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INTRODUCCION

El alcohol es por si mismo un directo
hepatotoxico' y también puede aumentar
la hepatotoxicidad de una gran variedad
de otras sustancias’ de modo que bajas
dosis de hepatotoxinas ambientales, junto
con una ingestion continuada de alcohol,
pueden llevar a una lesion hepética créni-
ca. Aunque se han realizado importantes
progresos, no se han logrado remedios
definitivos en el tratamiento del dafio
hepatico producido por el alcohol. Es por
ello obvio que cualquier investigacién que
pueda suponer una aportacion terapéutica
en este campo tiene un gran interés. En
este sentido en los dltimos afios se esta
prestando atencién al papel protector de
los bloqueantes de los canales de calcio
como diltiazem, nifedipina y verapamil, en
diversos tejidos®’. Es bien conocida la
general implicacion del ion calcio en la
regulacién de numerosos procesos patolo-
gicos y toxicos. Una alteracién en la home-
ostasis del calcio que conduzca a un incre-
mento sostenido del nivel citosélico de
este cation se ha asociado con citotoxici-
dad en respuesta a una variedad de agen-
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tes en diferentes tipos celulares®. La célu-
la hepética también es sensible a este tipo
de alteracién. Una de las hipotesis postu-
ladas para explicar la etapa clave que
sigue a la agresién hepética es el papel
esencial que juega la entrada de calcio a la
célula de modo que el daiio celular induci-
do, es dependiente de la entrada de calcio
en el hepatocito’.

Partiendo de estos precedentes se pos-
tuldé que, agentes que actian disminuyen-
do la permeabilidad al calcio pueden pro-
teger al hepatocito y que los bloqueantes
de la entrada de calcio, al disminuir la
entrada de este catién, pueden reducir las
consecuencias que se derivan de la per-
turbaci6n en su regulacion. También se ha
indicado que estos fairmacos pueden tener
un efecto citoprotector independiente del
bloqueo de los canales de calcio. En esta
linea de investigacion varias publicaciones
sefalan el efecto beneficioso de nifedipina
y verapamil en la necrosis centrolobular
en higado de rata, en situaciones de isque-
mia experimental’. Asimismo se ha postu-
lado, que estos farmacos podrian tener un
efecto beneficioso en el daiio hepatico
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inducido por el alcohol®. En funcion de las
consideraciones precedentes hemos
investigado el papel beneficioso que pue-
den tener verapamil, nifedipina y diltia-
zem, cabezas de serie de los grupos tera-
péuticos de antagonistas de calcio mas
empleados, sobre el dailo hepatico induci-
do por el alcohol.

MATERIAL Y METODOS

Estudios in vitro

Los estudios in vitro se han realizado
empleando suspensiones de hepatocitos
aislados de rata mediante el método de
Seglen. Para la determinaciéon del Ca*
intracelular, [Ca’+];, se cultivaron los hepa-
tocitos durante 24 horas antes de comen-
zar el experimento. Se eligieron las con-
centracioens de etanol de 300 y 500 mM y
el tiempo de incubacién de 45 min como
condiciones experimentales adecuadas
para los estudios de citoproteccion. Los
bloqueantes de los canales de calcio, se
anadieron a las suspensiones de hepatoci-
tos 30 min antes de la adicion del toxico y
a dos concentraciones distintas: 25 y 50
UM cada uno de ellos.

Se ha valorado:

— Actividades ALT, AST y LDH, median-
te la valoracién automéatica en un
analizador Hitachi 704.

— Peroxidacion lipidica’.
— Glutatién intracelular (GSH)".

— Calcio intracelular [Ca*]i, mediante
el empleo de un autoanalizador de
imagen (Magiscan), asociado a un
programa informatico para el calculo
de las concentraciones de Ca’+ a par-
tir de los datos de emisién de fluo-
rescencia y usando Fura-2 AM como
fluorocromo.

Estudios in vivo. Intoxicacion etilica
aguda

Se han utilizdo ratas macho, raza Wis-
tar de 200-250 g de peso, procedentes de
nuestro criadero. La administracion de los
antogonistas se ha realizado siguiendo tres
pautas distintas, que diferian en los tiem-
pos de administracién de los productos asi

48

como en el tiempo de sacrificio de los ani-
males.

Los antagonistas del calcio se admi-
nistraron a dosis de 20 mg/kg de peso,
por via intraperitoneal, de acuerdo con
las pautas ya establecidas. Como vehicu-
lo se utiliz6 suero fisiologico. El etanol se
administré por via oral, a la dosis de 6
g/Kg de peso, diluido con agua al 50%
(v/v). A los animales control se les admi-
nistré una solucién de sacarosa isocalori-
ca. Para cada ensayo fueron empleados
un minimo de seis animales por grupo de
tratamiento.

Se ha determinado:

Actividad sérica de ALAT, ASAT y LDH,
albumina sérica; colesterol y triglicéridos
hepéticos y glucosa sérica (autoanalizador
Hitachi 704). Proteinas hepéticas por el
método de Lowry'; peroxidacién lipidica
por el método de Buege y glutation (GSH)
hepatico™.

Estudios in vivo. Intoxicacion etilica cré-
nica

Se emplearon ratas macho, Wistar de
185+10g de peso inicial. El etanol se admi-
nistré durante 45 dias, empleando la dieta
semiliquida de Lieber-De Carli (dieta con-
trol y etanol), que aporta el etanol como el
36% de las calorias totales. Los antagonis-
tas de calcio se administraron diariamente
(a partir del dia 21) por via oral, a la dosis
de 20 mg/Kg. Inicialmente, durante 7 dias,
se procedi6é al acondicionamiento de los
animales y para ello se administr6 a todos
ellos la dieta control, carente de etanol.
Posteriormente, los animales fueron distri-
buidos en 5 grupos en funcion del trata-
miento recibido. Para cada grupo fue
empleado un namero inicial de 8 animales.
Tras 45 dias, se procedié al sacrificio de
los animales por decapitacion y posterior
extraccion y congelacion del higado en
nitrégeno liquido. Asimismo, se recogieron
muestras de sangre para las posteriores
determinaciones bioquimicas en suero.

Se ha determinado:

Peroxidacion lipidica por el método de
Buege®; glucégeno hepéatico por el método
de McGarry y col.”; glutation (GSH) hepa-
tico'?;, Velocidad de Sintesis Proteica (Ks)'";
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triglicéridos y colesterol hepaticos, asi
como la Actividad Sérica Lactato Deshi-
drogenasa (autoanalizador Hitachi 704).
Estudios histologicos.

RESULTADOS

Efecto citoprotector de los bloqueantes
de los canales de calcio en hepatocitos
aislados de rata

Reinlib y col.” observaron que en la adi-
cién extracelular de distintas concentracio-
nes de etanol provocaba un aumento de
[Ca™]; en el hepatocito, por lo que nosotros
realizamos unos experimentos iniciales con
el fin de comprobar que realmente el etanol
a concentraciones de 500 y 300 mM origina-
ba un aumento del calcio intracelular en
nuestras condiciones experimentales. Se
observo que efectivamente este incremento
tenia lugar en nuestras células.

Con el fin de seleccionar las condicio-
nes experimentales mas adecuadas para
los estudios de citoproteccién, se realizo
un ensayo preliminar en el que los hepato-
citos fueron expuestos a concentraciones
crecientes de etanol durante distintos
tiempos. El dafo celular originado por el
toxico fue cuantificado mediante la deter-
minacién de las actividades. enziméticas
ALT, AST y LDH en el medio de incubacion.
Tras establecer las concentraciones de
etanol de 500 y 300 mM y el tiempo de
incubacién de 55 min como condiciones
experimentales, se procedi6 al estudio del
efecto protector de verapamil, nifedipina y
diltiazem en suspensiones de hepatocitos
intoxicados con etanol. Se determiné la
liberacién de enzimas (ALT, AST y LDH) al
medio de incubacién, asi como el nivel de
glutation reducido (GSH) y la peroxidacién
lipidica en los distintos grupos experimen-
tales,

El etanol, tanto a concentracion de 300
como 500 mM, origind un aumento muy
significativo en la liberacion de ALT, AST y
LDH al medio. También se observé un
aumento en la peroxidacion lipidica
acompafiado de una significativa deplec-
cién del GSH intracelular, como conse-
cuencia de la adicién de etanol al medio
de incubacién.
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Citoproteccion frente a etanol 300 mM

Cuando el etanol se afiadia a la concen-
tracién de 300 mM, verapamil y nifedipina
mostraron su maximo efecto a bajas con-
centraciones (25 uM), reduciendo la libe-
racién de ALT, AST y LDH en un 21, 29 y
23% respectivamente para verapamil y un
38, 29 y 37% para nifedipina. Sin embargo,
diltiazem exhibi6 un efecto mayor cuando
se afadia a la mayor concentracién (50
pM), reduciendo dichas actividades en un
21, 41 y 16% respectivamente. Nifedipina
(50 uM) y diltiazem (25 pM) redujeron de
forma significativa el aumento de la pero-
xidacién lipidica originado por el etanol.
Verapamil también mostré cierta reduc-
cion, si bien ésta no fue significativa. Nin-
guno de los tres antagonistas de calcio fue
capaz de revertir la depleccién de GSH ori-
ginada por etanol 300 mM. La figura 1
muestra el efecto de verapamil, nifedipina
y diltiazem frente al aumento de la peroxi-
dacién lipidica (A), la deplecciéon de GSH
intracelular (B) y la liberacién de LDH (C),
provocado por el etanol 300 mM.

Citoproteccion frente a etanol 500 mM

Al igual que en el caso anterior, el eta-
nol anadido a la concentraciéon de 500 mM
origind un gran aumento en las actividades
enzimaticas ALI, AST y LDH. Verapamil y
diltiazem mostraron mayor eficacia a con-
centraciones superiores (50 pM), reducien-
do la liberacién de ALT, AST y LDH en un
23, 16 y 23% respectivamente para verapa-
mil y en un 33, 28 y 35% para diltiazem. Por
el contrario, nifedipina seguia presentando
un efecto mayor cuando se afiadia a la con-
centraciéon de 25 pM, mostrando una
reduccion del 23% para ALT, 10% para AST
y 16% para LDH. El incremento en la pero-
xidacion lipidica origninado por el etanol,
fue revertido por nifedipina a las dos con-
centraciones ensayadas (25 y 50 pM). Dil-
tiazem fue el Gnico de los tres antagonistas
ensayados capaz de preservar el conteni-
do celular de GSH.

Efecto hepatoprotector de los antagonis-
tas de calcio frente a la intoxicacién eti-
lica aguda

Inicialmente se ensayaron 3 pautas de
administracién distintas segin lo indicado
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Figura 1. Efecto de verapamil, nifedipina y diltiazem (25 y 50 _M), frente al aumento de la peroxidacién
suspensiones de hepatocitos.

Segan Fisher PLSD. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Probabilidad frente al grupo etanol.
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en el apartado de material y métodos. Tras
el andlisis de los resultados obtenidos, se
observd que la pauta mas adecuada para el
estudio del efecto hepatoprotector de los
bloqueantes de los canales de calcio, era
aquella en la que dichos farmacos son admi-
nistrados 1 h antes de la administracion del
etanol, sacrificando los animales 6 h des-
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pués. Los resultados obtenidos siguiendo
esta pauta, se muestran en la tabla 1.

El etanol originé un aumento muy sig-
nificativo en la actividad sérica LDH. Diltia-
zem y verapamil fueron capaces de reducir
dicho incremento. De la misma forma, tam-
bién se observé un aumento en el conteni-

Tabla 1. Efecto de verapamil, nifedipina y diltiazem sobre diversos pardmetros hepéticos tras la into-
xicacion aguda (pauta ¢) y cronica por etanol.

INTOXICACION AGUDA

VERAPAMIL. NIFEDIPINA DILTIAZEM
CONTROL ~ ETANOL + ETOH + ETOH + ETOH
Proteinas 153 + 0,01 167 + 0,01 157 = 0,004 161 + 0,005 164 + 0,71
(mg prot / g tej)
Peroxidacién 26,6 + 0,08 * 32,2 £ 0,19 28,6 + 0,21 33,2+ 0,11 29,2 £ 0,18
(tmol MDA / g prot)
Triglicéridos 5,63 + 0,40 ** 10,23 £ 0,40 7,44 + 0,43 8,73 + 0,89 7,99 * 0,66 *#
(mg / g tejido)
Glutatién (GSH) 040 + 0,02 * 0,30 £ 0,02 0,28 + 0,02 040006 %  039+0,02*
(mg / g tejido)
Glucosa sérica 179,2 + 6,28 1783 £ 18,4 162,5 + 12,3 150,0 £ 5,23 162,4 £ 13,2
(mg / dD)
LDH 402,4 * 41 ** 1029,2 + 129 6578 £ 153 * 836,8 + 187 570,75 £ 46 **
(UL/L) .
” v
INTOXICACION CRONICA
VERAPAMIL NIFEDIPINA DILTIAZEM
CONTROL ETANOL + ETOH + ETOH + ETOH
LDH 8635 £88,7* 13358 % 101 1292,5 + 109 1376,6 + 181 9654 + 50,9 *
(UI/L)
Peso Higado 8,07 £ 0,08 *** 10,50 + 0,41 11,74 £ 0,55 11,40 + 0,54 11,19 £ 0,51
(8)
Triglicéridos 33,3 4,18 #*¢ 1938 £ 32,1 190,8 + 20,9 89,5 + 17,7 188,3 + 16,2
(mg/ g tej)
Peroxidacién 34,2 + 0,16 ** 42,8 + 0,34 32,4 0,14 #3254+ 0.19 # 30,2 £ 0,17 *+*
(umol MDA / g prot)
GSH 1,45 + 0,06 * 1,25 £ 0,05 1,20 £ 0,09 1,33.4 0,06 1,57 £ 0,07 **
(mg/ g tej)
Glucégeno 1,26 £ 0,09 *#+ 0,13 £ 0,02 0,10 £ 0,03 0,22 0,02 1,21 £0,13 ##*
(mg / 100 mg tej)
Ks 39,1 £ 3,65 #%% 232 42,53 21,2 + 1,57 18,1 £ 1,53 32,3+382%
(% renov / dia)

Segiin Fisher PLSD. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. Probabilidad frente al grupo etanol.
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do hepatico de triglicéridos en aquellos
animales intoxicados con etanol. De nuevo
verapamil y diltiazem fueron los antagonis-
tas mas efectivos reduciendo la acumula-
cién de triglicéridos hepaticos. No se
encontraron diferencias significativas en el
contenido hepético de proteinas ni en el
nivel de glucosa en sangre, entre los dis-
tintos grupos experimentales; sin embar-
go, se hizo patente un incremento en la
peroxidacién lipidica acompanado de una
depleccién del GSH hepético en los anima-
les intoxicados. Nifedipina y diltiazem
mostraron un efecto protector, conservan-
do los niveles de GSH. Por el contrario, nin-
guno de los tres bloqueantes de los cana-
les de calcio ensayados fue capaz de
revertir el incremento de la peroxidacion
lipidica originado por la administracion de
etanol, si bien verapamil y diltiazem mos-
traron cierta tendencia a reducir dicho
aumento.

Efecto hepatoprotector de los antagonis-
tas de calcio frente a la intoxicacion eti-
lica créonica

La intoxicacion etilica crénica se reali-
z0 empleando la dieta semiliquida de Lie-
ber-De Carli y segiin el protocolo expuesto
en el apartado de material y métodos. Los
resultados mas significativos, se muestran
en la tabla 1. :

El peso del higado de los animales into-
xicados créonicamente con etanol era signi-
ficativamente mayor que el de los animales
del grupo control. Del mismo modo, se
observ6 un aumento muy significativo de
los triglicéridos hepéaticos que estaba
acompanado por un incremento propor-
cional del nivel de colesterol como conse-
cuencia de la ingesta continuada de etanol.
Ninguno de los tres bloqueantes de los
canales de calcio ensayados fue capaz de
reducir esta acumulacién de grasa en el
higado.

El etanol administrado de forma croéni-
ca origindé un aumento muy significativo en
la peroxidacién lipidica, que como cabia
esperar, iba acompafado de una deplec-
cién en el contenido hepatico de GSH. Nife-
dipina, verapamil y diltiazem revirtieron el
incremento en la peroxidacion; sin embar-
go, Gnicamente aquellos animales tratados
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con diltiazem presentaron unos niveles de
GSH similares a los del grupo control. El
contenido hepatico en glucégeno también
disminuyé sensiblemente como conse-
cuencia de la ingestiéon crénica de etanol.
De nuevo diltiazem se mostré como el
antagonista de calcio mas eficaz, restau-
rando el nivel de glucégneo hepético.

La ingesta continuada de alcohol pro-
vocH una disminucién muy significativa en
la velocidad de sintesis proteica, si bien no
se observaron diferencias en el contenido
hepético de proteinas entre los distintos
grupos experimentales. Diltiazem volvi6 a
resultar el antagonista més eficaz, aumen-
tando significativamente la velocidad de
sintesis proteica. La actividad sérica LDH
aumentd significativamente en los anima-
les intoxicados. Al igual que lo ocurrido
con otros parametros, los animales trata-
dos con diltiazem presentaron unos nive-
les de LDH en sangre significativamente
menores que los del grupo intoxicado con
etanol. Los niveles de albimina y lucosa en
sangre no mostraron diferencias entre los
distintos grupos experimentales.

El estudio histolégico confirmé lo que
ya habiamos observado mediante la deter-
minacién de algunos pardmetros hepéati-
cos, revelando la existencia de esteatosis
en el higado de las ratas intoxicadas croni-
camente con etanol.

DISCUSION

El etanol, sustancia psicoactiva, es fun-
damentalmente un depresor del SNC.
Tiene gran importancia farmacologica
debido a la multiplicidad de sus acciones
biolégicas y por su capacidad adictogéni-
ca, lo que hace del alcoholismo un grave
problema social.

El etanol es capaz de producir una
serie de alteraciones a corto y a largo
plazo sobre la fisiologia humana. Los efec-
tos mas notorios a corto plazo ocurren a
nivel de SNC, mientras que a largo plazo el
alcohol produce alteraciones en varios
tejidos, destacando el higado, 6rgano
donde se metaboliza mas del 90% del eta-
nol ingerido. La metabolizacién del etanol
produce alteraciones celulares que condu-
cen a un dafio hepatico y, en casos de
abuso, a cirrosis hepatica, siendo ésta la
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principal causa de muerte entre los alco-
holicos. Lelblach demostré una relacién
directa dosis-respuesta entre la cantidad
de alcohol consumida y la incidencia de
cirrosis en el higado®.

El acetaldehido producido en la prime-
ra oxidacién del etanol es una sustancia
altamente reactiva, atribuyéndosele gran
parte de los efectos téxicos del etanol por
diferentes mecanismos. Produce una dismi-
nucién de la oxidacion de los acidos grasos
en la mitocondria, aumenta la peroxidacion
lipidica, disminuye la concentracién de GSH
(conocido protector frente a fenémenos
oxidativos) y produce alteraciones en los
grupos -SH de diversos enzimas, inactivan-
dolos y conduciendo a una disminucion
del transporte de proteinas, quedando
éstas retenidas en el hepatocito, produ-
ciendo en ultimo término hepatomegalia.
En una segunda oxidacién el acetaldehido,
en presencia de aldehido-deshidrogenasa,
se convierte en acetato, el cual libera ade-
nosina con la consiguiente vasodilatacion
y aumento en el consumo de oxigeno celu-
lar ya iniciado por la presencia de NADH
generado en las dos oxidaciones.

El propio etanol, sin un metabolismo
previo, es capaz de producir dafio celular
por interaccion directa con las membranas
lipidicas, afectando los mecanismos de
transduccién ligados a receptor, lo que
lleva a una activacion de los enzimas aco-
plados a ellos (adenilatociclasa, fosfolipa-
sa C y fosfolipasa D) con el consiguiente
aumento del calcio intracelular'®. Reinlib y
col.17 observaron que la adicién extrace-
lular de distintas concentraciones de eta-
nol provocaba un aumento de [Ca™}; en el
hepatocito, por lo que se pensd que los
bloqueantes de los canales de calcio, al
disminuir la concentracion intracelular de
este catidn, podrian tener un efecto bene-
ficioso frente al dano hepatico inducido
por el alcohol.

En nuestro trabajo, se ha estudiado la
actividad hepatoprotectora de los bloque-
antes de canales de calcio verapamil, nife-
dipina y diltiazem en modelos in vitro e in
Vivo.

Inicialmente determinamos la [Ca”]; en
Nuestras células, tanto en condiciones
basales (para asegurar una concentracién
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de calcio aceptable, entre 50 y 200 nm)
como en presericia de etanol 300 y 500 mM
para comprobar que, efectivamente, nues-
tras células respondian con un aumento
del calcio citosodlico tras la adicién de eta-
nol al medio. Cuando la célula se pone en
contacto con el téxico, se induce toda una
serie de cambios morfologicos que van a
provocar un daiio celular puesto de mani-
fiesto por un incremento en la liberacion
de enzimas intracelulares ALT, AST y LDH"™.
Verapamil, nifedipina y diltiazem fueron
capaces de reducir la liberacién de enzi-
mas al medio de incubacién. En este senti-
do, en los estudios in vivo también se
observé un aumento en la actividad sérica
LDH. Diltiazem fue especialmente eficaz
reduciendo dicha actividad sérica.

El dafio hepatocelular causado por el
etanol también se pone de manifiesto por
un aumento de la peroxidacién lipidica y
una depleccion de GSH. Estas alteraciones
légicamente son méas pausibles en los
modelos in vivo y mas concretametne en el
caso de la intoxicacion crénica. Nifedipina,
verapamil y diltiazem fueron capaces de
revertir completamente el aumento en la
peroxidacion lipidica originado por la
ingesta continuada de etanol. Respecto a
la depleccién de GSH, se observ6 una ten-
dencia en los tres antagonistas a aumentar
los niveles de este protector hepatico, si
bien sélo se observé una restauracion
completa del GSH en aquellos animales tra-
tados con diltiazem.

Este estudio, apoya la idea de Thurman
y col.? que sugirieron que los bloqueantes
de los canales de calcio podrian proteger
el higado frente al dafio provocado por eta-
nol. El mecanismo exacto por el cual los
antagonistas de calcio previenen el daiio
hepético originado por el etanol no esta
claro. Fl bloqueo de la entrada de calcio no
es el unico efecto citoprotector atribuido a
estos farmacos, sino que se han postulado
otras acciones que contribuirian a dicha
proteccién: un efecto estabilizador de
membranas', la preservacién de la funciéon
y ultraestructura mitocondrial®”, la preven-
cién de la desorganizacién lisosomal, un
aumento del flujo sanguineo en diversos
organos”, asi como un efecto antiperoxi-
dante®” Nuestros resultados apoyan la
idea de que el efecto protector de los blo-
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queantes de los canales de calcio frente al
dafio hepatico inducido por etanol no ocu-
rre por un inico mecanismo.

Las conclusiones que se desprenden
del presente trabajo son las siguientes:

1. En estudios in vitro en hepatocitos
aislados de rata, el etanol a concentracio-
nes de 300 y 500 mM, produce un aumento
de la concentracién intracelular de calcio
libre y un efecto citotéxico que se manifies-
ta en el incremento de la actividad transa-
minasa (ALT, ASTO y lactato deshidrogenasa
(LDH). También origina una depleccion del
glutation (GSH) intracelular asi como un
incremento en la peroxidcion lipidica.

2. Cuando el etanol se aflade a concen-
tracion 300 mM, verapamil y nifedipina
ejercen un efecto citoprotector reducien-
do la liberacion de enzimas ALT, AST y
LDH, si dichos farmacos son afadidos a la
menor concentracion ensayada (25 pM).
Diltiazem también mostrd este efecto pro-
tector siendo mads eficaz a la concentra-
cion de 50 pM.

Nifedipina (50 pM) y diltiazem (25 pM)
reducen de forma significativa el incre-
mento de la peroxidacion lipidica origina-
do por etanol 300 mM.

3. Verapamil y diltiazem, a concentra-
cion 50 pM, ejercen un efecto citoprotector
reduciendo las actividades enzimaticas
ALT, AST y LDH en hepatocitos intoxicados
con etanol 500 mM. Nifedipina sigue pre-
sentando un efecto mayor cuando es aila-
dida a concentracion 25 pM.

El incremento de la peroxidacion lipidi-
ca originado por etanol 500 mM es reverti-
do por nifedipina a las dos concentracio-
nes ensayadas (25 y 50 pM). Diltiazem es el
tnico de los bloqueantes de los canales de
calcio ensayados capaz de prevenir la
depleccién de GSH.

4, En estudios in vivo, la administracion
de una tnica dosis de etanol, produce un
cuadro hepatotéxico caracterizado por un
aumento de los triglicéridos hepaéticos,
peroxidacién lipidica y actividad sérica
LDH y por una disminucién del contenido
hepatico de glutation (GSH).

De las tres pautas de tratamiento ensa-
yadas en la intoxicacién etilica aguda, la
mas eficaz resulta ser aquella en la que los
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bloqueantes de los canales de calcio son
administrados una sola vez, una hora
antes de la administracién de etanol, sacri-
ficando los animales 6 h después. En estas
condiciones, diltiazem parece ser el anta-
gonista mas eficaz, reduciendo significati-
vamente el nivel de triglicéridos hepaticos
asi como la actividad sérica LDH. Asimis-
mo diltiazem es capaz de prevenir la
depleccién de glutation originada tras la
administraciéon de una tnica dosis de eta-
nol. Verapamil es eficaz frente al aumento
de los triglicéridos hepaticos y de la activi-
dad sérica LDH, mientras que nifedipina es
capaz de preservar el nivel hepéatico de
GSH.

5. Se comprueba la validez de la dieta
semiliquida de Lieber-De Carli como mode-
lo experimental para reproducir el dafio
hepatico causado por la ingesta cronica de
etanol. Asi, el cuadro de lesién hepética se
caracteriza por un aumento significativo
de la actividad sérica transaminasa (ALI,
AST) y lactato deshidrogenasa (LDH),
depleccion de glucégeno y glutation hepéa-
tico, incremento de la peroxidacién lipidi-
ca y del contenido hepatico de triglicéri-
dos asi como disminucién de la velocidad
de sintesis proteica. Diltiazem aparece de
nuevo como el mas eficaz de los tres anta-
gonistas de calcio ensayados, ejerciendo
un claro efecto hepatoprotector al revertir
significativamente el aumento en la activi-
dad LDH, recuperar el contenido en gluco-
geno y GSH hepatico, disminuir la peroxi-
dacion lipidica e incrementar la velocidad
de sintesis proteica.

6. Estos resultados sugieren que vera-
pamil, nifedipina y diltiazem ejercen un
efecto citoprotector en hepatocitos aisla-
dos de rata intoxicados con etanol. Los
estudios in vivo muestran a diltiazem
como el antagonista de calcio mas eficaz,
disminuyendo el dafo hepatico provocado
por la administracién de alcohol tanto de
forma aguda como cronica, manifestando-
se este hecho en la recuperacion de diver-
sos parametros hepaticos.

BIBLIOGRAFIA

1. Lieser CS. Alcohol and the liber: 1994 update.
Gastroenteorology 1994; 106: 1085-1105.

ANALES Sis San Navarra 1998, Vol. 21, Suplemento 3



2. WaNG PY, Kanexko T, Tsukapa H, Sato A. Dose
and route dependency of metabolism and
toxicity of chloroform in ethanol-treated
rats. Arch Toxicol 1994; 69: 18-23.

3. ROMERO G, LASHERAS B, SAINZ L., CENARRUZABEITIA
E. Protective effects of calcium channel
blockers in carbon tetrachloride-induced
liver toxicity. Life Sciences 1994; 55: 981-990.

4. SATORRES J, PEREZ-MATEO M, MAyoL MJ, ESTEBAN
A, GrRaELLS ML. Protective effect of diltiazem
against acetaminophen hepatotoxicity in
mice. Liver 1995; 15: 16-19.

5. LanDoN EJ, Naukam RJ, Sastry BVR. Effects of
calcium channel blocking agents on calcium
and centrilobular necrosis in the liver of rats
treated with hepatotoxic agents. Biochem
Pharmacol 1985; 35: 697-705.

6. LEMASTERS JJ, D1 GIUSSEP! J, NIEMINEN AL, HERMAN
B. BLEBBING free Ca® and mitochondrial
membrane potential preceding cell death in
hepatocytes. Nature 1987; 325: 78-81.

7. THomAs CE, REep DJ. CURRENT status of
calcium in hepatocellular injury. Hepatology
1989; 10: 375-384.

8. THURMAN RG, APEL E, BADR M, LEMASTERS JL.
Protection of liver by calcium entry
blockers. Ann N Y Acad Sci 1988; 522: 757-
770.

9.Buece JA, Aust SD. Microsomal lipid
peroxidation. Methods Enzymol 1978; 52:
302-307.

10. Hissin PT, HILF RA. Fluorimetric method for
determination of oxidized and reduced
glutathione in tissues. Anal Biochem 1976;
34:.214-226.

.Lowry OH, ROSEBROUGH NI, FARR AL, RANDALL
RJ. Protein measurement with the folin
phenol reagent. J Biol Chem 1951; 193: 265-
275.

12. ELuman GL. Tissue sulphydryl groups. Arch
Biochem Biophys 1959; 82: 70-77.

1

—

ANALES Sis San Navarra 1998, Vol. 21, Suplemento 3

DANO HEPATICO POR EL ALCOHOL: PERSPECTIVAS ...

13. McGARRY 1D, Kawaima M. From dietary
glucose to liver glycogen, the full cycle
round. Ann Rev Nutr 1987; 7: 51-73.

14. MARTINEZ JA. Validation of a fast, simple and
reliable method to assess protein synthesis
in individual tissues by intraperitoneal
injection of a flooding dose of 3H-
Phenylalanine. J Biochem Biophys Methods
1989; 349-354.

15.LELBacH WK. En: Alcohol Liver Patology.
Khanna JM eds. Addiction Research
Foundation. Ontario. Canada; 1-18.

16. Hoek JB. Ethanol and signal transduction in
the liver. Faseb J 1992; 6: 2386-2396.

17.REINLIB L, AKINSHOLA E, POTTER JJ, MEZEY E.
Ethanol-induced increases in [CaZ2+]i and
inositol  (1,4,5) triphosphate in rat
hepatocytes. Biochem Biophys Res Commun
1990; 173: 774-780.

18. KAMIMURA S, GaAL K, BRITTON RS. Increased 4-
hydrozynonenal levels in alcoholic liver
disease: association of lipid peroxidation
with liver fibrogenesis. Hepatology 1992; 16:
448-453.

19. MicHAEL AD, WHiTING RL. Cellular action of
nicardipine. Am J Cardiol 1989; 64: 3H-7TH.

20.MarsubA S. Protective effects of calcium
antagonist (Nitrendipine) on calcium
ionophore A 23187-induced liver cell injury.
Bull Tokyo Med Dent Univ 1991; 38: 35-44.

21.SHINOHARA M, KavasHiva K, Komor: K.
Protective effects of verapamil on ischemia
induced hepatic damage in the rat. Eur Surg
Res 1990; 22: 256-262.

22.BURKE TJ, ARNOLD PE, GOrRDON JA, BULGER RE,
DoByan DC, ScHRIER RW. Protective effects of
intrarenal calcium membrane blockers
before or after renal ischaemia. Functional,
morphological, and mitochondria stydies. J
Clin Invest 1984; 74: 1830-1841.

55




