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Studio ultrastrutturale epatico in conigli
trattati con diclofenac
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RIASSUNTO

In considerazione del riscontro,
in Letteratura; di-alterazioni
degli-indici di funzionalita epatica;

e di-alcuni casi di epatite-acuta
imputabili all'uso
dell’antiinflammatorio non-steroidéo
diclofenac sodico, & stato intrapreso
uno studio sperimentale sottoponendo
8:conigli ‘ad un trattamento di 14
giorni con-diclofenac (15 mg/kg

al giorno i:m.). Altrettanti

animali sono stati ‘considerati come
controllo. I.a successiva analisi
ultrastrutturale ha evidenziato i
tipici segni della microcolestasi
primaria ¢ secondaria; indicando
I'esistenza nell’animale da
esperimento di.un danno epatico
subliminare da-diclofenac,

-Questo rilievo, trasferito sul piano
clinico, suggerisce particolare cautela
nella somministrazione: del farmaco,
soprattutto nei pazienti‘epatopatici:

Introduzione

11 diclofenac sodico, farmaco anti-
inflammatorio non steroideo derivato
dall’ acido fenilacetico, subisce una at-
tiva biotrasformazione da parte del
fegato, con formazione nell'uomo di
metaboliti glucuronati, che successi-
vamente vengono eliminati per via
biliare (35 % ca?) e renale.

Il fegato & pertanto una possibile
sede degli effetti collaterali del diclo-
fenac sodico, come annotano alcuni
contributi della Letteratura.

* Cattedra di Terapia Medica Sistematica. Uni-
versita degli Studi di Parma,

In uno studio a lungo termine con-
dotto su pazienti affetti da patologia
artrosica, il monitoraggio degli indici
di funzionalita epatica ha evidenziato
in diversi casi una tendenza ad un
innalzamento di ALT e AST, peraltro
non oltre il limite massimo dei valori
normali 2.

In un’altra esperienza clinica effet-
tuata su una vasta casistica di pazien-
ti3, fu possibile rilevare in notevole
percentuale (60 %) di casi un innalza-
mento delle transaminasi, ma questo
rilievo era solo in minima parte (11 su
426) di casi imputabile, a parere degli
autori, al diclofenac stesso.

Si ricorda inoltre in Letteratura il
caso di una epatite acuta da diclofenac
documentata biopticamente *, ed i 3
casi descritti da Morizane ° e Mizogu-
chif, nei quali si & ipotizzata una
patogenesi immunitaria (citotossicita).

La attuali conoscenze sulpossibile
danno epatico indotto da diclofenac e
sulle alterazioni delle aree metaboli-
che epatocitarie sono scarse. Non vi
pare vi sia notizia, infatti, di studi
ultrastrutturali in trials clinici o in
modelli sperimentali.

Questa sinossi introduttiva ¢ la ne-
cessaria ‘ratio’ che ha supportato la
realizzazione di un modello sperimen-
tale, utilizzando il coniglio, il cui pat-
tern di metabolizzazione e di elimina-
zione del diclofenac sodico & simile a
quello dell’uomo, per quanto riguarda
la quota-parte di escrezione biliare *» 7,

Materiali e metodi

L’esperienza ¢ stata condotta su 16
conigli leprati, dell’esta di 3 mesi, del
peso medio di 2,500 Kg (range 2,24~

2,81). Gli animali sono stati nutriti ad
libitum con mangime MIL per tutta la
durata della prova.

Gli animali sono stati successiva-
mente assegnati con criterio casuale a
2 gruppi di pari numero: a 8 & stata
somministrato diclofenac sodico i.m.
alla dose di 15 mg/kg/die, e agli altri
(considerati gruppo di controllo) & sta-
to dato un placebo.

La quantita giornaliera di diclofenac
& stata determinata moltiplicando per
5 (cioe il rapporto tra il tasso metaboli-
co del coniglio e del’uomo) la dose
comunemente impiegata in terapia.

Dopo 14 giorni gli animali sono stati
epatectomizzati previa anestesia. I
frammenti di tessuto epatico prelevati
sono stati prefissati per 2 ore in gluta-
raldeide al 2,5 % in tampone Millonig
apH 7,3-7,4, e successivamente fissa-
ti in soluzio ne all'l % di osmio tetra-
ossido, ed infine disidratati in acetone
ed inclusi in Epon.

Le sezioni ultrasottili sono state
allestite tramite ultramicrotomo LLKB,
contrastate con acetato di uranile e
citrato di piombo sec. Reynolds, ed
esaminate in microscopio elettronico
Philips EM 300.

Risultati

Nei conigli di controllo I'indagine
ultrastrutturale ha evidenziato una to-
tale integritd delle aree metaboliche
dell’epatocita.

Nei conigli trattati si sono invece
osservati:

Polo biliare: a) dilatazione del ca-
nalicolo biliare, con riduzione e ano-
malie morfologiche dei microvilli( vedi
fig. 1);
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Fig. 1.—Fegato di coniglio trattato con diclofenac. Si noti 'aumento della quota lisosomiale, la

dilatazione del canalicolo con alterazione dei microvilli. x 3.400.

b) lieve ispessimento edemigeno fel-
triforme del citoscheletro pericanali-
colare (aspetto ultramicroscopico di
una alterata disposizione dei microfi-
lamenti e dei microtubuli);

Area del reticolo liscio: ¢) frequen-
te presenza di micro-macro vescicole,
anche in aggregati, confluenti ed in
evoluzione, in assenza di segni di iper-
plasia del reticolo endoplasmatico lis-
cio (Fig. 1);

Fig. 2.—Fegato di coniglio trattato con diclofenac. Si notino le aggregazioni lipofusciniche e paraliso-
somiali in zona paranucleare; ed il calo del numero dei ribosomi liberi e aggregati. x 9.100.

d) diminuzione del glicogeno, a re-
golare morfologia;

Area del citoplasma: €) presenzadi
numerosi lisosomi secondari (Fig, 1);

f) depositi di pigmenti elettrondensi
(ferritina, emosiderina) (Fig. 2);

g) diminuzione del numero deiribo-
somi sia legati al reticolo rugoso che
liberi (Fig. 1);
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Di sensibile normalita, Paspetto del
polo vascolare, del nucleo e dei mi-
tocondri.

Discussione

I risultati dell’ analisi ultrastruttura-
le suggeriscono l'esistenza di una mi-
crocolestasi primaria ed anche, in par-
te, secondaria & Questo possibile indi-
ce di iatrogenicita epatica ¢ il risultato
dell’azione indotta del farmaco soprat-
tutto a livello di alcuni ‘pathways’
metabolici deputati alla detossifica-
zione. Fra questi si indicano la mem-
brana canalicolare, le pompe sali-bi-
liari dipendenti ed indipendenti %, ed il
citoscheletro pericanalicolare, con le-
sione delle strutture miofilamentose
contrattili.

L’indagine ultrastrutturale ‘per se’
permette di affermare con certezza che
effettivamente una alterazione esiste,
ma non rivela quale sia il primum
movens fra le alterazioni osservate.
Questo perche non vi sono dati ‘in
vitro® riguardanti gli intimi meccanismi
biochimici della epatolesivita da di-
clofenac.

E’ da notare piuttosto come in ques-
to modello sperimentale il tempo di
latenza della comparsa delle altera-
zioni, nonche la loro costante presenza
negli animali trattati, suggeriscano la
natura di una ‘tossicita diretta’ del
farmaco, mentre gli sporadici rilievi di
epatite nell’uomo sono stati attribuiti
vuoi a cause idiosincrasiche * o immu-
nitarie, come prima menzionato. In
ogni caso la natura delle alterazioni
ultrastrutturali correla con quella delle
epatiti umane da diclofenac sodico, in
cui & stata notata una impronta colos-
tatica *¢, Il rilievo infine 1° dell’assen-
za di effetti collaterali additivi del
diclofenac sodico in pazienti con insuf-
ficienza renale sembra suggerire che la
molecola stessa, e noni suoi metaboliti
idrossilati, sia la responsabile degli
stessi.

Conclusioni

In conclusioni, questa ricerca affer-
ma [Pesistenza di un danno epato-
canalicolare, estrinsecantesi in micro-
colestasi, in assenza di alterazioni obie-
ttivamente rilevabili dello stato del-
I’animale (valutato attraverso peso cor-
poreo, stato di idratazione, etc.) Ques-
to tipo di alterazione subliminare, o
disepatia !!, & stato riscontrato in mo-
delli sperimentali analoghi in seguito a
somministrazione di altri farmaci % 3> ¥,

Pur tenendo conto dei limiti intrin-
seci del trasferimento analogico dal-
Panimale all’uomo, questi risultati sug-




geriscono I’opportunita di un controllo
periodico degli indici di funzionalita
epatica in corso di terapia protratta
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ULTRASTRUCTURAL STUDY OF DICLOFENAC TREATED RABBIT LIVER

Summary

The existence of alterations of common indexes of hepatic function, and the case-reports of acute hepatitis after the use of diclofenac
sodium are the rationale for this experimental study, in which 8 rabbits were given 15 mg/kg day of diclofenac, to check ultrastructural
modifications with respect to a control group. The analysis showed the typical signs of primary and secondary microcholestasis, indicating the
existence of liver distress. This finding, from a clinical standpoint, suggests caution in the administration of this drug, chiefly in the
hepatopathic patients.
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