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INTRODUCCION

Los antihistaminicos son sustancias que antagonizan los
efectos fédrmacodindmicos producidos por la histamina.

Este grupo de drogas ha sido obtenido por sintesis y su
mecanismo de accidn lo ejercen ocupando los sitios receptores
gobre las células efectoras bloqueando o impidiendo la respues-
ta de las mismas a la histamina,.

Los antihistaminicos ofrecen gran interés no solamente pa-
ra el estudio de le accién fisioldbgica de la histamina sino
también desde el punto de vista terapbdutico en el tratamiento
de enfermedades como la alergiae.

Desde la descripcién de la accién de la histamina por Dale
y Laidlaw (1910) (1) transcurrieron varios efios hasta el descu~-
brimiento de drogas que blogquearan su actividad.

Los primeros intentos fueron realizados por Bovet y Staub
(1937) (2) en una serie de aminas con funcién eterfenélice, y
en 1942 Halpern (3) propuso un derivado de la dimetil-amina,
el Antergan, que fue el primer antihistaminico usado en tera-
piae.

Luego de la década del cuarenta se obtuvo una informacién
masiva con respecto a la relacidén estructura actividad y se
produjo la sintesis de numerosos compuestos que revelaron te-'

ner propiedades antihistaminicas.

La mayorie de los antihistaminicos pueden ser descriptos



por la siguiente férmula estructural:

Ry oy /R
/x- —g-N\
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La parte central de esta estructura es una etil amina sus-
tituidae -CH2-CH2-N<;presente también en la histamina.

Los R' y R" pueden ser anillos aromédticos y heterociclicos;
el elemento X puede ser un dtomo de oxigeno, carbono o nitré-
geno.

En general, se pueden clasificar como (4):

1) derivados de la propilamina, donde X es un 4tomo de

carbono, por ejemplo la clorfeniremina.

CH

C1-¢ \,/\
CH-CH -CHQ-N/ 3

2) derivados de la etanol amina, donde X es un 4tomo de

oxigeno, por ejemplo la difenhidramina (Benadryl).

" —
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CH3
CH-0~CH,=CH.=N~"
2 2 T\
oy o
3
3) derivados de la etilendiamina, donde X es un 4tomo de

nitrégeno.

A este grupo corresponde la Prometazina (Fenergan), uno

de los antihistaminicos de gran uso en nuestro medio y en otros



paedses y que es motivo del presente estudio.

Su estructura es la siguiente:

CH. CH
3 3
/
CH,~CH-N
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P ave 3
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Clorohidrato de 10-(3 dimetil amino isopropil)fenotiazina

Halpern y Ducrot (1946) (5) encontraron que este derivado
de la fenotiazina tenfa alta actividad antihistaminica.

Este y otros antihistaminicos se administran oralmente y
son absorbidos rédpidamente en el tracto gastro-intestinal.

El principal sitio de metabolizaoién es el higaqo, pero
también son metabolizados en parte en rifién y pulmones (6).

Estos compuestos son hidroxilados y conjugados, procesos
estos que constituyen una desintoxicacién y a su vez conducen
a pérdida de actividad farmacoldégica y facilitan su excrecién
por los rifiones.

La respuesta farmacolédgica de los antihistaminicos y otras
drogas as{ como su toxicidad son controladas en gran parte por
la velocidad a la cual ellas son metabolizadaes.y excretadas.

De un metabolismo de drogas alterado dependerd el destino
metabélico de la droga y también la actividad farmacolébgica
aumentada o disminuida de los metabolitos resultantes. O sea,
de la inhibiciébén o estimulacién de las enzimas que metabolizan

drogas, puede resultar un efecto farmacolégico o toxicolébgico



aumentado (7-11),

Los efectos téxicos asociados con la interaccién de dro-
gas también dependen de la frecuencia de uso de una droga, ye
sea administrada sola o en combinacién con otras.

Los antihistaminicos han encontrado un uso muy extenso y
amplio en la terapéutica moderna, involucrando frecuentemente
la administracién repetide. y combinada con otras drogas (6,12),

Si bien muchos compuestos son capaces de acelerar el me-
tabolismo de drogas y acortar la accién de las mismas por in-
crementar le actividad de las enzimas metabolizantes de dro-
gas, no se dispone de una informacién detallade de los efec-
tos de los antihistaminicos sobre los componentes del siste-
ma microsomal hepdtico involucrado en el metabolismo de dro-
gas.

Este sistema es sumamente inespecifico y procesa un gran
nimero de sustancias extrafias al organismo, controlando tan-
to su degradacién a compuestos menos téxicos como la ocasio=
nal activacién a compuestos méds téxicos (13).

Un caso tipico que ejemplifica como este sistema microso-
mal hepdtico controla el efecto farmacoldégico/toxicolégico
de un compuesto es el de los barbituratos. Si tomamos el ca-
80 de un barbiturato, por ejemplo el pentobarbital, éste pro-
duce sobre un animal un efecto de hipnosis. El animal, bajo
sus efectos sobre el sistema nervioso central y a una dosis

dada, sufre hipnosis durante cierto tiempo. De no existir una



transformacién enzimdtica que destruya el pentobarbital, su
efecto seria tan prolongado que el animal morirfa, puesto que
su liposolubilidad a pH urinario impediria su excrecién renal.

Las enzimas microsomales hepdticas antes mencionadas al
transformar el pentobarbital en metabolitos farmacolégica/to-
xicoldgicamente inactivos y excretables por rifién acortan le
duracibén de su efecto. Es decir, cuanto mayor es la capacidad
metabolizante del sistema microsomal hepdtico que transforma
sustancias extrafias al organismo, menor es el efecto del bar-
biturato, o sea el tiempo que el animal estd bajo sus efectos
hipnéticos. Como el sistema enzimdtico microsomal es sumamen-
te inespeci{fico y procesa infinitas droges, y téxicos dife-
rentes, el medir los efectos que tienen distintos compuestos
sobre el tiempo de hipnosis por un barbiturico, por ejemplo
el pentobarbital, a& menudo permite obtener informacién de ti-
po méds general eplicable a otros compuestos. Esta propiedad
se emplea en este estudio.

Durante los dltimos doce afios, los sistemas enzimdticos
localizados en el retfculo endoplésmico han sido objeto de
numerosos y profundos estudios. Este interés es justificado,
Ya que se ha demostrado que una amplia variedad de compuestos
exégenos son metabolizados en el reticulo endoplésmico, el
cual es disgregado en le homogenizacién en particulas llamg-

das microsomas.

El reticulo endopldsmico es un sistema de membranas del



citoplaesma, que se elabora a partir de la membrana nuclear Yy
se distinguen en é1 dos formas:

1) una forma reticular rugosa con ribosomas

2) una forma tubuler, sin grénulos, lisa, desprovista de
ribosomas.

Si bien los ribosomas juegen un rol importante en la sin-
tesis de proteinas, ellos no contienen las enzimas especificas
para el metabolismo de drogase.

El tretamiento de los microsomas hepdticos con ribonuclea-
sa, la cual destruye los mecanismos de sintesis proteica en
riboéomas, no altera la actividad de las enzimas metabolizan-
tes de drogas. Més avn, se ha encontrado que las enzimas li-
gadas a la superficie lisa metabolizan mds rdpidamente que la
ragosa (14).

La versatilidad de este sistema enzimédtico es virtualmen-
te Unica en biogquimica porque cataliza una amplia variedad de
reacciones diversas como la oxlidecién de hidrocarburos satura-
dos y aromdticos, la dealquilacién de eminas secundarias y ter—
ciaries, la ruptura oxidativa de éteres, la sulfooxidacién de
tioéteres, le epoxidacidén de hidrocarburos arométicos haloge-
nados y alquenos, la oconversidén de fosfotionatos a derivados
fosfatos.

Los primeros estudios sobre la naturaleza de estas engimas
oxidativas demostraron que requerian NADPH & oxigeno molecu-

lar.



El sistema microsomal metabolizante de drogas se piensa
como una funcién oxidasa mixta, mecanismo por el cual el NADPH
reduce un componente de microsomas, el cual reacciona con el
oxigeno molecular para formar un "oxigeno activo" intermedia-
rio.

El oxigeno activo es transferido a la droga (7)

1) NADPH + A + H'__y AH, + NADP"

2) A, + 05— oxigeno activo

3) oxfgeno activo + droga____) droga oxidada + A + H20

NADPH + O, + droga——3 NADP' + H,0 + droga oxidada

2 2

En 1965 Cooper y colaboradores (15) establecieron que el
componente reducido es une hemoproteina, llamada citocromo
P-450, ya que en su forma reducida da un pico de absorcién a
450 nm en precsencia de CO.

Una amplia variedad de evidencias que van desde el hallaz-
go inicial de que 8l citocromo €.inhibe varias reacciones (16)
hasta el hallazgo de que un anticuerpo de la NADPH citocromo
C reductasa bloquee la hidroxilacién de la anilina, han efir-
mado la creencia de que la NADPH citocromo C reductasa media
la reduccién del citocromo P-450,

Es decir, las enzimas involucradas en la reaccién son la
NADPH citocromo C recductasa, une flavoenzima involucrada en

la oxidacién de NADPH; el citocromo P-450, (el cual en su for-

me reducide es considerado A en la reaccién anterior) y una



NADPH citocromo P-450 reductasa, cuya funcién es la reduccién
del citocromo P-450 oxidado (17).

Se puede resumir el funcionamiento mediante el siguiente

esquemas:
Puso  Fe* CO
CO{|nv
2
P@g
+
NADP Fp NH; Fe
Fe*
[Paso Fe** O, ]
. RCH,CH
nADPH Fp i o 2CHy
Fei‘b
" RCH, CH, OH

La proteina férrica no hémica (NHI) se encontrd en micro-
mas de adrenasles y mitocondrias, y se comprobé que actua como
carrier entre la flavoenzima y el citocromo P-450.

A causa de que en su forma reducida el complejo P-450-sus-
trato se combina con el monéxido de carbono, atmésferas que
contienen monéxido de carbono inhiben las reacciones catali-
zadas por este sistema.

Un hallazgo importante en la clarificacién del mecanismo
de este sistema oxidativo fue el descubrimiento de que varios
sustratos ¢ inhibidores se combinan con la forma oxidada del

P-~450 y causan un cambio en el espectro de absorcién.



En general, se observan dos tipos de cambios espectrales:

1) Tipo I, con un incremento de absorbancia a 385-390 nm
y un decrecimiento a 418-427 nm.

Este tipo de cambio espectral lo producen sustancias como
el hexobarbital, la aminopirine y la etilmorfina.

2) Tipo II, con un incremento de absorbancia a 425-435 nm
y un decrecimiento a 390-395 nm; este cambio espectral es pro-
ducido por sustancias tales como la nicotinamida, le anilina,
DPEA (2,4,dicloro 6 fenil etoxi etil amina).

En general, los compuestos que producen cambios espectra-
les tipo I o II, son conocidos como droga tipo I o II respec-
tivamente.

Las evidencias que estos cambios espectrales eran produ-
cidos por interaccién con el citocromo P-450 fueron obtenidas
por Imai, Sato y colaboradores (18), quienes comprobaron que:

a) la magnitud del cambio espectral es proporcional al con-
tenido del P-450 en diferentes preparaciones microsomales.

b) el isocianuro de etilo se combina con los microsomas
aerobios, produciendo un espectro con un médximo a 434 nm.

La enilina, un compuesto tipo II interfiere competitiva-
mente con la unién del isocianuro de etilo al P-450.

Ademds, Lu y Coon (19) encontraron qus el citocromo P-450
solubilizado y parcialmente purificado se combina con compues-
tos tipo I y II dando los espectros ceracteristicos.

Es de gran interés observar que existe una aparente re-
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lacién entre la cinética del metabolismo de drogas y la ci-
nética de interaccién de las mismas con el citocromo P-450.

Si de acuerdo con el método de Lineweaver y Burk (20),
se grafica la densidad 6ptica del cambio espectral versus la
concentracién de la droga, se puede derivar una constante de
disociacién espectral (Ks) de la misma forma en que se obtie-
ne X (1a constante de Micheelis) para la oxidacién de este
mismo compuesto, graficando la reciproca de la velocidad ver—
sus la reciproca de la concentracidne.

En numerosos casos se encontrd que la KS y la Kﬁ eran si-
milares para un compuesto dadoe.

En atmésfera de CO las sustancias tipo I aceleran la re-
duccién del citocromo P-450 por el NADPH, pero las sustancias
tipo II la desaceleran.

Més ain, en aire la oxidacién del NADPH es estimulada por
sustratos tipo I, pero no se afecta o es inhibida por sustan-
cias tipo TITI.

Este hallazgo confirmé que el paso limitante para la oxi-
dacién de compuestos tipo I debe ser la reduccién del comple-
Jo P-450 ~ sustrato (I), cosa que previamente ya habfa sido su-
gerida (21)-

Para las sustancias tipo II aun debe ser determinado.

Es altamente probable que la velocidad de oxidacién de una
droga por los microsomas hepdticos puede ser alterada si se

afecta cualquiera de los componentes del sistema, incluyendo
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el contenido de P-450, la capacidad de un sustrato parea com-
binarse con el P-450, la cantidad de NADPH citocromo C reduc-
tasa, la relacién entre NADPH citocromo C reductasa y P-450 y
le afinidad del sustrato por el complejo "oxigeno activo -
P-450%

Por esta razén, es que se usan una variedad de tests para

evaluar los cambios en la velocidad del metabolismo de drogase.

Variaciones en el metabolismo de las drogas

En ciertas condiciones el metabolismo de las sustancias
exégenas estd acelerado, en ciertos casos, por el contrario,
estd disminuido.

Las aectividades de las enzimaes microsomales pueden ser
modificadas por factores genéticos (22,23), fisiolégicos (24,
.25), y por factores externos como la exposicién a contaminan-
tes ambientales y la administracién de drogas.

La administracién repetida de una amplia variedad de sus-
tancias puede acelerar el metabolismo de las drogas y acortar
le duracién de la accién de la droga por incrementar la acti-
vidad de las enzimas que metabolizan los téxicos y fédrmacos.

La mayoria de los estudios se han hecho con fenobarbital
Yy con los hidrocarburos policiclicos 3-metil colantreno y 3,4
benzopireno.

Iuego del descubrimiento de la induccién por estas sustan-

cias se comprobé que el fenobarbital y los hidrocarburos poli-
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cfclicos ejercian sus efectos por distintos mecanismos.

E1l fenobarbital administrado a ratas intensifica la mayo-
ria de las reacciones catalizadas por el citocromo P-450, in-
cluyendo el metabolismo de etil morfina, hexobarbital, amino
pirina, acetanilida y el 3,4 benzopireno; incrementa la acti-
vidad de la NADPH citocromo C reductasa, el contenido de P-450
y la velocidad de reduccién del P-450 y la magnitud de los cam-
blos espectrales tipo I y II.

La administraciég de 3 metil colgntreno_estimula un grupo
mds limitado de reacciones, aumenta el contenido de P-450 pe-
ro no la actividad de la NADPH citocromo C reductasa ni la
velocidad de reduccién del P-450. Incrementa la magnitud de
los cambios espectrales tipo II, pero no modifica o decrece
los cambios espectrales tipo I (26).

Ademds, el mdximo del complejo citocromo P-450 estd alre-
dedor de los 448 nm mds bien que en los 450 nm, y el coeficien-
te de extincién es mds alto que en los microsomas de los anima-
les usados como control,

Imai y colaboradores (27) encontraron que el isocianuro de
etilo se combina con el citocromo P-450 reducido dendo picos
a 430 y 455 nm y que la altura del médximo a 430 decrece cuando
aumenta el pH y la altura a 455 nm sumenta, y estas alturas se
igualan a pH = 7,4-7,5.

Con la administracidén de 3 metil colantréno, la altura de

los médximos se iguala a pH = 6,9 en lugar de pH = 7,4.
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Estos hallazgos llevaron a la conclusién que los hidrocar-
buros policiclicos inducen la sintesis de una variante de cito-
cromo P-450, llamado P-448.

Iu y colaboradores (28) aislaron y purificaron el citocro-
mo P-450 de ratas tratadas con fenobarbital y el P-448 de ra-
tas tratadas con 3 metil colantreno. Ellos encontraron que los
citocromos purificados eran diferentes con respecto a sSus pro=
piedades inmunolégicas, cataliticas, espectrales y presentaban
distinta movilidad electroforética.

Arcos y colaboradores (29) demostraron que muchos hidrocar-
buros policiclicos incrementan el tamafio del higado con un au-
mento proporcional en las proteinas totales del higado; si bien
ei 3 metil colantreno incrementa el contenido total de protei-
nes no cambia la cantidad de proteinas por gremo de higado.

Gelboin (30) y Kato y colaboradores (31) examinaron los me-
canismos por los cuales el metil colantreno y el fenobarbital
estimulan la sintesis proteica.

El sistema microsomal que incorpora aminodcidos puede ser
descripto operacionalmente como consistente de dos partes: el
RNA mensajero y el sitio de incorporacién de aminodcidos micro-
somal, esto es el complejo proteico de RNA microsomal donde el
mensajero " programa " la incorporacién .

De acuerdo con estos experimentos, se sugiere que el 3 me-
til colantreno produce més RNA mensajero, y el fenobarbital

induce un incremento en el contenido de RNA mensajero microso-



mal, y el nimero total de los sitios de unién microsomales
para el RNA mensajero.

Se ha estudiedo el efecto de los inhibidores de la sinte=-
gis proteica sobre le induccién producida por el fenobarbital
¥y los hidrocarburos policiclicos.

La etionina blogquea la sintesis de proteinas por conver—
tirse. en S adenosil etionina y previene la sintesis de ATP
(32).

La prevencién de la sintesis de proteina por este inhibi-
dor es compleja, porque puede ocurrir a diferentes niveles ta-
les como la activacién de aminodcidos, en la sintesis del RNA
mensajero o RNA de transferencia, o la sintesis del polipépti-
do (33).

La puromicina bloquea la sintesis a nivel microsomal por
prevenir la transferencia de RNA soluble unido a aminodcidos
a la cadena polipeptidica (34).

La actinomicina D es un inhibidor de la sintesis de RNA de-
pendiente de DNA (35).

Se ha encontrado que le etionina previene la induccién de
la benzopireno hidroxilasa y la hidroxilacién de acetil amino-
fluoreno (36,37).

La puromicina inhibe completamente el aumento de actividad
de la benzopireno hidroxilasa producida por el 3 metil colan-
treno, y también la inducecién producida por el fenobarbital en

la N-demetilaoién, en la actividad de la NADPH citocromo C



15

reductasa y el contenido de P-450 (30,38).

Se encontré también que le administracién de actinomicina
D bloquea el sumento de la sintesis de P-450 y de proteinas mi-
crosomales (39).

Si bien el aumento cuantitativo de una enzime puede obte-
nerse por incremento de su sintesis, también puede lograrse por
la inhibicién de su degradacién, o por los dos procesos simul-
tdneamente (40).

ﬁasta hace treinta afios se consideraba generalmente la cé-
1Yla como una mdquina quimica en la cual los nutrientes exdge-
nos se acumulaban para proveer energia, hasta que se comprobd
que los componentes celulares estdn sujetos a un recambio me-
tabélico, siendo sintetizados y reemplazados continuamente.

Sin embargo, hasta ahora, la degradacidén continua de los
componentes celulares ha recibido una menor atencién en los
trabajos de investigacién. Como consecuencia, se han hecho me-
nores progresos en la comprensién de los mecanismos y signifi-
cacidén bioldzgice de la degradacién.

Si bien la continuae degredacién de las proteinas celulares
parece en primerae instancia un suceso que no favorece la eco=
nom{e de la célula, recientes estudios han sefialado diversas
funciones importantes que cumple el recambio proteico.

1) Una funcién importante del catebolismo proteico es pro-
bablemente la remocién de proteinas anormales, las cuales pue=-

den provenir por mutaciones, errores en la expresién genética,



desnaturalizacién o modificaciones quimicas.

La degradacién de los componentes celulares anormales es
especialmente importante en células que crecen lentamente (por
ejemplo: la mayoris de los tejidos de mami{feros), las cuales a
diferencia de las bacterias, no pueden diluir tales proteinas

por crecimiento rédpido.

2) E1 continuo recambio de proteinas puede incrementar sig-
nificativamente la capacidad del organismo a adaptarse a los
cambios que pueden ocurrir en su entorno.

Por ejemplo, en el higado de mamiferos, durante el ayuno
son sintetizadaes las enzimaes apropiadas para las reacciones
catabblices (ejemplo: las enzimas gluconeogénicas), mientras
que muchas de las enzimas involucradas en procesos anabblicos
son degradadas mds rdpidamente (ejemplo: las proteinas riboso-

males) (41).

3)La degradacién proteica es otro camino de ayudea para el
organismo & soportar tiempos dificides.

En todos los organismos las proteinas celulares constitu-
yen un reservorio de energia que puede ser movilizado en tiem-
po de menor ingestién calérica. Esto es, en mamiferos los re-
servorios de proteinas en misculo e higado proveen de eminod-
cldos que pueden ser oxidedos o convertidos en glucosa. La

provisién de tales aminodcidos se regula hormonalmente a tra=-
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vés de efectos tanto en sus velocidades de sintesis como en la
degradacidn.

Por ejemplo, la insulina, que es probablemente la hormona
més importente que afecta el balance proteico en la mayoria de
los tejidos, se encontré que retarda el catabolismo proteico
(42) en misculo cardimoo, higado y tejido adiposo.

Ahora estd bien establecido que las proteinas celulares (ya
sean solubles, de organeles o unidas a membrena) pueden ser sin-
tetizaedas y degradades muchas veces durante el lapso de vide de
la célula.

Las proteinas, en las células de mamiferos, son degradadas
‘a aminodcidos a velocidades caracteristiocas.

Por ejemplo, las proteinas de higado de rate tienen un pro-
medio de vida de 3,5 dies, pero la vide medie de una enzima pue-
de variar entre 11 minutos y 19 dfas.

La explicaoién més simple para esta maercade diferencie en
la estabilidad es que la vida media de la proteina, asi como
sus propledades cataliticas y reguladoras es un resgo inheren-
te de la estruotura proteica. En efecto, existe ahora evidencia
suficiente como para concluir que la selectividad del prooceso
degradativo reside en ;a oonformacién proteica individuel.

Esta afirmacién estd sostenida por ouatro tipo de evidenciass

1) Alteraoioneg en le conformaocién norma} de las proteinas
pueden afeotar marcedamente las velocldades de degradaocién pro-

teica; oomo ya se ha menoionado una funoién Util de la degrada=-



18

cién es la eliminacién de proteinas anormales y potencialmen=
te dafiinas,

Hay numerosas evidencias de que en las células de bacterias
¥y en las células animales se pueden hidrolizar selectivamente
las proteinas anormales. Por ejemplo, la incorporacién de and-
logos de valina y lisina en la hemoglobina de los reticuloci-
tos conduce a un rédpido catabolismo de esta proteina (43).

2) La velocidad degradativa de las proteinas se correla-
ciona con su tamafio.

Se ha encontrado que las proteinas de mayor temefio molecu-
lar se degradan méds rdpidamente que las pequefias (44,45).

Se ha sugerido que una posible base para le correlacién
entre tamafio molecular y velocidad degradativae es que las pro-
tefnas de mayor temefio son més susceptibles a la degradacién
proteolftica (46).

Otra razén serfa que la conformacién nativa de las protei-
nas de mayor tamafio tenderf{a a ser menos estable y por lo tan-
to tienden mds a desnaturalizarse, 1lo que las harfa mids suscep-
tibles al ataque por las proteasas.

Ademds, las protelnas de mayor tamafio pueden contener, con
méyor probabilidad, errores en la secuencia de aminodcidos 1lo
cual alteraria la conformacién'proteica,'lo que conducirfa a

su répida degradacién.

3) ILa interaccién de las proteinas con moléculas pequefias



19

puede cembiar la conformaeocién proteicea y su velooided de de=-
gradaocidn.

Se oconooce un cierto numero de ejemplos en oélulas de ma=-
mi{feros donde la velooidad de oatabolismo proteico cambia como
respuesta a la edicidén de sustratos, coenzimas y otroes factores
que se unen & los polipéptidos. Hay muchas pruebas que indican
que estos efeotos sobre la degradacidén son una consecuencia de
la alteraoién que inducen los ligandos en la oonformacidén pro=-

teioca.

4) Le veloocidad del catabolismo proteioco aparece relaciona~
da oon la sensibilidad a las proteasas in vitro.

Como ya se menoiond, las odlulas animales y baoterianas
pueden degradar seleoctivamente las protefinas anormeles. Gold-
berg (47) ha demostrado que varias oondiciones que inducen a la
formaoién de proteinas anormales y por lo tanto promueven su de=-
gradaocién tembién inorementan la sensibilidad del promedio de
las proteinas celulares a una variedad de endoproteasas.

Hea sido lergamente reconooido que los polipéptidos deanatu=~
ralizados son muoho més rdpidamente hidrolizados por enzimas
proteoliticas que en su oonformaoién nativa (48,49).

El desdoblamiento de oiertos polipéptidos puede inoramentar
le sensibilidad proteoclitica en dos o tres érdenee de magnitud,
Este ofeoto, que eatd bien dooumentado podria explioar la degra-

dacién meleotive de las protefnas en las oélulas (47).

De aocuerdo oon este modelo simple, las protoihan noxmales
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deben participar de ciertos rasgos conformacionales, los cua=-
les previenen su rdpide hidrélisis; las desviaeciones de tal
conformacién las haria entonces méds sensibles a la maquinaria
degradativa.

Ademds, las velocidades de degradacién varfan bajo diferen=-
tes condiciones fisiolégicas. Por ejemplo, en bacterias y teji-
dos de mamiferos, las veloocidades promedio del catabolismo pro-
teico incrementen reversiblemente durante el ayuno (50).

Similarmente, las velocidades promedio de la degradacién
proteica en misculo pueden ser influenciadas por el cambio en
los nutrientes (51), hormonas (por ejemplo: insulina) (52), de-
nervaoién (53) y actividad ocontrdetil (52).

Se ha informado frecuentemente que los inhibidores de la
sintesis proteica también puede reducir la degradacién protei= .
ca tanto en células animales como en bacterias. Estos efectos
inesperados solo pudieron ser demostrados en células con estados
nutricionales pobres.

Es altamente improbable que los inhibidores de la sintesis
proteica pu:idan inhibir la maquinaria degradativa. Inhibiéores
con distintos sitios de accién y estructura pueden todos redu-

cir la degradacién , y ninguno puede puede inhibir la proteoli-

sis en extractos libres de célula (54,55).
Es posible que estos inhibidores bajen el catabolismo pro-
teico en células ayunadas por prevenir le sintesis de una pro-

teasa, que es responsable de la degradacién asumentada.
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Alternativamente, estos inhibidores pueden prevenir la sin-
tesis de un polipéptido que mejora la degradacién durante el a=—-
yuno, ya sea por estimulacién de proteasas ya existentes o por
incrementar la susceptibilided de las proteinas celulares a esas
enzimas degradativas.

Uno de los obstdculos en la comprensidén de la degradacién
proteica han sido las dificultades metodolégicas involucfadas
en la medicién de este proceso.

Un método comunmente usado para estimar la velocidad dezra-
dativa involucra el andlisis de la velocidad a la cual la con-
centracién de una enzima cambia de un estado estacionarieo a otro.

Por medicién de la concentracibén enzimdtica a diferentes
tiempos (por ejemplo, durante la induccién por una hormona) se
calcule la velocidad de degradacién proteica. Este método tiene
sus inconvenientes, ya que se hacen muchas aproximaciones, por
ejemplo: que la velocidad de sintesis y de degradacién son cons-
tentes durante la adaptacién enzimdtica, y que la veldcidad de
pérdida de enzima, luego de remover el inductor es equivalente
a la velocidad de degradacién proteica.

Otra elternativa para la medicién de la degradacién de cier-
tas proteinas (histona, coldgeno) que contienen aminodcidos u-
nicos formados por modificaciones post-translacionales ( como
por ejemplo arginina metilada), le medicién de la produccién de
dichos aminodcidos permite une estimaocién de la degradacién pro-

teica.
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Las téonicas mds difundidas en la aotualided son las que
se basan en el uso de iadtopos.

El método méds cominmente usado involucre une iunica adminise
tracién intreperitoneal o intravenosa de un isétopo precursor
de la proteina, normalmente un aminodcido.

El decaimiento de la actividad especifica de la protefna o
de la cantidad total de la proteina radiocactiva es tomedo como
una medida de la velocidad de degradacidén proteica, con la su-
posiocién que las nuevas proteinas que son sintetizaedas, no son
radioactivas.

Esta situacién ideal no es fédcil de alcanzar experimental-
mente, dado que el amindcido liberado por degradacién proteica
en el organismo puede ser reutilizado en una nueva sintesia,

El grado de reutilizacién de los aminodcidos despuéds de la
incorporacién en la proteine y la liberacidén en el pool intra-
celular es diffcil de estimar. Méds de un cincuenta por ciento
de los aminodcidos del pool intracelular del higado de rata de-
rivan de la degradacidén proteica (56).

La reutilizacién isotdépica puede ser minimizade, tedricamen-
te por el uso de un isétopo cuya probabilidad de reutilizacién
es8 pequeiia. En el higado de animales ureoliticos la 140 guanidi-
no I-arginina aparece como tel isétopo (57).

La forma isotépica de la arginina tiene reutilizacién mini-
ma debido a la gran cantidad de arginasa dei higado. Esto es,el

isétopo adminigtrado es rédpidamente hidrolizado- & urea marcads,
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la cual es excretada; o sea que la arginina marcada que rein-
gresa al pool de aminodcidos libres es también hidrolizada ré-
pidemente, y por lo tanto no es reutilizada.

Otra técnica isotépica se basae en administracién continua
de un precursor marcado cuya actividad especifica es constante.

La velocidad de degradacién es determinada por la velocidad
a la cual la incorporacién se aproxime a su valor médximo. Teb-
ricamente el isétopo saturaria instantdneamente el pool de ami-
nodcidos libres de donde la proteina es sintetizada. Este reque=-
rimiento es una de las mayores limitaciones de este método ya
que la velocidad e la cualle. proteina marcada reemplaza a la no
marcada es funcién no solo de la velocidad de degradacién de la
proteina sino también de la velocidad a la cual el isétopo sa-
tura el pool apropiado de aminodcidos libres.

En este estudio se ha intentado visualizar cudles pueden ser
las consecuencias que la administracién de un antihistaminico
(ejemplo: el Fenergen o Prometazina) puede tener cuando un pa-
ciente recibe simultdneamente otros fdrmacos o estd expuesto a
otros compuestos de naturaleze téxica.

Como se explicé en otra parte de esta introduccién, se tomd
el tiempo de hipnosis por pentobarbital como une medida de res-
puesta a un fdrmaco cuya duracién es inversamente proporcional
e la actividad de las enzimas que metabolizan sustancias extra=-
flas de microsomas hepdticos.

En este estudio se verifica el efeocto que tiene una sola
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dosis del entihistaminico asl como los que tiene la adminis-
tracién repetida.

Se intentan entender los efectos observados en términos
de las interacciones que la prometazina tiene con el sistema
de la oxidasa de funcién mixte tanto in vivo como in vitro.

También se intenta explicar las vaeriaciones que se produ-
cen en términos mds genersles que involucran los papeles que
desempefian los procesos de sintesis y degradacién de protei-
nas.

Finalmente, se intenta destacer la relevancia farmacolé-

gloa y toxicolégica de las observaciones efectuadas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Compuestos usedos

Le 10-(3 dimetil isopropil) fenotiezina (prometazina)
fue obtenida de Laboratorios Wyeth y era grado farmacéutico.
El clorohidrato de puromicina fue adquirido a Sigma Chemi-
cal Co.; la Actinomicina D fue adquirida a Laboratorios Merck.

Ia DL - Leucina ( 1 - 14

¢ ) (actividad especificea 21,9
mCi/mmol) y la L - (140 guanidino) arginina (actividaed especi-

F Y
fice 23,10 mCi/mmol) ( H2Nc(NH)NHNH(CH2)3 CHNH, COOH ) fueron

2
compradas & New England Nuclear.

El pentobarbital sédico y el fenobarbital sédico fueron
de grado farmacédutico. Todas las demds sustancias, enzimas y
cofactores empleados fueron de la mejor calidad obtenible co-

merciaglmente.

Animeles y su tratamiento

En todos los experimentos se usaron ratas albinas macho
cepa Sprague Dawley (180-260 gramos). E1 alimento se les re-
tirdé entre las doce y catorce horas antes de ser sacrificadas,
pero se les proveyé agua a voluntad.

La prometazina se les administré via intraperitoneal, di-
suelta en ClNa 0,9 % en una dosis de 50 mg/kg. Las ratas con-
trol recibieron cantidades equivalentes de solucién fisiolébgi-

CBe

En la determinacién del tiempo de hipnosis producido por
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el pentobarbital, éste se les administré en forme intraperito-
neal disuelto en ClNa 0,9 %, en una dosis de 40 mg/kg, treinta
minutos después de administrade la prometazina.

El fenobarbital fue administrado en una dosis diaria de 80
mg/kg, durante tres dfas o en une Unice dosis de 100 mg/kg co=
mo se indica en los resgspectivos experimentos.

Le Actinomicina D fue administreda una vez al dfa en una
dosis de 80 Wwg/kg, siete a ocho horas antes que la prometazina
o el fenobarbital.

La puromicina fue dada una vez al dia en una dosis de 125
mg/kg, siete u ocho horas antes que le prometazina.

La DL - Leucina (1—140) gse le administréd en solucién fisio-

7 apm/ml, en una dosis de 17 x 10'

légica que contenia 3,4 x 10
dpm/kg (actividad especifica: 21,9 mCi/mmol),

Ia L - (140 guanidino) arginina se les administré disuelta
en solucién fiéiolégica que contenia 17 x .106 dpm/ml, en una
dosis de 85 x lO6 dpm/kg (actividad especifica: 23,10 mCi/mmol).

Los animales fueron sacrificedos por decapitacién en una
guillotina Harvard.

Se los dejé desangrar brevemente Yy posteriormente se ex=-
trajo con rapidez el higedo, el cual fue pesado y procesado.

En los casos en que se tomaron muestras de sangre los anie-
meles fueron sometidos a anestesia superficial con éter; la

sangre fue extraida de la vena cave inferior con una jeringas

heparinizadae.
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Todas las manipulacicnes del higasdo y las operaciones sub-

siguientes se llevaron a cabo entre 0° y 4° C,

Tiempo de hipnosis

Iuego de inyectar al animal con el barbitdrico (pentobar-
bital), se toma como tiempo de hipnosis al lapso transcurrido
desde que el animal pierde su reflejo de enderezamiento hasta

que lo vuelve a recuperar.

Separacién de los microsomas

La aislacién de las frecciones microsomales para la deter-
minacién de etil morfina N-demetilasa, anilina hidroxilasa,
NADPH citocromo C reductasa, citocromo P-450 y P-450 reductasa,
fue realizada por el siguiente método: el higado, una vez ex=-
traido del animal, fue homogenedzado en un volumen igual a
cuatro veces su peso con une solucién de ClK 1,15 % con un ho-
mogeneizador de Teflon-vidrio Potter Elvehjem. El1 homogenato
se centrifugd a 9,000 x g durante veinte minutos. La fracciédn
sobrenadante fue luego centrifugada durante una hora a 105,000
X g en una ultra centrifuga preparative Spinco modelo L.

El pellet microsomal se resuspendid en 13 mililitros de
ung solucién de C1K 0,15 M - 0,025 M Tris-=ClH pH= 7,5.

En esta resuspensién se determinaron anilina hidroxilasa,
etil morfina N-demetilasa, NADPH citocromo C reductasa, cito-
cromo P-450 y P-450 reductasa por los métodos que se detallan

méds adelante.
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Para la determinacién de proteinas marcadas se utilizé la
misma técnica para la separacién de la fraccién microsomal ex-
cepto que el higado, una vez extraido del animal, fue homoge-
neizado en un volumen igual a dos veces su peso con una solu-
cién de sacarosa 0,3 M - EDTA 3 mM.

Los microsomas as{ separados fueron luego resuspendidos en

2 ml de la solucién de sacarosa - EDTA.

Determinaciones enzimdticas y ensayos

Anilina hidroxilasa (AH):

Se determiné la actividad de la anilina hidroxilasa en
microsomas hepdticos de acuerdo con el método descripto por
Imai, Ito y Sato (58), que se basa en la medicién del p-amino
fenol formado por la p-hidroxilacién de la anilina.

La composicién final de le mezcla de incubacién es la si-
guiente: buffer tris 100 mM pH= 7,4, Cl2 Mg 5 mM isocitrato de
sodio 8 mM NADP 0,33 mM, isocitrico deshidrogenasa 0,36 unida-
des/ml, clorohidrato de anilina 10 mM.,

La actividad se expresa en nanomoles de p-amino fenol for-

mado en 15 minutos a 37° C por miligramo de proteina.

Etil morfins N-demetilase (EM-asa):

Fue medida en microsomes hepdticos de acuerdo con el pro-
cedimiento descripto por Castro y Gillette (59), excepto que

la concentracién de etil morfina en la mezcla de incubacidén

fue 10 mM,.
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La actividad estéd expresada en nanomoles de formaldehido

producido en 15 minutos a 37° C por miligramo de proteina.

NADPH citocromo C reductass

Se midié la aotividad de la oitocromo C reductasa en sus-
pensiones microsomales de acuerdo con el método descripto por
Phillips y Langdon (60).

Se basa en la medicién de la velocidad de reduccién del
citocromo C, que en su forma reducida tiene un mdximo pronun-
ciedo a 550 nm, el cual estd ausente en el espectro de la for-
ma oxidada.

La composioién final de la mezcla de incubacién fue: cito-
cromo C 0,05 M, CNK 1 mM, 50 Al de sistema generador de NADPH
compuesto por : 0,2 ml de buffer tris 0,3 M pH= 7,4; 0,2 ml de
012 Mg 1 M, 124 mg de isocitrato de sodlo, 20 mg de NADP y 0,6
ml de isocitrico deshidrogenasa en glicerol obteniéndose una
concentracién final de NADPH 0,9 mM,.

La concentracién de proteinas fue de alrededor de 8 mg/ml,
La actividad se expresé en nmoles de citocromo C reducido/min/

mg de proteina a 37° C.

Determinacién de citocromo P-450 (P-450):

El contenido de P-450 se determinéd en un espectrofotdme-
tro Aminco Chance, segin el método descripto por Schenkman y

colaboradores (61), que se basa en la absorcién a 450 nmetros

del complejo formado por el citocromo P-450 reducido con el
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monéxido de carbono.

La muestra de suspensién microsomal (obtenida como se de-
tallé anteriormente) se divide en dos partes y & una de ellas
se le burbujea CO durante un minuto. Se coloca la muestra en
dos cubetas del espectrofotédmetro, utilizando la que no fue
burbu jeada como blanco.

Se le agrega a ambas cubetas ditionito de sodio (reductor)
Yy se mide la diferencia de absorbancia entre 450-430 nm,

El resultado se expresa como nmoles de P-450/mg ds prote-—
ina, valiéndose del coefiociente de extincién de 91 ml\'I"'lcm-1

(62).

Determinacién de P-450 reductasa (P-450 reductasa)

La velocidad de reduccién del citocromo P-450 por el
NADPH fue determinada en un espectrofotbémetro Aminco Chance
segun el método desoripto por Gigon y colaboradores (63).

Se utilizé una celda anaerébice Aminco (AL 65085) para
traba jar en atmésfera de CO. La suspensién de microsomas he-
pédticos de rata se obtuvo como se detalla en procesamiento
de 6rganos.

Tres mililitros de dicha suspensién saturados con CQO fue-
ron reducidos con el sistema generador de NADPH de la mismg
compogicién que el utilizado para citocromo C reductasa.

La velocidad de reduccién de citocromo P-450 se calculd

a partir de la velocided iniciael de incremento en gbsorbancia
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a 450 nmetros y se expresd en nmoles de P-450 reducido a 25°
C por miligramo de proteina por minuto.

Determinacién de los cambios espectrales producidos por inter-

aceién de la prometazine con el P=450 de microsomas hepdtlcos

Fuercn determinados segun el método descripto por Schenk-
man y colaboradores (61l). Los microsomas hepdticos suspendidos
en solucién buffer tris 0,025 M - C1H - C1lK 0,15 M pH = 7,5 se
agregaron a ambas cubetas de un espectrofotémetro Aminco Chan-
ce y se registréd la linea de base correspondiente a igual ab-
gorbancia de luz,.

La 1inea de base se resté del cambilio en absorbancia produ-
cida por la adicién de prometazina a una de las cubetas y pos-
teriormente se graficéd el espectro diferencial.

Para obtener 1la constante espectral se registraron los
espectros después de cada adicién de prometazina y se graficé
la concentracién dividide la diferencia de absorbancia entre
430 y 490 nmetros en funcién de la concentracién y se calculé
la Ks (61) de acuerdo con el método de Lineweaver y Burk (20).

14

Incorporacién de ~'C en proteinas microsomsles

1
Para medir la incorporacidén de 40 in vivo a proteinas mi-

crosomales se utilizé el método descripto por Diaz Gémez y co-

laboradores (64).
Se tomé una alicuota de 1 ml de la suspensién microsomal

(obtenide como se detalldé en separacién de microsomas) y se le
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agregb 6 ml de dcido tricloroacético (TCA) al 10 % y se cen-
trifugd a 9.000 x g diez minutos a 0° C, Se resuspendié el
precipitado con 5 ml de TCA 81 5 % y se 1o calenté treinta mi-
nutos a 80°-90° C en bafio de agua. Se deJé§ enfriar y se centri-
fugbd a 9.000 x g diez minutos a 0° C. Se lavd luego tres veces
por resuspensién y posterior centrifugacién con 5 ml de TCA al
5 e

Posteriormente, se lavé de la misma forma con etanol: éter:
cloroformo (2:2:1:), con acetona y finalmente con éter.

Luego de secado en estufa a 40° C, se tomaron 10 mg de
proteina y se le agregd 1 ml de dcido férmico, 5 ml de butil-
cellosolve 40 % en tolueno y 15 ml de 2,5 difenil oxazol (PPO)
8 g/1 en tolueno butilcellosolve 3:1.

La radioactividad se midié en un contedor de centelleo 1li-
quido Beckman L S 133.

Al nimero de cuentas obtenidas en cada caso se le hizo la
correccién que corresponde debido a le atenuacién (quenching)
mediante el método que usa el cociente de canales y también se

le restéd el valor correspondiente a la solucién de PPO solo.

Barbitiricos

Para el dosaje de barbitﬁrico, el método empleado es el
descripto por Truhaut y colaboradores (65) que se fundamenta
en la medioién del espectro de absorcién del mismo en el ultra-

violetae.
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Se realiza una primera extraccién del barbitdirico de plas-
ma con éter en medio de buffer PO4 HK - PO4 HK,, (pH= 8) segui-
do por una solubilizacién en fase acuosa con un buffer de bi-
carbonato hidréxido de sodio (pH= 1ll). Se realiza luego una
purificacién por extraccién con éter en medio clorhidrico y
una redisolucién en el buffer a pH= 1ll.

Se mide la absorbencia a 260 y 240 nm, restando le absor-

bancia obtenida a 260 de la obtenida a 240 nm. El1 resultado se

expresa en pg de barbiturico/ml de plasma.

Determinacién de proteinas

La concentracién de proteinas en las suspensiones microso-
males fueron determinadas de acuerdo con el método de Lowry y

colaboradores (66).

Andlisis estadistico

La significacién de la diferencia entre dos valores prome-
dio se determiné por el test de t (67).

Todo experimento en el cual estuviera involucraedo la come=
paracién entre cuatro valores medios, la significacién fue de-

terminada por andlisis de variancia bimodal de acuerdo con el

método de Brownlee (68)%
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RESULTADOS

Efecto de la administracién de prometazinag sobre el tiempo de

hipnosis producido por el pentobarbital

——

Se toma la duracién del tiempo de hipnosis como un Indice
indirecto de la capacidad general del animal de metabolizar
drogas por hidroxilacién.

La administracién de prometazina treinte minutos antes que
el pentobarbital produce una prolongacién significativa sobre
el tiempo de hipnosis.

E1l efecto de prolongacién fue au¥n observado cuando fueron
dades dos dosis de prometazina (una en cade dfa) y el pento-
barbital fue administrado treinta minutos luego de la segunda.

El incremento en el tiempo de hipnosis fue menos marcado
en este caso.

Se determinaron los niveles de pentobarbital en plasma.
Para ello se procedid de la siguiente forma: se le administré
la prometazina (tiempo cero), a los treinta minutos el pento=-
barbital, y & los sesenta minutos se le extrajo sangre, deter-
minédndose la concentraocién de barbituricos de acuerdo con el
método descripto en la parte experimental. No se encontréd di-
ferencia en las ratas tratadas con respecto a los controles
( controles 16,2 X 3,4 pg/ml; tratedas 16,0 b 1,8 ug/ml).

Si se da una inyeccién diaria de prometazina durante més

de dos dfas, la respuesta al pentobarbitel cambia radicalmen-
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te. En efecto, a partir del segundo dfa de administracién has-
ta el cuarto dia se produjo un acortamiento significativo en

le duracién del tiempo de hipnosis (Tabla 1).

Interaccién de la Prometazina in vitro con el citocromo P-450

y la citocromo P-450 reductasa de microsomas hepdticos

La interaccién de la prometazina con una suspensién micro-
somal produce un cambio espectral tipo I, como se muestira en
la figura 1.

La constante espectral obtenida fue Ksp : 2,8 x 10"5 Ky
el cambio espectral mdximo 0,0157 A absorbancia/mg (figura 2).

La etil morfina y el pentobarbital, los cuales son compues-
tos tipo I utilizados en concentracién saturante ( 3 mM y 13
mM respectivamente), fueron capaces de prevenir la produccién
del cambio espectral producidos por la prometazina.

El proceso de reduccién del P-450 en presencia de la pro-
metazina es acelerado considerablemente.

La actividad de la P-450 reductasa en ausencia de prometa-
zina fue de 1,62 X 0y1l1 nmoles de P-450 reducido/mg proteina/
minuto. Cuando se le agregd prometazina a la mezcla de incu-
bacién, en una concentracién final 0,5 ml, la actividad obte-
nida fue 2,04 = 0,18 nm de P-450 reducido/mg proteina/ minuto.

Ambos valores son el resultddo de tres medicionese.

Efecto de la prometazina sobre la actividad de la etil morfina
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Efecto de la administracién de prometazina sobre el tiempo de

hipnosis producido por el pentobarbital

Duracién del Tiempo de hipnosis % de control
tratamiento a en minutos
Dias Control Prometazina

0 95 ¥ 10 170 ¥ 18 ° 179

1 69 % 6 98 £ 14 ° 142

2 107 % 33 47 6 ° 44

3 78 £ 32 47¥12 P 60

4 99 I 22 51 %10 P 52
8

Los animales recibieron una inyeccién intraperitoneal de

prometazina dieriamente en una dosis de 50 mg/kg.

Para determinar el tiempo de hipnosis por pentobarbital, los

enimales recibieron una inyeccién intraperitoneal (40 mg/kg)

a diferentes dias del tratamiento con prometazina y treinta

minutos después de la Ultima dosis de prometazina.

Los controles recibieron solucién fisiolébgica.

Fueron utilizados ocho animales por grupoe.

P £ 0,01
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“imira 13 Interaccién espectral de prometazina en microaorns
herpdtices

.05 microsones hendticos fueron puestos en el espectrofotéd-

meLro en dos cubctas de cvarzo (2,5 mg proteira/ml en buffer

Tria 0,025 i = CIH - C1X 0,15 M pH = 7,9).

Desmef3 de cotablecer la linea de base se adiciond prometa-

zina on wna concentracidén 23,4 ui a 117 MM y se registré el

especlro.

il espectro registrado correspornde a una concentracién de

prorelazina 117 uli,.
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Figura 2 : Determinacién de la constante espcctral dec nromecta=-
zina

Para la determinacién de la constante espectral (Ks) sc utili-

zaron las mismas condiciones cxperimentales que las detalledics

para la figura 1.
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ﬁ-demetilasa in vitro

La adicién de prometazine en una concentracidén de 0,5 mM
g la mezcla de incubacién que contiene microsomas, sistema ge-
nerador de NADPH y etil morfina, inhibe considerablemente la
actividad de la Eli-asa.

Los resultados ilustrados en la figura 3 corresponden a la
representacién gréfica de la ecuacién de Lineweaver y Burk
(20).

El Ks y el Ki es 0,38 mM; la V médxima y la Vi méxima son
20 y 9,5 nmoles de formaldehido/mg proteina/1l5 minutos respec=-

tivamenteo.

Efecto de la administracién de prometazina sobre la actividad

de etil morfinag N-demetilasa, citocromo C reductasa y conte-

nido de citocromo P-450 de microsomas hepdticos

Se administré una dosis de prometazina (50 mg/kg, intra-
peritoneal) y se determiné tres horas mds tarde la actividad
de la EM~-asa, citocromo C reductasa y contenido de P-450, en-
contrédndose que no existia una diferencia significativa entre

el grupo control y los animales tratados (Tabla 2).

Efecto de la administracién repetida de prometazina sobre la

actividad de lg etil morfing N-demetilssa y la anilina hidro-

xilasa

La inyeccién diaria de prometazina (50 mg/kg, ip) durente
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TABIA 2

Efecto de la administracidén de prometazina sobre la actividad

de etil morfina N-demetilasa, citocromo C reductasa y contenido

de citocromo P-450 de microsomas hepdticos

Tratamiento a EM-asa nmoles Citocromo C re- P-450 nmoles/
formaldehido/mg ductasa nmoles/ mg prot. — DS
prot/15 min ¥ ps mg prot/min Z Ds

Control 43 4 153 L 25 0,50 + 0,01
Prometazina 46 = 1 146 = 18 0,51 = 0,01
a

Los animgles recibieron una inyeccién de prometazina (50 mg/
kg, intraperitoneal) y fueron sacrificados tres horas mds
tarde. Los controles recibieron solucién fisioldégica. Todos

los animales fueron ayunedos catorce - dieciséls horas anteos

del sacrificio.
Fueron usados seis animales por grupo.
El efecto de la prometazina sobre todos los pardmetros aqui

descriptos no fue significativamente distinto de los contro-

les ( P> 0,05)
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Figura 3: Tnhibicién no competitiva de la FM-asa por pro-

metazina.

Ta suspensién microsomal ( 22 mgy protefna/ml) y la prome-

tazina fueron incubadas simultédneamente en presencia de

etil morfina ( concentracién final entre 0,25 mM a 2 m¥ )

durante

15 minutos a 37° C.

Al
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cuatro dfas causa un pronunciado incremento en la actividad de
la etil morfina N-demetilasa, que es una enzima microsomal. La
etil morfina N~demetilasa interviene en el metabplismo de la e-
til morfina, un sustrato tipo I, produciendo la hidroxilacién
de la nmisma.

La actividad en el grupo tratado se incrementé al doble que
en el grupo control.

La actividad de la anilina hidroxilasa, la enzima microso-
mal que metaboliza la anilina (que es un sustrato tipo II) pro-
duciendo una para-hidroxilacién, permanece sin cambio.

En contraste, por administracién del conocido inductor de
estas enzimas, el fenobarbital, se incrementé significativa-
mente la actividad de la anilina hidroxilasa y la etil morfi=-

na N-demetilasa (Tabla 3).

Efecto de la administracién repetida de prometazina sobre el

contenido de P-450 microsomel y sobre la actividad de la P=-450

reductasa y citocromo C reductasae

La administracién diaria de prometazina durante cuatro df-
as produce un incremento en el contenido de citocromo P-450 de
microsomas hepdticos; también incrementa la actividad de la
P=450 reductasa y de la citocromo C reductasa.

La relacién de citocromo P-450 a P-450 reductasa es 2,9 en
los animales controles, mientras que en el grupo tratado con

prometazina dicha relacién es 4,1 (Tabla 4).
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Continuacién leyenda Tabla 3
Todos los animales fueron ayunados catorce-dieciséis horas an-
tes del sacrificioe Los controles recibieron solucién fisioléd-
gica y fueron tratados similermente.

Fueron empleados ocho animales por grupo en el experimento
con prometazina, mientras que en el experimento con fenobarbi-

tal fueron empleados cuatro animales por grupo.

b
P<0,01
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TABLA 4

Efecto de la administracién repetida de prometazina sobre el

contenido de citocromo P-450, las actividades de la P-450

reductasa y la citocromo C reductasa de microsomas hepdticos

Control Prometazina = % de
control
Contenido de P-450
(nmoles/mg prot. 0,58 z 0,12 1,07 ha 0,12b 184
Z ps)
P-450 reductasa
(nmoles/mg prot./ 1,69 : 0,34 4,38 A 1,13b 259
min < DS)
Citocromo C
reductasa (nmoles  204,3 z 26,1 286,1 : 23,6b 140

mg prot/min % DS)

a
La edministracién de prometazina fue la misma que la descrip-

ta en la Tabla 3.

Fueron usados ocho animales por grupoe.

b
P< 0,01
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El incremento en el contenido de citocromo P-450 y en la
actividad de la etil morfina N-demetilasa se evidencid ya al
df{a siguiente de la primera dosis, y fue incrementédndose lue-
go con la administracién repetida (Tabla 5).

El aumento en la actividad de la NADPH citocromo C reduc-
tasa fue evidente luego de la segunda dosis de prometazina,
haciéndose luego mds notoria con la administracién de las su~

cesivas dosis (Tabla 6).

Efecto de la administracidén repetida de prometazina sobre el

peso del higado y el contenido de proteina microsomal

La administracién de una dosis diaria de prometazina du—
rgate cuatro dias no produce un sumento del peso del higado
por 100 gramos de peso, pero causa un incremento significa-

tivo en la proteina microsomal por gramo de higado (Tabla 7).

Efecto de la Actinomicina D y lg Puromicina en ratas tratadas

con prometazina

El efecto de estos dos bien conocidos inhibidores de sin-
tesis de proteinas fue probado en ratas tratadas con prometa-
zina.

Ambos inhibidores fueron capaces de bloquear el aumento
de contenido de citocromo P-450 producido por la administra-
cién repetida de prometazina , pero no sobre la actividad

de la etil morfina N-demetilasa (Tablas 8 y 9).
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Continuacién leyenda Tabla 5

recibieron solucién fisiolégica y fueron tratados similarmente.

Fueron empleados seis animales por grupo.

P« 0,05
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TABLA 6

Efecto de diferentes numero de dosis de prometazina sobre la

actividad de la ocitocromo C reductasa microsomel a

Dosis Citocromo C reductase %
nmoles/mg proteina/min. ‘Control
Control Prometazina
L 92,2 £ 19,0 97,9 % 30,0 106
2 165,0 £ 19,4 187,7 ¥ 13,7° 113
3 149,4 £ 32,9 193,0 & 34,3° 129
4 204,3 ¥ 26,1 286,1 % 23,6° 140

? El tratamiento con prometazina es como se indica en la Tabla
Se
Fueron usados seis animales por grupo.

b

P< 0,05
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Efecto de la administracidén repetida de prometazina sobre el

peso de higado y contenido de proteina microsomal

Tratamiento & Peso de higado / Ccontenido de proteina
+
100 g de peso = DS microsomal mg/g de
higado = DS
+ +

; + + b
Prometazina 3,61 - 0,20 31,65 = 1,75
a

El tretamiento con prometazina es como se indica en Tabla 3.

Fueron usados diez animales por grupo.

b
P<0,01
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TABLA 8

Efecto de la puromicina sobre el aumento del contenido de P=450

/\i> y la actividad de la etil morfina N-demetilasa microsomales

producido por pretratamiento con prometazina

a

Tratemiento P-450 EM-asa
nmol/mg proteinsa nmoles de formaldehido/
mg protefna/ 15 minutos
Control 0,60 = 0,11 33,2 £ 6,8
Prometazina 0,85 ha 0,09b 51,8 z 8,6b
Puromicine 0,37 £ 0,04° 11,6 * 4,2°
Puromic.+ Promet. 0,38 s O,O7b’c 17,0 : 4,8b’c

: Los animales recibieron una ihyeccién dierie ip de prometa-
zina (50 mg/kg) y puromicina (125 mg/kg) durante cuatro df-
as. La puromicina fue dada siempre siete = ocho horas des-
pués de la prometazina.

Los animales fueron sacrificados la mafiana del quinto dia
¥ sus higados fueron procesados como se describe en Métodose.

b
P« 0,05 comparado con el control,

c

El valor de P para el efecto de la puromicina sobre el in-

ocremento producido por la prometazine en el contenido de
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Continuacién leyenda Tabla 8

P=-450 obtenido por andlisis de variancia fue < 0,05 y pare
EM-asa) 0,05,

E1l incremento de le actividad de la EM-asa producido por la

prometazina en controles fue 156 y los tratados con puromicina

fue 1460
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La dosis administrada de Actinomicina D no tuvo efecto
sobre la accién de prometazina sobre la citocromo C reducta-
sa, en cambio bloquea efectivamente el efecto inductor del

fenobarbital sobre el citocromo P-450 (Tablas 10 y 11).

Efecto de la administracién repetida de la prometazina sobre

140 Leucina en proteinas microsomales

la incorporacién de

La administracién repetida de prometazina no evidencié un

incremento en la incorporacién de 14

C Leucina en protefnas mi-
crosomales en ratas tratedas con prometazina (con unae dosis

diaria) de uno a cuatro dfas (Tabla 12).

Efecto de la agdministracién de prometazina sobre la degradacibn

de protelnas microsomales

Administrando una sola dosis de prometazina a animales
tratados previamente con(l4c guanidino) arginina se encontré
que habia una diferencia significative en la deseparicién de
la radioactividad de las proteinas microsomsles, encontrdndo-
se unea mayor marcecién en las ratas tratadas con prometazina

con respecto a las ratas utilizadas ocomo controles (Tabla 13).
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TABLA 9

Efecto de la aedministracidén de Actinomicina D sobre el aumento

del contenido de P-450 y etil morfina N-demetilasa microsoma-

les por pretratamiento con prometazina

Tratamiento P-450 El-asa
nmol/mg proteine nmoles de formaldehido/

mg proteina/ 15 mintos

4

Control 0,46 = 0,04 17,7 * 3,0

b
Prometazina 0,74 z 0,07b 35,7 z 647
Actinomicina D 0,32 ¥ 0,05° 11,1 ¥ 2,8 °
Actin.D+Promet. 0,39 % 0,04 P1° 19,3 £ 3,2 ¢
a

Los animales recibieron una inyeccién ip diaria de prometa-

zina de 50 mg/kg y Actinomicina D (80 Ug/kg) durante cuatro

di&So

La Actinomicina D fue dada siempre siete -~ ocho horas des-
pués de la prometazina. Los animales fueron sacrificados
la mafiang del quinto dfa y los higados fueron procesados co-

mo se describe en Métodos.
P«<0,05 comparados contre el control.

El valor de P sobre el efecto total de la Actinomicina D so-
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Continuacidén leyenda Tabla 9

bre el incremento producido en el P-450 la actividad de la
EM-gse obtenido por andlisis de variancia fue < 0,05 y » 0,05
respectivamente. E1 % de incremento en la actividad de la
EM-asa provocada por la prometazina con respecto al control

fue 201 y en los tratados con Actinomicina D fue 173 %.
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TABIA 10

Efecto de le administracidén de Actinomicina D sobre el aumento

de contenido del P-450 microsomal producido por pretratamiento

con fenobarbital

Tratemiento = P-450
nmol/mg proteina

Control 0,45 £ 0,08
Penobarbital 0,82 % 0,17 °
Actinomicina D 0,31 = 0,08 ©

d
Actinomicina D + Fenobarbital 0,47 z 0,08
8

E1 fenobarbital fue administrado en una sola inyeccidén ip en
una dosis de 100 mg/kg y los animales fueron sacrificados
cuatro dias después. La Actinomicina D fue dada en forma ip

durante cuatro dias en una dosis de 80 mg/kg.
P < 0,01 comparado con los controles

P { 0,05 comparado con los controles

El valor de P para el efecto global de la Actinomicina D
sobre el aumento del contenido de P-450 inducido por el

fenoberbital obtenido por andlisis de variencia fue < 0,05
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TABLA 1l

Efecto de la administracién de Actinomicina D sobre 91 aumento

de actividad de le citocromo C reductasa producido por pretra-

tamiento con prometazina

Tratamiento Actividad de la citocromo C

reductasa nmoles/mg proteina/min ZDps

1+

Control 164

28
. + b
Prometazina 222 -~ 14
Actinomicina D 113 F g°
Acte D + Prometazina 151 ¥ 18°
a

Administracién de prometazina y Actinomicina D como en tabla

9.

b
P £ 0,05 comparado con control

El valor de P para el efecto global de la Actinomicina D
sobre el incremento producido por la prometazine en la ac-

tividad de la citocromo C reductasa obtenido por andlisis de

la variancia fue » 0,05
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TABLA 12

Efecto de la administracidén repetida de prometazina en la

incorporacién de Leucina en proteinas microsomsles

14

Tratamiento a C Leucina incorporada en proteinas

microsomales dpm/mg prot. Ips

Dias Control Prometazina
1 2231:/,2 I 304,6 2&-{,—\6_5 219,2 °
2 3276,3 = 273,7 3193,8 < 459,7 °
3 3453,0 = 248,2 3435,8 £ 250,2 ©
4 3032,5 + 226,8 3052,0 % 136,6 ©

ILa prometazina fue administrada en dosis dieria como se in-

dica en la Tabla 1l.

14
4C Leucina (33 x 10'7 dpm/kg) fue administrada veinticuatro

horas después de la Ultima Gosis de prometazina o solucién
fisiolbgica.

Los enimales fueron sacrificados doce horas después de la
administracién de 140 Leucina y sus higados fueron procesados
para la aislacién de proteinas microsomales y contados como

se indica en Mé&todos.

Fueron empleados seis animales por grupo.

P > 0,05
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TABLA 13

Efecto de la administracién de prometazina sobre la degradacién

de proteinas microsomales

(140 guanidino) % Control

Tratamiento a
arginina incorporada
en proteina microsomal

( dpm/mg proteins — DS)

Control 86,6 z Tyl
Prometazina 128,6 h 13,0b 148
a

Los enimales fueron ayunados 12-14 horas antes de ser sacri-
ficados. Los higados fueron procesados para la aislacién de
proteinas microsomales como se indica en Métodos.

La 140 guanidino arginina fue dada 48 horas antes del sacri-
ficio ( ocho de la maflana del primer dfa en una dosis de 85
x 10° dpm/kg, ip).

La prometazina fue administrada a las ocho de la noche del
segundo dia, doce horas antes que los animales fueran sacri-

ficados ( ocho de la maflana del tercer dia).

Fueron usados seis animales por grupoe.

P £ 0,05
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DISCUSION

Ia administracién previa de prometazina tiene un efecto
bifédsico sobre el tiempo de hipnosis por pentobarbital que de-
pende de la frecuencia de su administracidn,

En efecto, cuando el animal recibe una sola o dos dosis
de prbmetazina, la eccién de una posterior inyeccién de pento-
barbital es mucho mds larga. En cambio, si se administran tres
o méds dosis (una por dfa) el efecto es el opuesto, es decir,
se acorta significativamente el efecto del pentoberbital. Si
se considera que tal cual se anticipara en la Introduccién, el
tiempo de hipnosis producido por un barbitdrico como el pento-
berbital suele reflejar variaciones en el proceso del metabo-
lismo del mismo en microsomas de higado (no siempre como vere-
mos més adelante), los resultados arriba sefialados sugieren que
la prometazina podria producir un efecto bifdsico sobre las oxi-
dasas de funcién mixta de microsomas de higado tal cual lo ha~
ceri otros compuestos (69), inhibiendo a tiempos cortos o unica
dosis e intensificando su accién e tiempos largos o dosis repe-~
tidas. Es por ello que para el andlisis de su accién se dividi-
rd este andlisis en dos partes. Una que tiende a interpretar
los efectos despuéds de una sola dosis que resultan en la pro-

longacién del efecto del pentobarbitael. La otra, la que ocurre

ocuando el animal recibe varias dosis_(ejemplo : cuatro) y que
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resulta en un acortamiento significativo de la duracidén del
efecto del pentobarbital.

Cuando el animal recibe una sola dosis de prometazina no
se producen cambios en el contenido de ninguno de los compo=-
nentes del sistema de la oxigenasa de funcidén mixta de micro-
somas hepdticos tres horas después de haberla administrado.

En efecto, el contenido de P-450, citocromo C reductasa y

etil morfine N-demetilasa no varfian tres horas después de una
Unica dosis de prometazina, aunque si lo hace 24 horas después.
Este experimento excluye posibles efectos sobre el metabolismo
de drogas tipo barbiturato medidos por dafio a componentes del
sistema microsomal, por ejemplo el P-450 del tipo descripto en
literatura para sustancias como el tetracloruro de carbono, el
secobarbital, la dimetilnitrosamina, la tiocacetamida, el N hi-
droxiacetileminofluoreno y otros compuestos (70-73).

De haber ocurrido esos efectos también hubiese podido ex-—
plicar la prolongacién del efecto del pentobarbital después de
una sola dosis de prometazina. E1 que no ocurrs ese tipo de in-
teracciones destructivas irreversibles, obliga entonces a ana-
lizar otro tipo de posibilidades.

Le primera pregunta a responder es si la prometazina es ca-
paz de inhibir & las enzimas que metabolizan de modo inespeci-
fico sustancias extrafias al organismo, teles como el pentobar-

bital o la etil morfina (es el mismo sistema enzimético, solo
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que por razones de facilided y precisién de técnicas se usa
medir metabolismo de etilmorfina por demetilacién, IX-asa).

Nuestros resultados indican que en efecto, la prometazina
inhibe no competitivemente a la EM-asa. Ello lo hace, no obs-
tente, a concentraciones mds altas que las que ocurren in viw
en microsomas después de dosis como la inyectada. En efecto,
resultados previos del leboratorio de Slater (74) detectaron
concentraciones del orden de 1,6 jumolar que son més bajas que
las aqui empleadas.

También se detectaron interacciones con el citocromo P-450
tal cual lo revelan los cambios espectrales tipo I que produce
la prometazina al actuar sobre sus funciones microsomales.

Segin estudios de otros autores la produccién de cambios
espectrales tipo I evidencla interaccién con la porcidén apo
proteina del P-450 (61). Esta interaccién es competitiva con
le que produce el pentobarbital o la etilmorfina que también
causan cambio espectral tipo I. Para explicar cémo esta inter-~
accién competitiva con la etilmorfina podria explicar una in-
hibicién no competitiva de la EM-asa puede ser importante te-
ner en cuenta que la EM-asa mide el proceso global de metabolis~
mo en el cual la formacién del complejo con el P-450 no es el
paso limitante sino el proceso de reduccién del P-450,(21)

La prometazina ejerce sobre éste Ultimo un efecto de sen-

tido opuesto y ello complica la interpretacidn. También pueden
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tener que ver en el efecto de la prometezina sobre la Ell-asa
las acciones que se sabe tiene ese compuesto sobre membranas
(75-77), las cuales & su vez son soporte de la EM-asa. A pesar
de que todas estas interacciones aqui descriptas podrien expli-
car los efectos de una sola dosis de prometazina sobre el efec-
to del pentobarbital in vivo, ellas parecen no tener gran im-
portancia. En efecto, si la prolongacién de la accidén del pen-
tobarbital se debiers a que la prometazina inhibe su metabolis=-
mo en el higado, entonces los niveles en sangre de pentobarbie-
tal en animales pretratados con prometazina debieran ser méds
eltos que en los no tratados y ello no sucede. Esto sugiere

que el efecto potenciador de la prometazina sobre la hipnosis
por pentobarbital se ejerce al nivel del sistema nervioso cen-
t1al o sea el receptor de la accién de los barvituricos. En
este sentido es importante destacar la conocida accién depre-
sora que tienen tanto el pentobarbital como los antihistamini-~-
cos, entre ellos, la prometazina (6).

Los efectos inhibidores directos antes apuntados pucden
tener importancia en estudios 41in vitro o in vivo si la dosis
recibida por elgune rezfn es muy alta (accidental, suicida,etc).

El efecto de acortemiento de la acciédn hipnética del pento-
berbital que ocurre cuando el animal ha sido pretratado con do-
sis diarias repetidas de prometazina, sugiere que estd aumente-~
da la capacidad del sistema microsomal hepdtico gue metaboliza

en esta condicién experimental
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As{ parece también indicarlo el haber eancontrado que el
metabolismo de otro sustrato que como el pentobarbital es ti-
po I, caso de la etilmorfina, estd aumentado considerablemen—
te después de tratar repetidamente con prometazina. Lste au-
mento de la EM-asa parece deberse a gque en esas condiciones
experimentales estd significativamente incrementado el conte-
nido de P-450 y la actividad de la P-450 reductasa ya sea me-
dida como tal o usando citocromo C como sustrato. Ambos,el
P-450 y la reductasa son componentes esenciales del sistema
transportador de electrones microsomales que metaboliza el
pentobarbital, la etilmorfina y un sinnumero de otros compues-
tos (78-80).

El hecho de que el tratamiento repetido con prometazina
aamenta el contenido de proteina microsomal (aunque no el peso
del higado por 100 gremos de peso corporal), hace que la capa-
cidad global hepdtica para metabolizar sustancias extrafias es-
t8 considerablemente aumentada.

El aporte del proceso de sintesis de proteinas es necesag-
rio para el gumento de contenido de P-450 microsomal que se
observe después de la administracién repetida de prometazina.
Ello queda claramente evidenciado por el hecho que tanto la
actinomicina D como la puromicina bloquean el efecto de la pro-
metazinae.

La actinomicina D inhibe la sintesis de proteina por ovlo-

quear la sintesis de m~RNA que requiere DNA y lo hace porque



65

se une con gran afinidad al DNA (35).

ILa puromicina, en cambio, ectia sobre el proceso de tras -
lacién e inhibe la sintesis de proteina porque del mismo modo
gque un AA-tRNA, puede servir de aceptor de la cadena peptidica
naciente que estd unida al ribosoma como peptidil—tRNA (34).

Ni le aotinomicina D ni la puromiocine son capaces de blo-
quear en cambio el aumento de sotividad de la citocromo C re-
ductasa que produce la administramcidén repetida de prometaszina.
Ello parece sugerir que, &n contreste ocon lo observado para el
caso del aumento del P=450 microsomal, en este oaso la sintesis
de proteina no desempefia ningu¥n papel.

Una posibilidad de eéxplicar este efecto de la prometazina
podria derivar del conooido efeoto que tiene este compuesto so=-
bre las membranas bioldégicas y que es de tipo detergente (75-77).

Se sabe que otros compuestos que son capaces de lnteraccio=-
far con membranas ye sea ocomo detergentes 0 como solventes son
capaces de activar a la citocromo C reductgsa microsomal (60),.

Otra posible interpretacién del fendmeno de aumento de ac-
tividad de la ocitocromo C reductase por administrecidn repeti=-
da de prometagzina, podrim ser que ya sea la prometagina o algu-
no de sus metabolitos faocilitara el flujo de electrones del
NADPH al citooromo O mediado por la enzimas De algun modo esta
posibilidad he sido observada en nuestros experimentos sobre

los efectos de la prometagina sobre el proosso de reduccidén
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del P-~450 por la P-450 reductasa ( que es idéntica con la cito-
cromo C reductasa).

E1l hecho de que el incremento de contenido de P-450 micro-
somal que produce la administracién repetide de prometazina
requiera el aporte del proceso de sintesis de proteina no sig-
nifica necesariamente que este proceso esté acelerado por efec-
to de la droga.

Ello, en efecto, no es asi, tal cual lo evidencian los es-
tudios sobre incorporacién de leucine marcade en proteinas mi-
crosomales hepdticas de animales pretratados con prometazina.
En esos estudios no se observéd diferencia entre la incorpora-
cién obtenida en animales controles o tratados. El1 aumento de
contenido de P-450 microsomal se produce porgue mientras el
proceso de sintesis de proteina hace su aporte habitual el pro-
ceso de'degradacién de proteinas estd desacelerado por accidn
de la edministracién repetida de la prometazina. Ello quede
claramente evidenciado en los experimentos en los cuales las
proteinas microsomales hepdticas fueron premarcadas con 140
guanidino-arginina. La estabilidad de la marca fue siénifica -
tivamente mayor en los animeles tratados con prometazina que
en los controles.

Resumiendo, la sintesis de proteine es necesaria aunque no
estéd acelerada porgue provee la cantidad hab;tual de P=450 y

éste se acumula porque es degradedo a menor velocidad que a la
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que suele hacerlo. En 1lo que respecta al mecanismo por el cual
le prometazina inhibe los procesos de degradacién proteica, po-
drien ser de interés los efectos descriptos por varios autores
que tiene la prometazina sobre la membrane lisosomal con la
oonsiguiente estebilizacién de le misma (76). Ello es particu-
larmente relevante por cuanto se cree que los lisosomas desem-
pefian un papel de importancia en los procesos degradativos ce-
lulares (81-84).

Otra posibilidad existente es que la prometazina inhiba al-
gunas proteasas de importancia en los procesos degradativos
celulares. Esta posibilidad no debe considerarse muy remota,
dado que en estudios enteriores de nuestro laboratorio se ob-
pervéd que la prometazine asi ocomo otros antihistaminicos inhi-
bie competitiva y reversiblemente la colinesterasa (85,86).

Eeta enzima oomparte su respuesta a varios inhibidores com-
petitivos con otras esterasas y otras proteasas (87,88) algunas
de las cuales podrfan estar involucradas en procesos degredati-
vos.

En lo que respecta & cual es la importencia de los presen=-
tes estudios desde el punto de vista toxicolégico-farmacolégico
conviene tener en ouenta eén este punto varios antecedentes.

Uno es que: cualquier producto que modifique la absorcién,
distribuoidén, exorecién, metabolismo, la intereccién de un fér-

maco o téxico con su receptor y/o oon reoceptores inespecificos
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también modificard la intensidad y/o la duracidén y a veces
también la naturaleza de su respuesta toxicoldgicea o farmaco=-
légica (89,90).

Otro es, que frecuentaemente el factor més importante que
regula la respueste farmacolédgica-toxicolégica de un compuesto
es el proceso de metabolismo del fédrmaco o téxico en el higado
a través del sistema de la oxidasa de funcién mixta de mioroso-
mas (89,90).

Con estos antecedentes en mente se puede decir que estos
presentes estudios sugieren fuertemente que la administracién
de prometazina ocon exposiocién simultdnea a otros fédrmacos o
t6xicos puede tener oonsecuencias indeseables o peligrosas y
ain letales.

Analizendo primero el caso de la dosis Unice de prometazina
puede verse que por un lado tuvo efectos depresores propios
que sumados & los del barbitirico podrfan llegar & provocar la
muerte de un individuo expuesto a ambos compuestos. I'ste efec-
to, aunque no vinculado & transformaciones metabbélicas del t6-
xico es sin duda el més importante ocomo riesgo después de dosis
uUnicas.

Otro, menos importante o probable, es que por ingestién de
dosis elevadas acoldentales (error o accidente por ponerla al
alcance de 1los nifios) bloquee el metabolismo desintoxicante de
otro compuesto ( fédrmaco o téxico) a que el individuo se viera

expuesto. Las consecuencias pueden variar desde algunos inocon-
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venientes hasta la muerte.

Més inesperades e imprevisibles podrien ser las consecuen=-
cies de la exposicién de un individuo a téxicos o fdrmacos, que
en vez de destruirse po; metabolismo hepético se activan, si és-
te .estuvo sometido & tratamiento previo repetido con el antihis-
taminico prometazina.

Es importente desiacar que ésta no es una posibilidad re-
mota o0 utdpica. Muchos individuos reciben en determinadas cir-
cunstancias dosis repetidas de antihisteminicos ( resfrfos, a-
lerglas, etc) y a su vez también pueden recibir otros fédrmacos
0, més impredecible aun, estar expuestos a téxicos en sus ta-
reas (obreros de industria, rociadores de inseoticidas, etc).

A su vez la cantidad de compuestos que se activan por me-
tabolismo hepdtico cubre una emplia gama, conténdose entre e-
llos solventes como el tetracloruro de carbono, intermediarios
quimicos como el bromobenaeno, insecticidas como varios clora-
dos y fosforados, fdrmacos como el acetaminofeno, la furosemi-
de, la isonigzide e iproniazida , etc (91,92).

E1l hecho de que lg administracién repetida de prometazina
conduzca & un gumento signifiocativo de la capacidad metabélicae
de la oxidasa de funcidén mixte microsomal hepdtica, como aquf
se demostiré hace que estd también aumentadae la cepsoidad de
activar & dichos téxicos a los metabolitos responsables de sus

efectos y por lo tanto sumentar su toxicidad.
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Otra conseocuencia de la administracién repetida de prome-
tazina no tan peligrose como la anterior, pero de todos modos
indeseable es que podria acortar o disminuir la intensided de
efectos farmacolégicos Utiles de compuestos que se destruyen
por metabolismo hepdtico. Este caso seria mucho mds comin que
el apuntado anteriormente por ser la mayor parte de los fdrmecos
destruidos por metabolismo (78) y se visualiza fdecilmente con
los ejemplos de barbituricos y con anticoagulantes.

- 8i un paclente necesitars recibir anestesia por barbitdricos
(por ejemplo: pentotal) y hubiese recibido previamente trata-
miento repetitivo intenso con prometazine, sucederia que las
dosis habituales no le harfan efecto y ello desorientaria al
médico o le causaria difioultades por ejemplo, durante una ope=-
racién.

Otro caso es el de los anticoagulantes tipo dioumarol.

Muohos pacientes reciben este tipo de compuesto para pro-
longar el tiempo de coagulacidén sanguinea. Si el individuo es-
tuvo expuesto a tratamiento repetitivo con prometazina el médi-
oo podriae encontrarse con el hecho de que el pacientes no le
respondiera al tratamiento, por ser el anticoagulante rdpida-
mente destruido en el higado.

Este tipo de problemas es conocido para el oaso de peoienw-
tes que recibieron anticoagulantes y previamente havian estado

en tratemiento con hipnéticos (93,94).
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En resumen: se estima que tanto la administracién en dosis
Unica como repetitiva del antihistaminico prometazina junto con
otros compuestos o junto con exposicién a téxicos, puede condu-
oir a problemas que oscilan entre indeseables a graves.

Ellos derivarian de las aqul demostradas interacciones de
la prometazinae con el sistema de la oxidasa de funcién mixta de
microsomas hepdticos, as{ como de otros efectos directos.

Por lo tanto, se considere de importancia asegurar de gque
toda exposicidén combinada de prometazina con otros fdrmacos o

téxicos es no riesgosa antes de que ocurra.
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RESUMEN

Se estudié el efecto de la administracién Unica o repetida
de prometazina (Fenergan) sobre los componentes del sistema
enzimdtico de microsomas hepdticos que metabolizan tdéxicos y
fédrmacos; el citocromo P-450 y la citocromo C reductasa (P-450
reductasa). También se observaron los efectos que la admiris-
tracién Unica o repetida de prometazinae tiene sobre la accién
hipnética del pentobarbital y se traté de entender las inter-
acoiones observadas en términos de los efectos que la prometa-
zina ejerce sobre el metabolismo desintoxicante del pentobar-
bital mediado por las enzimas antes mencionadas.

Se encontré que una vnica dosis de prometazina prolonga
significativamente el tiempo de hipnosis por pentobarbital y
no cambia el contenido de P-450 o la actividad de la citocromo
C reductasa. E1 efecto prolongador observado parece deberse a
una accidén aditive de efectos depresores sobre el sistema ner-
vioso central de la prometazina y el pentobarbitel. Si la dosis
de prometazina fuese alta también podrian actuar efectos inhi-
bidores detectados en este estudio de este compuesto sobre las
enzimas que metabolizan fdrmacos y téxicos de microsomas hepd-
ticos.

Si el animal recibe més de dos dosis (una diaria) de prome-
tazina, entonces el efecto hipnético del pentobarbital se acor-

ta y ello parece claramente deberse a que en esas coandiciones

gumenta el contenido de citocromo P-450, citocromo C reductasa
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¥y la sotividad global del sistema para desintoxiocar al organis=-
mo de pentobarbital (medids a través de la actividad de la etil-
morfina N-demetilasa).

Il eumento de contenido de P-450 miorosomel se logra por
el aporte del proceso de sintesis de proteina aunque éste no es-
t4 acelerado tal cusal lo demuestran los estudios de incorpora=-

14

oién de ~'C - leuoina en animeles tratados y controles.

Los estudios de efectos de la prometazina sobre el prooeso

de degradecién proteica medidos oon 14

C guanidino = arginina
sugieren que en el aumento de contenido de oltocromo P=450 mi-
ocrosomal 8l blogqueo de loa proocesos degradativos por la prome=
tazine desempefia un papel importante. El aumento de actividad
de la citooromo C reductase por efecto de la administracidén de
prometazina no depende de los procesos de sintesis o degrada=
oién proteioa y podria deberse ya sea & una acoidédn tipo deter—
gente de la prometazina sobre la enzime o altermativaments a
que éste funcionaria oomo soelerador del tranaporte de eleo~
trones entre el NADPH y el oitocromo O.

Los resultados obtenidos revisten potencial importancia en
toxicologia y farmacologie, puesto que la exposioién simultéd-
nea de un individuo a téxioos o fdrmacos y a prometasina podria
generar interacciones que van desde la oonsecuencia leve hasta
une de tipo grave. Ello se debe a que al interasctuar ls prome=

tazina sobre las enzimas de miorosomas hepdtioos que desinto-

xican algunos oompuestos y potenoian a otros, ella estaria
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modulando los efectos de los mismos. El uso frecuente de este
entihistaminico en terapéutioca hace mds probable que ocurran
este tipo de interacciones y por 1o tanto estos resultedos
sugieren que se tenga perticulaer cautela cuando se la emplea

combinada con otros compuestos o cuando el individuo estd ex-

puesto a otros agentes téxicos.

/

(/,
Lic. Graciela Ferndnd Drl José& A, Castr67

——
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