segments fromthe 6 treated and another 6 control patients were
incubated in 14C-arachidonicacid. Gallbladder segments treated with LC
did not show a decreased production of any of the three PGs whereas
5-HETE released to the medium was significantly lower. Experiment 3: 18
patientsreceived an |V bolus of LC 100 mg (n1=6) or LC 200 mg (n2 =

6) orindomethacin (INDO)50mg (n3 = 6). Unlike the administration of
INDO bolus, LCinthe above doses did notinhibit PG synthesis. Both
NSAIDs showed different effects when the production of 5-HETE synthesis
was assessed. Treatment with INDO did not alterthe production of 5-HETE
while LCelicited significantinhibition. The three studies conducted,
namelyinvitroandin vivo continuous perfusion and IV bolus, revealed
that LC had no effect on prostaglandin synthesis while reducing

significantly the levels of 5-HETE.



El papel de las prostaglandinas (PGs) en lafisiopatologiade la
colecistitis y colelitiasis hasido estudiado en unavariedad de
especiesl-3. En estudios experimentales se hademostrado que las
prostaglandinas aumentan el flujo biliary la produccién de mucina por
parte de lavesiculabiliary favorecen laabsorcidnintraluminal de
fluido promoviendo laformacién de calculos4-6. Pocos estudios se han
realizado sobre laaccién de losinhibidores de sintesis de
prostaglandinas. Los resultados muestran que drogas como laaspirinay
otros antiinflamatorios no esteroides (AINES) podrian prevenirla

formacién de cdlculosy aliviarel dolor7-10.

El clonixinatode lisina (CL) es un AINE con efecto analgésicoy
antiinflamatorio que ha probado tenerexcelente tolerabilidad y baja

incidenciade efectos adversosi1, 12.

Es conocido que los AINES ejercen la mayor parte de sus efectos
farmacolégicosy adversos porinhibirlaciclooxigenasa (COX), enzima
involucradaenlasintesisde PGs a partirdel dcido araquiddnico.
Actualmente se han descripto dosformas de COX13, la denominada
constitutivao COX-1y laformainducible o COX-2, que se expresa
despuésde laestimulacidn con lipopolisacarido (LPS), citocinasy
agentes mitégenos entreotros14. La COX-1es laenzimaencontrada
principalmente en tejidos sanos desempefiando roles fisiolégicos en la
agregacion plaquetaria, hemostasia, citoproteccion deltracto
gastrointestinal y enlafuncién renal. Las prostaglandinas del aparato

digestivo se sintetizan principalmente conintervencién de la COX-1.



Estas PGs cumplen un papel citoprotector de lamucosa gastrica,
estimulando lasecrecion de mucus e inhibiendo lasecrecion acidals. Por
estarazon estan importante encontrar AINES que noinhiban adosis
terapéuticasla COX-1. Porotro lado cuando se inhibe la COX, se puede
producirun aumento enlos productos de la 5-lipooxigenasa, enzima que
sintetizael acido 5-hidroperoxieicosatetraenoico (5-HEPTE), acido
5-hidroxieicosatetraenoico (5-HETE) y leucotrienos (LTs) debido al
excesode acido araquiddnico que quedadisponibleal inhibirla COX. Es
de interésrecordarque se han descripto alos leucotrienos como

mediadoresde laUlceragastricalé.

En trabajos previos hemos observado que en segmentos coldnicos humanos
estudiados /invitro,/ el CLen concentracionesde 4y 6 pg/ml no

modificé la prostaglandina E2 (PGE2) producida por tejidos no tratados,
pero produjo una profundainhibicién enlaproduccién de 5-HETE. Por el
contrario, laindometacina (INDO) en una concentracién de 0.035 pg/ml
inhibid lasintesis de prostaglandinasy no modificé los valores de

5-HETE17.

De estamanerademostramos que el CLinhibe preferentementela

5-lipooxigenasa, mientras que laINDO, inhibe preferentemente la COX.

El objetivo del presentetrabajo fue estudiarsiel CLy la INDO se

comportaban enlas vesiculas biliares humanas aisladas de igual manera

gue enel colonhumano.

Para ellose estudié el efectodel CLen |a sintesis de PGsy produccién



de 5-HETE en los distintos grupos experimentales realizados en segmentos

de vesiculas biliares humanas aisladas.

*Materialesy métodos*

Se utilizaron 36 vesiculas biliares obtenidas de pacientes sometidos a
cirugia laparoscépica con diagndstico ecografico de litiasis vesicular
gue dieron su consentimiento por escrito pararecibir unadosis
analgésicaporvia endovenosade clonixinato de lisina (Dorixinaa)
durante el acto quirdrgicoy para que el tejidofuerautilizado en este

estudio.

Fueron excluidos aquellos que presentaron un cuadro de colecistitis
aguda, litiasis que comprometié otro segmento de laviabiliaro
neoplasiayaquellos que hubieranrecibido enlas 12 horas previas,
cualquier medicacion con acciones conocidas sobre el muisculoliso
(anticolinérgicos, bloqueantes alfa, agonistas y antagonistab,
nitritos, bloqueantes calcicos, opidceos, antiarritmicos y alcaloides

del ergot).

El diazepam fue utilizado como premedicacién, mientras que los farmacos
administrados durante laanestesiafueron: fentanilo, propofol,

vencuronio, oxido nitrosoy procaina.

Las vesiculas biliares fueron trasladadas desde el quiréfano hasta el
laboratorioensoluciénde Krebsa4 °C dentrode las 2 horas de su

extraccién, parasu procesamiento.



Todas las piezas obtenidas fueron inspeccionadas macroscépicamente
tomandose muestras para su estudio histopatolégico de rutina. El
porcentaje de tejido conectivo fue evaluado medianteunreticulo de

Weibel tipo A /multipurpose test system/18.

a) /Experimentos/invitro

Las vesiculas biliares de 6 pacientes se cortaron en 3 segmentos de 1x

3 cm (peso aproximado 300 mg) y se preincubaron durante 30 min.enun
incubador Dubnoffen 2 ml de Solucién Krebs Ringer Bicarbonato (KRB)
conteniendo 11.0mM de glucosa, pH 7.4 y bajo una atmdsferade 95% 02 y
5% CO2. La composicion de la Solucion Krebs Ringer Bicarbonato fue la
siguiente: Na+: 145 mM; K+: 6 mM, Ca+2: 2 mM; Mg+2: 1.33 mM; CL—: 126
mM; HCO3-: 25.3 mM; SO4=: 1.33 mM; PO4-2: 1.20 mM; Glucosa: 11 mM. En el
grupo tratado se adiciond CLal medio de incubacién obteniéndose una
concentracionfinal de 4y 6 ug/ml. Terminado el periodo de

preincubacion se agregaron a cada preparado 0.25 uCi de 4cido
araquidonico 14Cy se incubaron por 60 minutos. Al finalizar el periodo
deincubacionseremovié el tejidoy el medio se utilizé para medir PGs

y 5-HETE.

b) /Experimentos/invivo

1. Administracion del CLeninfusion continua: Paralograruna

concentracion en estado estacionario (Css)de 4 a 6 pg/ml de CLse

administraron a6 pacientesunbolo EV de 40 mg de CL seguidode una



infusion de 70 mg/h. Como control se obtuvieron 6 vesiculas biliares de

pacientes colecistectomizados sin tratamiento.

La colecistectomiase realizd alos 30 minutos de iniciado el goteo. Los
tejidos se incubaron con 0.25 uCi de acido araquidénico 14C durante 60
minutos. Al finalizar el periodo de incubacién se removid el tejidoy en

elmediose midieron PGsy el 5-HETE.

2. Administraciéndel CLe INDO en bolo: Al inicio de laintervencién se
administraron, a 18 pacientes segun sorteo al azar, (6 por grupo de
tratamiento), unbolo EV de CL 100 mgy CL 200 mg o INDO 50 mg. Las
vesiculas biliares se extrajeron alos 30 minutos de aplicado el bolo.
Luego de disecadasy lavadas se incubaron los segmentos con acido
araquidonico 14C comose indicaen el punto 1), midiéndose las PGsy el

5-HETE en el liquido de incubacion.

*Medicion de eicosanoides*®

Para medirel 5-HETE, los productos de lalipooxigenasa se extrajeron 3
veces con 2 ml de acetatode etiloylostubosse secaron con una
corriente de nitrégeno. El residuo se suspendié en 0.2 ml de
cloroformo/etanol (2:1vol/vol)yse aplicd en una placade
cromatografia delgada. El estandar de 5-HETE se aplicdy corriden la
placa. Las placasse revelaron enunsistemade solvente consistenteen
acetatode etilo/isooctano/4acido acético/agua (76:67:20:100, vol/vol).
Las manchas se visualizaron con vapores de yodo. Los RF para el acido

araquidoénicoy 5-HETE fueron 0.85y 0.70 respectivamente. Los resultados



de cada compuesto se expresaron como porcentaje total de radioactividad
dela placay se contaron en contadorde centelleo liquido. Después de

la extraccion de los productos de la lipooxigenasa el medio de

incubacién remanentese acidificéa pH 3.0 con CIH 1.0 mMen 1 volumen
de acetato de etilo extrayéndose 2 veces para lamedicién de PGs segin

se describe enuntrabajo previol9.

*Medicidn de las concentraciones plasmaticas de CL*

a) Construccién de lacurva concentracion-tiempo luego de un bolo
endovenoso de 100 mg de CL: Se administraron CL100 mg por via IV a 15
voluntarios sanos de sexo masculinoy se extrajeron muestras de sangre
enlossiguientestiempos:0, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 120, 240,

360 y 480 minutos.

La determinacion de las concentraciones en cadatiempo se realizé segun

sedescribe enel puntob).

b) Determinacién de las concentraciones plasmaticas de CLen pacientes
colecistectomizados: Luego de transcurridos 30 minutos de administrado
elboloo deiniciadalainfusién de CLy simultdneamente con

colecistectomia se extrajeron 5ml de sangre del brazo contralateral.

Las muestras plasmaticas fueron purificadas empleando unatécnicade
extraccion enfase sdlida (cartuchos Sep Pak C18 de Waters) que permite

extraeryconcentrar ladroga presente enel plasma.



Los extractivos fueron analizados por HPLC (sistema Spectra Physics) con
deteccidon UV a 287 nm, empleando unacolumnade fase reversa (RPC-18,
Spherisorb ODS2, 30 cm x 4 mm, P5) y una fase mévil de composicién 55%

metanoly 45% buffer (NaH2PO450 mM, pH 4.48) con un flujo de 0.8 ml/min.

*/Medicion de las proteinas por /Western Blot*

Las vesiculas biliares fueron homogeneizadas porsonicacion en un buffer
Tris 20 mM (pH = 7.4) conteniendoinhibidores de proteasasy
centrifugadasa 1000 rpm por 10 minutos. Las proteinas fueron separadas
electroforéticamenteen un gel de poliacrilamida SDS-PAGE segun el
método de Laemmli20. Las proteinas fraccionadas (50 pg/calle) fueron
transferidas auna membranade nitrocelulosa. Lamembrana fue bloqueada
con leche descremadaal 5% en TTBS e incubada con el primeranticuerpo
(anti-COX-10anti-COX-2) pordos horas a temperaturaambiente. Luego de
loslavados con TTBS (buffertriofosfato tween), lamembranafue

incubada con el segundo anticuerpo (anti-IgG monoclonal de conejo
conjugado con fosfatasaalcalina) porunahora, también a temperatura
ambiente. Lamembranafue reveladaconunamezclade NBTy BCIP
(5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato nitrobenetetrazolium) bajo condiciones

alcalinas pormediahora.

*Drogas*

El acido araquidonico 14C fue adquirido en New England Nuclear

(actividad especifica 56 uCi/mmol). Los estandares de PGsy 5-HETE y la

indometacinaen Sigma Chemical Companyy el Clonixinato de lisina



(Dorixinad) es marcaregistradade Roemmers (Argentina).

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

los reactivos de Western Blot son de Sigma Chemical Company.

*Estadistica*

Todos los valores presentados re presentan lamedia £ ES. Las
comparacionesentre los grupos se realizaron empleando la pruebade
comparaciones multiples Student Newman Keuls y las diferencias se

consideraron significativas cuando el valorde p fue igual o menor del 5%.

*Resultados*

*/Efecto/invitro/del CLenla sintesisde PGsy 5-HETE/*

Las preparaciones de vesiculas biliares humanas correspondientes a 6
pacientesfueronincubadas con dcido araquiddnico 14C. Estas
sintetizaron principalmente PGE2, PGF2a y PGI2 (valoradaporla
produccién de 6-ceto PGF1a). La sintesis de PGE2 y PGF2a fueron de igual
magnitud siendo significativamente menor (p < 0.01) la de PGI2. El CL en
concentracionesde 4y 6 pg/ml no modifico la produccién basal de

ningunade lastres PGs (Fig. 1-a).

La Fig. 1-b muestra claramente ladisminucién del 5-HETE con CL. Los

valores obtenidos con 4 ug/ml no fueron significativamente distintos de



los del control, pero con 6 pg/ml hubo una disminucion

significativa  (p<0.01).

*Efectoin vivo coninfusidon continuade CLenla sintesisde PGsy 5-HETE*

Se estudiaron las vesiculas de 6 pacientes tratados con infusién
continuade CLy las provenientes de 6 pacientes control no tratados.
Los valores plasmaticos de CLobtenidos simultdaneamente con la
colecistectomia, oscilaronentre 3.6y 7.1 pg/ml con un valor mediode

5.7+ 1.1ug/ml.

Las preparaciones se incubaron con acido araqui-dénico 14C obteniéndose
enelliquidode incubacidon cantidades equivalentes de PGE2 y PGF2a. Al
igual que enla preparacionde laFig. 1-a la PGI2 sintetizadafue

menor. El tratamiento con infusién de CLnoinhibid la produccién de

ningunade las PGs medidas (Fig. 2-a).

Por el contrario, el 5-HETE sintetizadoy liberado al medio porlas
vesiculas fue significativamente menor (p < 0.001) en los pacientes

tratados (Fig. 2-b).

*Efectoin vivodel CLe INDOinyectadaen bolo, sobre lasintesis de

PGsy 5-HETE*

En la Fig. 3-a se observael efectode unbolo EV de CL 100 mg (6

pacientes) y de 200 mg (6 pacientes) sobre lasintesis de PGs vesiculares.



Nuevamenteobservamos que con ningunade las dos dosis se obtuvo
inhibicion enlasintesis de PGs (Fig. 3-a). LaFig. 4 corresponde ala

curva obtenidaen 15 voluntarios sanos inyectados con un bolo de CL 100
mg de acuerdo a latécnica descriptaen Métodos. Como podemos observar,
alos 30 minutos después de lainyeccién del bolo, que fue cuando se
extirparon las vesiculas biliares, las concentraciones plasmaticas

obtenidasfueron menores de 10 ug/ml.

Por el contrario el bolode INDO de 50 mg (6 pacientes) inhibid

significativamente (p <0.001) lasintesisde PGI2, PGE2 y PGF2a (Fig. 3-a).

Cuandose valoré la produccidn de 5-HETE, los 2 AINES estudiados se
comportaron enforma distinta. LaFig. 3-b muestraque el tratamiento
con INDO no modificé el 5-HETE producido, mientras que el tratamiento

con CL (200 mg) loinhibid significativamente (p <0.05).

*Medicidn de la expresidn de las enzimas COX-1y COX-2*

Los estudios de Western Blotting permitieron determinarla expresién de

las dos ciclooxigenasas en las vesiculas estudiadas.

Comose observaenlaFig.5A y 5B, la enzima, laenzima COX-1se
encuentrapresente enlavesiculahumana, mientras que laisoforma COX-2
se encuentraausente enestostejidos. EnlaFig. 6 se puede observarla
densidad de las bandas de las dos isoformas de un promedio de seis
vesiculas medidas porel programa Sigma Gel. En la misma observamos que

laisoforma COX-1se encuentraexpresada entre seisy siete veces mas



gue laisoformainducible, yademds que los valores para esta ultima se
considerandentrodel errordel método, es decirque estoindicariaque

en nuestras condiciones experimentales la isoforma COX-2 esta ausente.

*Discusion*

Se ha descripto que las vesiculas biliares de distintas especies

sintetizan PGs3, 21, 22. Por otro lado se ha demostrado que microsomas

de vesiculas humanas normalesincubados con dcido araquiddnico 14C,
producen PGs despuésde 30 minutos de incubacion. Cuando los microsomas
son obtenidos de vesiculas con colecistitis, los valores obtenidos son 2

a 3 veces mayoresy dominalaproduccion de PGE2 y PGI26. En el presente
estudio se encontré que segmentos de vesiculas humanas producen después
deincubarlas con acido araquidénico 14C, PGE2, PGF2ay PGI2, esta

ultimaen una concentracion menor.

En un trabajo previo hemos encontrado que el CLen concentracionesde 4
y 6 ug/ml, que son las concentraciones usualmente halladasen el plasma
de pacientestratados poruna dosis oral de 125 mg, no inhibenla
produccidn basal de PGs en estdmago o pulmdn de animales controles.
Concentracionesde 10 ug/ml de CL o INDO inhiben la produccién basal de
PGs, probablemente producida por actividad de laCOX-119. La
indometacinahasido utilizada como droga control que inhibe
especialmentela COX-1aunque tambiénlo hace con COX-223. En ratas
tratadas con LPS se ha detectado unaumento enlaexpresiéon de COX-2en
elestdmagoyen el pulmdn24. En el trabajo comentado en parrafos

anteriores nosotros observamos que 4y 6 pug/ml de CL llevala produccion



de PGs a valores basales después delaumento observado con el
tratamiento con LPS, lo que indicaria que en estas concentraciones

inhibe las PGs sintetizadas por COX-2.

En el presente estudio envesiculas biliares humanas, concentraciones de
4y 6 pg/ml de CL, enestudios/invitro/, tampoco modificaronla
produccidn basal de PGs, lo que indicaria que en estos pacientes, donde
no hay sefiales de colecistitis, las vesiculas tienen preferentemente
COX-1. Este hecho se corrobora con los estudios de /Western Blot /donde

no se observalaexpresionde laisoforma COX-2.

En otro trabajo publicadorecientementel?y realizado en segmentos sanos
de colon humano hemos estudiado el efecto /invitro/de CLde 4y 6
pg/mle INDO0.03 y 0.3 ug/ml sobre la produccion de PGE2 liberada al
medio de incubacidén. Los resultados mostraron claramente que el CLen
ningunade las 2 concentraciones usadasinhibié lasintesis de PGE2a
diferenciadelalNDO, que lo hizo a concentraciones bajay alta. Por el
contrarioel CL a4 y 6 pg/mlinhibe claramente la produccion de 5-HETE,
mostrando asi una mayor acciéninhibidorasobre lalipooxigenasa que
sobre la ciclooxigenasa. El efecto opuesto se observé con INDO, que a

dosis bajano modificd lalipooxigenasa e inhibié mas de un 50% la

actividad de laciclooxigenasa.

En vesiculas biliares humanas los resultados obtenidos son coincidentes
con losde colon humano. Esto es, el CL /invitro/ inhibe
significativamentelasintesis de 5-HETE a una concentraciéon que no

modificalos productos de la ciclooxigenasa. Es conocido que los



resultados /in vitro/ con los AINES deben tomarse con cuidado dado que
la unidna proteinas es muy alta y esto puede modificarla cantidad de
droga libre que tiene acceso al receptor. Los estudios que utilizan
solucioneslibres de proteinas paranutrirlos tejidos, suelen dar

valores de IC50 mucho mas bajos que los encontrados en estudios /in vivo
/25. Poresta razon decidimos estudiar la actividad de la ciclooxigenasa

y lipooxigenasa de vesiculas biliares en estudios /in vivo/.

En un primergrupo se realizé unainfusién continuade CLajustandoun
ritmo de infusidn que garantizara concentraciones plasmaticas entre 4y
6 ug/ml. En estas condiciones el CLtampoco inhibid lasintesis de PGsy

si disminuyd significativamente la produccién de 5-HETE.

A los efectos de determinarlacurva de concentracidn plasmaticatiempo

de CL se administraron a 15 voluntarios sanos 100 mg de ladroga en bolo.

Como puedeverse enlaFig. 4, despuésde 30 minutosde aplicado el

bolo, las concentraciones plasmaticas resultan menores de 10 ug/ml.

Basados en este parametro farmacocinético se estudid el efecto de CL
inyectadoen boloendosisde 100 y 200 mgy se locomparé con la accidn
de INDO, en unbolode 50 mg, (dosis terapéuticas de ambas drogas).
Nuevamenteel CLnoinhibié sintesis de PGsy disminuyd

significativamentela produccion de 5-HETE.

También observamos que laINDO se comporta de maneraopuesta, estoes,

inhibiendo la actividad de la ciclooxigenasay no modificando la



actividad de lalipooxigenasa.

En los modelos/invivo/ (infusidny bolo) las concentraciones

plasmaticas del CLal momento de la colecistectomiafueron menores de 10
ug/ml. Probablemente los efectos antiinflamatorios del CL, en dosis baja
sedebanaladisminucidonde laactividad de lalipooxigenasay
consecuentemente de los leucotrienos, y el efecto analgésico aacciones

centrales relacionadas con laliberacién de endorfinas26, 27.
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Fig. 2.— Efectode una infusidn continuade clonixinato de lisina /in

vivo/ sobre lasintesis de PGs (2.a) y 5-HETE (2.b). % CPM/100 mg p.h. =
porcentaje de cuentas por minuto por 100 mg de peso humedo. 6 ceto PGF1la
= 6 ceto prostaglandinaFla. PGE2 = prostaglandina E2. PGF2a =
prostaglandinaF2a. LC = clonixinato de lisina. 5-HETE = acido

5-hidroxieicosatetraenoico

Fig. 1.— Efectodel clonixinato de lisina /in vitro/ sobre la sintesis

de PGs (1.a) y 5-HETE (1.b). % CPM/100 mg p.h. = porcentaje de cuentas
por minuto por 100 mg de peso himedo. 6 ceto PGFla = 6 ceto
prostaglandinaFla. PGE2 = prostaglandina E2. PGF2a = prostaglandina

F2a. LC =clonixinato de lisina. 5-HETE = acido 5-hidroxieico-satetraenoico



Fig.3.— Efectode un bolo de indometacinay clonixinato de lisina /in

vivo/ sobre lasintesis de PGs (3.a) y 5-HETE (3.b). % CPM/100 mg p.h. =
porcentaje de cuentas por minuto por 100 mg de peso himedo. 6 ceto PGF1la
= 6 ceto prostaglandinaFla. PGE2 = prostaglandina E2. PGF2a =
prostaglandinaF2a. LC = clonixinato de lisina. 5-HETE = acido

5-hidroxieicosatetraenoico

Fig.4.— Curva concentracion plasmatica - tiempo después de una dosis
endovenosade 100 mg de clonixinato de lisinaen 15 voluntarios sanos.

CL = clonixinatode lisina

Fig.5.— /Western blotting/ paraisoformas de COX en vesicula biliar
humana. A: Membranade nitrocelulosarevelada con un anticuerpo
monoclonal contralaenzima COX-1. El control positivo corresponde aun
homogenato de estdmago de rata control. B: Membrana de nitrocelulosa
reveladacon un anticuerpo monoclonal contra COX-2. El control positivo

corresponde aun lisado de macroéfagos.

Fig. 6.— Densidad de las bandas correspondientes ahomogenatos de
vesiculas, determinadas mediante el programa Sigma Gel. La posicion
relativade labanda fue calculadaa partirde los RF obtenidos usando

marcadores de peso molecular(Bio Rad).
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