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El aceite de pescado protege contra el daio gastrico generado
por la administracion de indometacina y adiciona su
actividad anti-inflamatoria a la indometacina en la rata

Fish oil protects against indomethacin-induced gastric injury and adds
indomethacin’s anti-inflammatory action in the rat
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Resumen

El efecto gastroprotector del aceite de pescado se ha identificado en diversos estudios. Sin embargo, su mecanismo de
accién no ha sido completamente dilucidado. El objetivo de este trabajo fue evaluar el mecanismo gastroprotector del
aceite de pescado en el dafo gastrico generado por indometacina y estudiar si existe modificacién del efecto
anti-inflamatorio de indometacina. El aceite de pescado previno las lesiones gastricas inducidas por indometacina, no
revirtié la inhibicién de PGE, pero si bloqued parcialmente el incremento de LTB, inducido porindometacina. El aceite de
pescado suma su efecto anti-inflamatorio a la indometacina.

Nuestros resultados sugieren que una disminucion en los niveles gastricos de LTB, estd involucrada en el mecanismo
gastroprotector del aceite de pescado en el dafo gastrico generado por indometacina. Ademas, la administracién de
aceite de pescado suma su efecto anti-inflamatorio a la indometacina.

Abstract

Several clinical and pre-clinical studies have demonstrated the protective effect of supplementation of fish oil. However
its mechanism of action has not been fully elucidated.

The aims of this study were to examine the gastroprotective mechanism of fish oil and whether fish oil affects the
anti-inflammatory effect of indomethacin.

Fish oil prevented gastric lesions induced by indomethacin. Fish oil did not reverse the indomethacin-induced reduction
of PGE, gastric levels. In contrast, fish oil partially prevented the indomethacin-induced increase in LTB, gastric levels.
Finally, fish oil had an anti-inflammatory effect by itself and adds it to the anti-inflammatory effect of indomethacin.

Our results suggest that a decrease in gastric LTB, levels is involved in the gastroprotective effect of fish oil against
indomethacin-induced damage. Furthermore, the supplementation of fish oil adds its anti-inflammatory effect to
indomethacin’s.

Palabras clave: aceite de pescado; indometacina; dafio Key words: Fish oil; indomethacin; gastric injury;
gastrico; inflamacion. leukotriene; inflammation.
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Introduccion

Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) como la aspirina
e indometacina se prescriben ampliamente para el tratamiento
del dolor y la inflamacién.!- 2 Sin embargo, el uso crénico de
estos fadrmacos puede estar asociado a la generacion de dafio
gastrico.?  Por lo tanto, desde hace tiempo ha surgido la
necesidad clinica de encontrar terapias seguras para el manejo
del dolor y la inflamacién sin causar dafio géstrico.

Estudios clinicos y preclinicos han reportado el efecto
gastroprotector del aceite de pescado en tlceras inducidas por
diversos agentes como etanol,* 3 aspirina,®- 7 indometacina,?
dexametasona,’ estrés inducido por frio!? y ligacion del piloro.”
A pesar de los numerosos estudios que demuestran un efecto
gastroprotector del aceite de pescado, el mecanismo de accién
subyacente no ha sido completamente elucidado. Debido a esto,
creemos que este estudio proporcionard las bases cientificas
sobre el uso del aceite de pescado.

Recientemente, nuestro grupo de trabajo mostré que el dcido
docosahexaenoico (DHA), un 4cido graso poli-insaturado
omega-3 que se encuentra como compuesto mayoritario en el
aceite de pescado, protege contra el dafio géstrico inducido por
indometacina en la rata. Ademads, nosotros reportamos que el
mecanismo gastroprotector del DHA no ocurre a través de la
modulacién de PGE, pero si a través de la prevencién parcial
del incremento de LTB, generado por indometacina en tejido
gastrico.? Sin embargo, el aceite de pescado contiene otros
dcidos grasos poli-insaturados por lo cual, se podria sugerir un
mecanismo adicional o diferente al que present6 el DHA.
Estudios previos han demostrado que la administracién crénica
de aceite de pescado reduce la inflamacién en diversos modelos
experimentales.!!- 12 13 Sin embargo, se desconoce si la
administracion de aceite de pescado podria inhibir o potenciar
el efecto anti-inflamatorio de los AINEs.

Por lo tanto, los objetivos de este trabajo fueron evaluar el
mecanismo gastroprotector del aceite de pescado en el dafio
gdstrico generado por indometacina y determinar si el efecto
anti-inflamatorio de la indometacina se mantiene o incrementa
al administrarlo con aceite de pescado.

Material y métodos

Farmacos
El aceite de pescado (F8020) e indometacina (I7378) se
compraron en Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Animales
Todos los experimentos se realizaron en ratas Wistar hembra
(180-220 g) provenientes del bioterio del Centro de Investigacién
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y de Estudios Avanzados del IPN (Cd. de México, México).
Todos los procedimientos que se realizaron en ratas y su
cuidado se llevaron a cabo de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana para el Cuidado y Manejo de Animales de
Experimentacién (NOM-062-ZO0O-1999) y de acuerdo a las
regulaciones internacionales para el cuidado y uso de animales
de laboratorio. Ademads, todos los experimentos se llevaron a
cabo bajo las guias de “Estdndares €ticos para investigacion en
animales” !* EI tamafio de muestra por grupo fue en promedio
de seis animales. Las ratas tuvieron libre acceso a alimento
estdndar de laboratorio y agua. Las ratas se mantuvieron en
cajas con una rejilla en el piso y se mantuvieron en ayuno 18
horas previas al experimento, sin embargo se les permitié libre
acceso a agua.

Efecto gastroprotector del aceite de pescado en el daiio
gastrico inducido por indometacina

Se formaron cuatro grupos experimentales, a las ratas se les
administré oralmente solucién salina 0.9% (0.5 ml/100 g) o
aceite de pescado (0.5 ml/100 g) durante nueve dias. Al décimo
dia, las ratas recibieron la misma dosis de aceite de pescado o
solucién salina y dos horas después se les administrd
indometacina (30 mg/kg, p.o.) o bicarbonato de sodio al 5%
(vehiculo). Tres horas después, las ratas se sacrificaron en una
cdmara de CO,. Se removid el estdmago y se abri6 a lo largo de
la curvatura mayor. El drea de lesién de dafio gastrico se
determiné en ciego, midiendo el largo y ancho de cada lesion.
La suma del drea de cada lesion en el cuerpo del estomago se
reporté como éreas de lesiones gdstricas (mm?).13

Medicién de los niveles endégenos de PGE, y LTB,

Los grupos que se formaron recibieron solucién salina o aceite
de pescado (0.5 ml/100 g; p.o.) durante 10 dias. En el dltimo dia
de tratamiento, a las ratas se les administré indometacina (30
mg/kg; p.o.) o vehiculo. Tres horas después, las ratas se
sacrificaron en una cdmara de CO,. Se removié el estémago y
se tomo una muestra del cuerpo del estomago, que fue pesada y
se agregd a un tubo eppendorf que contenia 1 ml de buffer de
fosfatos (10 mmol/l; pH 7.4). Cada muestra de tejido se cortd
finamente durante 30 segundos e inmediatamente se colocé en
bafo maria con movimiento (37°C) durante 30 minutos. Las
muestras se centrifugaron (9000 g) durante 1 minuto, y el
sobrenadante se congelé y se almacen6 a -70°C hasta su
andlisis. La concentracién de PGE, y LTB, se determind en el
sobrenadante por medio de un ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (EIA kit Cayman Chemical Co.).

Inflamacion en la pata de la rata inducida por carragenina

Se utiliz6 el modelo inflamacién inducida por carragenina en la
pata de la rata para evaluar el efecto anti-inflamatorio de aceite
de pescado, indometacina y la combinacién de aceite de pescado
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mads indometacina. Se marcd la piel de la pata derecha de la rata
sobre el maléolo lateral, el volumen de la pata se midi6
utilizando un pletismémetro (Ugo Basile Modelo 7140,
Comerio, Italia). A las ratas se les administré oralmente
vehiculo o aceite de pescado (0.5 ml/100 g, p.o.) durante 10
dias. En el dia 10, a las ratas se les administré indometacina (30
mg/kg, p.o.) o vehiculo. Sesenta minutos después, se inyectd
subcutdneamente carragenina (100 ul al 1%, en solucién salina
estéril) en la pata derecha de la rata. Durante seis horas después
de la administracién de carragenina se midi6 el incremento de
volumen de la pata derecha de la rata. La persona que realizd
estos experimentos desconocia los tratamientos recibidos en
cada grupo.!6

Analisis estadistico

Todos los datos se presentan como la media + EEM. Las
comparaciones entre los grupos se realizaron usando un andlisis
de varianza de una via seguido de una prueba de Neuman’s
Keuls’s.  Una diferencia estadisticamente significativa se
consider6 cuando se observé una P < 0.05.

Resultados y discusion

Nuestros resultados mostraron que tanto el tratamiento crénico
con aceite de pescado o vehiculo por si solos no generaron dafio
gdstrico (Figura 1). En contraste, la administracién aguda de
indometacina (30 mg/kg, p.o.) indujo un incremento
significativo en las lesiones gdstricas (23.0 + 3.3 mm?)
comparado con el vehiculo. El pretratamiento con aceite de
pescado previno las lesiones gdstricas inducidas con
indometacina aproximadamente en un 60% (9.3 + 2.2 mm?)
(Figura 1). Para elucidar el posible mecanismo de accion del
efecto gastroprotector del aceite de pescado se determinaron los
niveles gastricos de PGE, y LTB, por ELISA. Los niveles de
PGE, en los grupos bajo tratamiento solamente con aceite de
pescado (402 + 6.1 ng/ g de tejido) fueron similares a las
condiciones basales (45.3 + 9.2 ng/ g de tejido). El dafio con
indometacina disminuyé significativamente los niveles de
PGE, (23.1+x 2.6 ng/ g de tejido). A pesar de que el
pretratamiento con aceite de pescado disminuyd el dafio
gdstrico inducido por indometacina este no previno la
disminucion de PGE, (19.2 + 1.9 ng/ g de tejido) (Figura 2).

Por otro lado, los niveles géstricos de LTB,, se incrementaron
significativamente  después del dafio generado con
indometacina (9.5 + 1.2 ng/ g de tejido), comparado con el
vehiculo (4.3 = 1.1 ng/ g de tejido) y la administracién sola de
aceite de pescado (5.9 = 0.7 ng/ g de tejido). Interesantemente
el pretratamiento con aceite de pescado bloqued el incremento
de LTB, inducido por la administracién de indometacina (4.9 +
0.3 ng/ g de tejido) (Figura 3).
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Figura 1. Efecto de la administracién del aceite de pescado en el

dafio gastrico inducido por indometacina en la rata. Los datos se

presentan como la media + EEM (n=5-7). *P =0.05 vs vehiculo

(VEH), P <0.05 vs vehiculo (VEH) + Indometacina. AP (aceite de

pescado).
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Figura 2. Niveles gastricos de prostaglandina E2 (PGE,) después
del tratamiento con aceite de pescado en el dafio gastrico inducido
con indometacina en la rata. Los datos se muestran como la media
+ EEM (n=5-7) *P =<0.05 vs vehiculo (VEH). AP (aceite de pescado).

Por otro lado, los niveles géstricos de LTB,, se incrementaron
significativamente  después del dafio generado con
indometacina (9.5 = 1.2 ng/ g de tejido), comparado con el
vehiculo (4.3 = 1.1 ng/ g de tejido) y la administracion sola de
aceite de pescado (5.9 = 0.7 ng/ g de tejido). Interesantemente
el pretratamiento con aceite de pescado bloque6 el incremento
de LTB, inducido por la administracién de indometacina (4.9 +
0.3 ng/ g de tejido) (Figura 3).
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Figura 3. Niveles gastricos de leucotrieno B4 (LTB,) después del
tratamiento con aceite de pescado en el dafio gastrico inducido con
indometacina en la rata. Los datos se muestran como la media +
EEM (n=5-7) *P =<0.05 vs vehiculo (VEH). AP (aceite de pescado).



Por tltimo, determinamos el efecto anti-inflamatorio de cuatro
tratamientos distintos seguidos de la administracion de
carragenina en la pata derecha de la rata. La administracién de
carragenina incremento el volumen de la pata progresivamente.
La administracién aguda de indometacina (30 mg/kg, p.o.) o la
administracion crénica de aceite de pescado (0.5 ml/100 g
durante 10 dias) disminuy6 el edema inducido por carragenina
(Figura 4A).
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Figura 4A. Administracién sistémica de indometacina y aceite de
pescado. Las ratas recibieron un pretratamiento con vehiculo
(VEH), aceite de pescado (AP), indometacina (IND) o la
combinacion de ambos compuestos (AP + IND). Los datos se
muestran como la media =+ EEM (n=5-7) *P <0.05 vs AP o IND. vP
=0.05 vs VEH.
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Figura 4B. Porcentaje del efecto anti-inflamatorio de las ratas
pretratadas con vehiculo (VEH), aceite de pescado (AP),
indometacina (IND) o la combinacion de ambos compuestos (AP +
IND). Los datos se muestran como la media + EEM (n=5-7) *P =
0.05 vs VEH. #P <0.05 vs IND.
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El andlisis del porcentaje de inflamacién indicé que la
combinacién de la administracién aguda de indometacina y la
administracién crénica de aceite de pescado genera la adicion
de los efectos anti-inflamatorios de cada formaco administrados
de manera individual y éste es similar en magnitud al efecto
observado cuando se administré cada uno de los agentes por
separado (Figura 4B).

Los resultados del presente trabajo mostraron que ademds del
efecto gastroprotector del aceite de pescado en el dafio géstrico
inducido por indometacina, el efecto antiinflamatorio del aceite
de pescado y de indometacina se suman en el edema generado
en la pata de la rata por carragenina.

Estos resultados son similares a reportes anteriores donde se
observd que el aceite de pescado induce un efecto
gastroprotector contra el dafio géstrico generado por diversos
estimulos nocivos como etanol,* 3 aspirina,® 7 indometacina,?
dexametasona,’ estrés debido a frio!? y ligadura del piloro.’

En nuestro estudio el dafio gédstrico generado por la
administraciéon de indometacina fue evaluado, después de
administrar oralmente aceite de pescado durante 10 dias.
Nuestros resultados muestran que este tratamiento generd un
efecto gastroprotector contra el dafio producido por
indometacina.

En cuanto al mecanismo involucrado en la gastroproteccién del
aceite de pescado, la PGE, protege a la mucosa géstrica a través
de un aumento en la secrecién de moco y bicarbonato .o 17

Sin embargo, en nuestro trabajo el aceite de pescado protege
contra el dafio gastrico sin prevenir la disminucién de PGE,
inducida por indometacina. Probablemente, otros mecanismos
de gastroproteccidn puedan estar involucrados en el efecto del
aceite de pescado. En este contexto, un estudio previo reportd
que el tratamiento con aceite de pescado durante cinco dias,
administrado dos veces al dia, disminuye la secrecién de dcido
y pepsina en el modelo de tlceras generado por ligadura del
piloro.”

Por otro lado, el dafio gdstrico generado por indometacina se ha
asociado con un incremento en el LTB, géstrico.'® Asimismo,
un incremento en el LTB, gastrico induce la acumulacién de
leucocitos en la microcirculacién géstrica que se encuentra
alrededor de las dlceras.'® Ademds esta adherencia de leucocitos
predispone a la mucosa géstrica a sufrir dafio.'®- 2% En nuestro
estudio, la administracién de aceite de pescado previno el
incremento en el LTB, inducido por indometacina. Este
resultado es similar a lo que nuestro grupo reportd
recientemente, donde el acido docosahexaenoico (DHA) no
bloquea la disminucién de LTB, inducida por indometacina.?
Probablemente el DHA se encuentre participando en esta
modulacién del LTB, y por lo tanto del dafio géstrico. Sin
embargo, se requieren mds estudios para elucidar
completamente la modulacién de los niveles gastricos de LTB,
por el aceite de pescado.
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El aceite de pescado contiene otros d4cidos grasos
poli-insaturados omega-3 como el 4cido eicosapentaenoico
(EPA). Ademads, se ha reportado que la resolvina E1, la cual se
sintetiza a partir de EPA, interacciona con el receptor de LTB,
como un agonista parcial y atenda la sefial pro-inflamatoria que
deriva el agonista completo. Por lo tanto, la generacién de
resolvinas podria explicar parcialmente el mecanismo
gastroprotector del aceite de pescado.!®

En este estudio ademds evaluamos el efecto anti-inflamatorio
del aceite de pescado en el modelo de inflamacion por
carragenina en la pata de la rata. Interesantemente, la
administracién de aceite de pescado generé un efecto
anti-inflamatorio. Estos resultados concuerdan con reportes
previos, donde se ha demostrado el efecto anti-inflamatorio de
los 4cidos grasos poli-insaturados omega-3 en diversas
enfermedades.20-21

Este es el primer reporte donde se evalia el efecto
anti-inflamatorio del aceite de pescado en combinacién con
indometacina. En reportes previos, algunas combinaciones de
anti-inflamatorios con productos naturales han demostrado
incrementar el efecto anti-inflamatorio comparado con la
administracién independiente de los farmacos; por ejemplo, la
combinacién de citral con naproxeno genera un efecto
antinociceptivo sinérgico y al mismo tiempo produce una
seguridad gdstrica comparada con naproxeno solo.?2  Sin
embargo, no todas las combinaciones potencian el efecto
terapéutico.

Por ejemplo, el efecto antinociceptivo de aspirina vy
acetaminofén disminuy6 cuando se combinaron con
glucosamina.?> La mezcla de farmacos con productos naturales
es una alternativa terapéutica que se encuentra en auge para
disminuir los efectos adversos de los farmacos y al mismo
tiempo mantener los efectos terapéuticos. En nuestro estudio, la
combinacién de aceite de pescado con indometacina incrementa
la seguridad géstrica sin modificar el efecto anti-inflamatorio de
indometacina.

Conclusiones

El efecto anti-inflamatorio de indometacina y aceite de pescado
se suman al administrarse concomitantemente. Ademas, la
combinacidn de aceite de pescado con indometacina previene el
dafio géstrico generado por el AINE a través de la disminucién
en los niveles gastricos de LTB,.
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