
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Efecto de la prometazina (Fenergan)
sobre las enzimas que metabolizan

tóxicos y fármacos

Fernandez, Graciela

1978

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Químicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Fernandez, Graciela. (1978). Efecto de la prometazina (Fenergan) sobre las enzimas que
metabolizan tóxicos y fármacos. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1576_Fernandez.pdf

Cita tipo Chicago:

Fernandez, Graciela. "Efecto de la prometazina (Fenergan) sobre las enzimas que metabolizan
tóxicos y fármacos". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 1978. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1576_Fernandez.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1576_Fernandez.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1576_Fernandez.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

EFECTO DE LA PRCMETAZINA (FENERGAN) SOBRE LAS

ENZIMAS QUE METABOLIZAN TOXICOS Y FARMACOS

GRACIELA FERNANDEZ

J Tesis presentada. para ofitar al título de

Doctora. en Ciencias Quimicas

11]" -_1978 ­

o
/_

\_ b
¡A­

\



Agradezco muy especialmente a1 Dr. José Alberto Castro,

Director de esta Tesis, las enseñanzas, la dedicación y el

apoyo brindados para la realización de este trabajo.



Agradezco también:

A mis compañeros del Laboratorio de Química

Bio-Toxicológioa,‘ CITEFA,por su cordial

31111stad o



A mi madre

A mi hermana



INDICE

Introducción

Parte experimentan

Resultados

Discusión

Bibliografía

página l

página 25

página 34

página 60

página 75



INTRODUCCION

Los antihistaminicos son sustancias que antagonizan los

efectos fármaoodinámicosproducidos por la histamina.

Este grupo de drogas ha sido obtenido por sintesis y su

mecanismode acción lo ejercen ocupandolos sitios receptores

sobre las células efectoras bloqueando o impidiendo la respues­

ta de las mismasa la histamina.

Los antihistaminicoe ofrecen gran interés no solamente pa­

ra el estudio de la acción fisiológica de la histamina sino

también desde el punto de vista terapéutico en el tratamiento

de enfermedades comola alergia.

Desde la descripción de la acción de la histamina por Dale

y Laidlaw (1910) (1) transcurrieron varios años hasta el descu­

brimiento de drogas que bloquearan su actividad.

Los primeros intentos fueron realizados por Bovet y Staub

(1937) (2) en una serie de aminas con función eterfenólica, y

en 1942 Halpern (3) propuso un derivado de la dimetil-amina,

el Antergan, que fue el primer antihistaminico usado en tera­

pia.

Luego de la década del cuarenta se obtuVo una información

masiva con respecto a la relación estructura actividad y se

produjo la síntesis de numerosos compuestos que revelaron te-l

ner propiedades antihistaminicas.

La mayoria de los antihistaminicos pueden ser descriptos



por la siguiente fórmula estructural:

v RMiïïm/
R../ ü \R

La parte central de esta estructura es una etil aminasus­

tituida -CH2-CH2-N<;presentetambién en la histamina.

Los R' y R" pueden ser anillos aromáticos y heterooíolicos;

el elemento X puede ser un átomo de oxígeno, carbono o nitró­

gano.

En general, se pueden clasificar como(4):

1) derivados de la propilamina, donde X es un átomo de

carbono, por ejemplo la clorfeniramina.

c1-< ï)\\\ c
CH-CH -CH -N//2 \\

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

H3

oxígeno, por ejemplo la difenhidramina (Benedryl).
.—.

\_!
CH3

CH-o-CHz-CHz-N"‘x(9/ ca
3

3) derivados de la etilendiamina, donde X es un átomo de

nitrógeno.

A este grupo corresponde la Prometazina (Fenergan), uno

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



paises y que es motivo del presente estudio.

Su estructura es la siguiente:

CH3 CH3

CH -CH-N
I 2 \CH/ /N 3

QSD °01H
Clorohidrato de 10-(3 dimetil aminoisopropil)fenotiazina

Halpern y Ducrot (1946) (5) encontraron que este derivado

de la fenotiazina tenia alta actividad antihistaminica.

Este y otros antihistaminicos se administran oralmente y

son absorbidos rápidamenteen el tracto gastro-intestinal.

El principal sitio de metabolizaoión es el higado, pero

también son metabolizados en parte en riñón y pulmones (6).

Estos compuestos son hidroxilados y conjugados, procesos

estos que constituyen una desintoxicación y a su vez conducen

a pérdida de actividad farmacológica y facilitan su excreción

por los riñones.

La respuesta farmacológica de los antihistaminicos y otras

drogas asi comosu toxicidad son controladas en gran parte por

la velocidad a la cual ellas son metabolizadas.y excretadas.

De un metabolismo de drogas alterado dependerá el destino

metabólico de la droga y también la actividad farmacológica

aumentada o disminuida de los metabolitos resultantes. O sea,

de la inhibición o estimulación de las enzimas que metabolizan

drogas, puede resultar un efecto farmacológico o toxicológico



aumentado (7-11).

Los efectos tóxicos asociados con la interacción de dro­

gas también dependen de la frecuencia de uso de una droga, ya

sea administrada sola o en combinación con otras.

Los antihistaminicos han encontrado un uso muy extenso y

amplio en la terapéutica moderna, involucrando frecuentemente

la administración repetida y combinadacon otras drogas (6,12).

Si bien muchos compuestos son capaces de acelerar el me­

tabolismo de drogas y acortar la acción de las mismaspor in­

crementar la actividad de las enzimas metabolizantes de dro­

gas, no se dispone de una información detallada de los efec­

tos de los antihistaminicos sobre los componentesdel siste­

ma microsomal hepático involucrado en el metabolismo de dro­

gas.

Este sistema es sumamenteinespecifico y procesa un gran

número de sustancias extrañas al organismo, controlando tan­

to su degradación a compuestos menos tóxicos comola ocasio­

nal activación a compuestosmás tóxicos (13).

Un caso tipico que ejemplifica comoeste sistema microso­

mal hepático controla el efecto farmacológico/toxicológico

de un compuesto es el de los barbituratos. Si tomamosel ca­

so 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. Deno existir una



transformación enzimática que destruya el pentobarbital, su

efecto seria tan prolongado que el animal moriría, puesto que

su liposolubilidad a pHurinario impediria su excreción renal.

Las enzimas microsomales hepáticas antes mencionadas al

transformar el pentobarbital en metabolitos farmacológica/to­

xicológicamente inactivos y excretables por riñón acortan la

duración de su efecto. Es decir, cuanto mayor es la capacidad

metabolizante del sistema microsomal hepático que transforma

sustancias extrañas al organismo, menor es el efecto del bar­

biturato, o sea el tiempo que el animal está bajo sus efectos

hipnóticos. Comoel sistema enzimático microsomal es sumamen­

te inespecifico y procesa infinitas drogas, y tóxicos dife­

rentes, el medir los efectos que tienen distintos compuestos

sobre el tiempo de hipnosis por un barbitúrico, por ejemplo

el pentobarbital, a menudopermite obtener información de ti­

po más general aplicable a otros compuestos. Esta propiedad

se emplea en-este estudio.

Durante los últimos doce años, los sistemas enzimáticos

localizados en el reticulo endoplásmicohan sido objeto de

numerososy profundos estudios. Este interés es justificado,

ya que se ha demostrado que una amplia variedad de compuestos

exógenos son metabolizados en el reticulo endoplásmico, el

cual es disgregado en la homogenizaciónen particulas llama­

das microsomas.

El reticulo endoplásmico es un sistema de membranasdel



citoplasma, que se elabora a partir de la membrananuclear y

se distinguen en él dos formas:

1) una forma reticular rugosa con ribosomas

2) una forma tubular, sin gránulos, lisa, desprovista de

ribosomas.

Si bien los ribosomas juegan un rol importante en la sin­

tesis de proteinas, ellos no contienen las enzimasespecificas

para el metabolismo de drogas.

El tratamiento de los microsomashepáticas con ribonuclea­

sa, la cual destruye los mecanismosde sintesis proteica en

ribosomas, no altera la actividad de las enzimasmetabolizan­

tes de drogas. Más aún, se ha encontrado que las enzimas li­

gadas a 1a superficie lisa metabolizan más rapidamente que la

rugosa (14).

La versatilidad de este sistema enzimática es virtualmen­

te única en bioquímica porque cataliza una amplia variedad de

reacciones diversas como1a oxidación de hidrocarburos satura­

dos y aromáticos, la dealquilación de aminas secundarias y ter­

ciarias, la ruptura oxidativa de éteres, 1a sulfooxidación de

tioéteres, la epoxidaoión de hidrocarburos aromáticos haloge­

nados y alquenos, la conversión de fosfotionatos a derivados

fosfatos.

Los primeros estudios sobre la naturaleza de estas enzimas

oxidativas demostraron que requerían NADPHr oxigeno molecu­

lar.



El sistema microsomal metabolizante de drogas se piensa

como una función 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+ ) AHZ + NADP+

2) AU2 + O2_____9 oxigeno activo

3) oxigeno activo + droga____¿ droga oxidada + A + H20

NADPH + 0 + droga——————9 NADP+ + H2 O + droga oxidada2

En 1965 Cooper y colaboradores (15) establecieron que el

componente reducido es fina hemoproteina, llamada citocromo

P-450, ya que en su forma reducida da un pico de absorción a

450 nm en presencia de CO.

Una amplia variedad de evidencias que van desde el hallaz­

go inicial de que sl citocromo C.inhibe varias reacciones (16)

hasta el hallazgo de que un anticuerpo de la NADPHcitocromo

C reductasa bloquea la hidroxilación de la anilina, han afir­

mado la creencia de que la NADPHcitocromo C reductasa media

la reducción del citocromo P-450.

Es decir, las enzimas involucradas en la reacción son la

NADPHcitocromo C reductasa, una flavoenzima involucrada en

la oxidación de NADPH;el oitocromo P-450, (el cual en su forh

ma reducida es considerado A en la reacción anterior) y una



NADPHcitocromo P-450 reductasa, cuya función es la reducción

del citocromo P-450 oxidado (17).

Se puede resumir el funcionamiento mediante el siguiente

esquema:

P450 Fe.” CO

CO m)
2

P450

NADP FP NH I. FeFe“

[Paso Fe,” Oz J

NADPH FP NH] P450 . RCHZCH5Fe“ ...Fe

' RCH¿CH¿OH

La proteina férrica no hémica (NHI) se encontró en micro­

mas de adrenales y mitocondrias, y se comprobó que actúa 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 monóxido de carbono, atmósferas que

contienen monóxidode carbono inhiben las reacciones catali­

zadas por este sistema.

Un hallazgo importante en la clarificación del mecanismo

de este sistema oxidativo fue el descubrimiento de que varios

sustratos e inhibidores se combinancon la forma oxidada del

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



En general, se observan dos tipos de cambios espectrales:

l) Tipo I, con un incremento de absorbanoia a 385-390 nm

y un decrecimiento a 418-427 nm.

Este tipo de cambio espectral lo producen sustancias como

el hexobarbital, 1a aminopirina 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 comola nicotinamida, la 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 comodroga tipo I o II respec­

tivamente.

Las evidencias que estos cambios espectrales eran produ­

cidos por interacción con el citocromo P-450 fueron obtenidas

por Imai, Sato y colaboradores (18), quienes comprobaronque:

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 máximoa 434 nm.

La anilina, un compuestotipo II interfiere competitiva­

mente con la unión del isocianuro de etilo al P-450.

Además, Lu y Coon (19) encontraron que el citocromo P-450

solubilizado y parcialmente purificado se combina con compues­

tos tipo I y II dandolos espectros característicos.

Es de gran interés observar que existe una aparente re­
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lación entre la cinética del metabolismode drogas y la ci­

nética de interacción de las mismascon el citocromo P-450.

Si de acuerdo con el método de Lineweaver y Burk (20),

se grafica la densidad óptica del cambioespectral versus la

concentración de la droga, se puede derivar una constante de

disociación espectral (KS) de la mismaforma en que se obtie­

ne Kñ (la constante de Michaelis) para la oxidación de este

mismocompuesto, graficando la recíproca de la velocidad ver­

sus la recíproca de la concentración.

En numerosos casos se encontró que la Ks y la Kmeran si­

milares para un compuesto dado.

En atmósfera de COlas sustancias tipo I aceleran la re­

ducción del citocromo P-450 por el NADPH,pero las sustancias

tipo II la desaceleran.

Más aún, en aire la oxidación del NADPHes estimulada por

sustratos tipo I, pero no se afecta o es inhibida por sustan­

cias tipo II.

Este hallazgo confirmó que el paso limitante para la oxi­

dación de compuestos tipo I debe ser la reducción del comple­

Jo P-450 - sustrato (I), cosa que previamente ya habia sido su­

gerida (21)b

Para las sustancias tipo II aún debe ser determinado.

Es altamente probable que la velocidad de oxidación de una

droga por los microsomashepáticos puede ser alterada si se

afecta cualquiera de los componentesdel sistema, incluyendo
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el contenido de P-450, la capacidad de un sustrato para com­

binarse con el P-450, la cantidad de NADPHcitocromo C reduc­

tasa, la relación entre NADPHcitocromo C reductasa y P-450 y

la afinidad del sustrato por el complejo "oxigeno activo ­

P-4502

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

evaluar los cambios en la velocidad del metabolismo de drogas.

Variaciones en el metabolismo de las drogas

En ciertas condiciones el metabolismo de las sustancias

exógenas está acelerado, en ciertos casos, por el contrario,

está disminuido.

Las actividades de las enzimas microsomales pueden ser

modificadas por factores genéticos (22,23), fisiológicos (24,

.25), y por factores externos comola exposición a contaminan­

tes ambientales y la administración de drogas.

La administración repetida de una amplia variedad de sus­

tancias puede acelerar el metabolismode las drogas y acortar

la duración de la acción de la droga por incrementar la acti­

vidad de las enzimas que metabolizan los tóxicos y fármacos.

La mayoria de los estudios se han hecho con fenobarbital

y con los hidrocarburos policiclicos 3-metil colantreno y 3,4

benzopireno.

Luegodel descubrimiento de la inducción por estas sustan­

cias se comprobóque el fenobarbital y los hidrocarburos poli­
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cíclicoe ejercían sus efectos por distintos mecanismos.

El fenobarbital administrado a ratas intensifica la mayo­

ría de las reacciones catalizadas por el citocromo P-450, in­

cluyendo el metabolismo de etil morfina, hexobarbital, amino

pirina, acatanilida y el 3,4 benzopireno; incrementa la acti­

vidad de la NADPHcitocromo C reductasa, el contenido de P-450

y la velocidad de reducción del P-450 y la magnitud de los camp

bios espectrales tipo I y II.

La administracióa de 3 metil colantreno_estimula un grupo

más limitado de reacciones, aumenta el contenido de P-450 pe­

ro no la actividad de la NADPHcitocromo C reductasa ni la

velocidad de reducción del P-450. Incrementa la magnitud de

los cambios espectrales tipo II, pero no modifica o decrece

los cambiosespectrales tipo I (26).

Además, el maximodel complejo citocromo P-450 está alre­

dedor de los 448 nm más bien que en los 450 nm, y el coeficien­

te de extinción es más alto que en los microeomaa de los anima­

les usadoe comocontrol;

Imai y colaboradores (27) encontraron que el isocianuro de

etilo se combina con el oitocromo P-450 reducido dando picos

a 430 y 455 nm y que la altura del máximoa 430 decrece cuando

aumenta el pH y la altura a 455 nmaumenta, y estae‘alturas se

igualan a pH= 7,4-7,5.

Con1a administración de 3 metil colantreno, la altura de

los máximos se iguala a pH = 6,9 en lugar de pH = 7,4.
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Estos hallazgos llevaron a la conclusión que los hidrocar­

buros policiclicos inducen la sintesis de una variante de cito­

cromo P-450, llamado P-448.

Lu y colaboradores (28) aislaron y purificaron el citocro­

moP-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 sus pro­

piedades inmunológicas, cataliticas, espectrales y presentaban

distinta movilidadelectroforética.

Arcos y colaboradores (29) demostraron que muchos hidrocar­

buros policiclicos incrementan el tamaño del higado con un au­

mento proporcional en las proteinas totales del higado; si bien

el 3 metil colantreno incrementa el contenido total de proteí­

nas no cambia la cantidad de proteinas por gramo 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 aminoácidos puede ser

descripto operacionalmente comoconsistente de dos partes: el

RNAmensajero y el sitio de incorporación de aminoácidos micro­

somal, esto es el complejo proteico de RNAmicrosomal donde el

mensajero " programa " la incorporación .

De acuerdo con estos experimentos, se sugiere que el 3 me­

til colantreno produce más RNAmensajero, y el fenobarbital

induce un incremento en el contenido de RNAmensajero microso­



mal, y el númerototal de los sitios de unión microsomales

para el RNAmensajero.

Se ha estudiado el efecto de los inhibidores de la sinte­

sis proteica sobre la inducción producida por el fenobarbital

y los hidrocarburos policiclicos.

La etionina bloquea la sintesis de proteinas por converb

tirse.en S adenosil etionina y previene la síntesis de ATP

(32).

La prevención de la sintesis de proteina por este inhibi­

dor es compleja, porque puede ocurrir a diferentes niveles ta­

les comola activación de aminoácidos, en la sintesis del RNA

mensajero o RNAde transferencia, o la sintesis del polipépti­

do (33)°

La puromicina bloquea la sintesis a nivel microsomal por

prevenir la transferencia de RNAsoluble unido a aminoácidos

a la cadena polipeptidica (34).

La actinomicina D es un inhibidor de la sintesis de RNAde­

pendiente de DNA(35).

Se ha encontrado que la etionina previene la inducción de

1a benzopireno hidroxilasa y la hidroxilaoión 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 inducción producida por el fenobarbital en

la N-demetilaoión, en la actividad de la NADPHcitocromo C
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reductasa y el contenido de P-450 (30.38)»

Se encontró también que la administración de actinomicina

D bloquea el aumento de la sintesis de P-450 y de proteinas mi­

crosomales (39).

Si bien el aumento cuantitativo de una enzima puede obte­

nerse por incremento de su sintesis, también puede lograrse por

la inhibición de su degradación, o por los dos procesos simul­

taneamente (40).

hasta hace treinta años se consideraba generalmente la cé­

lula comouna máquina quimica en la cual los nutrientes exóge­

nos se acumulaban para proveer energia, hasta que se comprobó

que los componentes celulares están sujetos a un recambio me­

tabólico, siendo sintetizados y reemplazados continuamente.

Sin embargo, hasta ahora, la degradación continua de los

componentes celulares ha recibido una menor atención en los

trabajos de investigación. Comoconsecuencia, se han hecho me­

nores progresos en la comprensión de los mecanismosy signifi­

cación biológica de la degradación.

Si bien la continua degradación de las proteinas celulares

parece en primera instancia un suceso que no favorece la eco­

nomia de la célula, recientes estudios han señalado diversas

funciones importantes que cumple el recambio proteico.

1) Una función importante del catabolismo proteico es pro­

bablemente la remoción de proteinas anormales, las cuales pue­

den provenir por mutaciones, errores en la expresión genética,



desnaturalización o modificaciones químicas.

La degradación de los componentes celulares anormales es

especialmente importante en células que crecen lentamente (por

ejemplo: la mayoría de los tejidos de mamíferos), las cuales a

diferencia de las bacterias, no puedendiluir tales proteínas

por crecimiento rápido.

2) El contínuo recambio de proteínas puede incrementar sig­

nificativamente la capacidad del organismoa adaptarse a los

cambios que pueden ocurrir en su entorno.

Por ejemplo, en el hígado de mamíferos, durante el ayuno

son sintetizadas las enzimasapropiadas para las reacciones

catabólicas (ejemplo: las enzimas gluconeOgénicas), mientras

que muchas de las enzimas involucradas en procesos anabólicos

son degradadas más rápidamente (ejemplo: las proteínas riboso­

males) (41).

3)La degradación proteica es otro camino de ayuda para el

organismoa soportar tiempos difíciles.

En todos los organismoslas proteínas celulares constitu­

yen un reservorio de energía que puede ser movilizado en tiem­

po de menor ingestión calórica. Esto es, en mamíferos los re­

servorios de proteínas en músculo e hígado proveen de aminoá­

cidos que pueden ser oxidados o convertidos en glucosa. La

provisión de tales aminoácidos se regula hormonalmentea tra­
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vés de efectos tanto en sus velocidades de sintesis comoen la

degradación.

Por ejemplo, la insulina, que es probablemente la hormona

más importante que afecta el balance proteico en la mayoria de

los tejidos, se encontró que retarda el catabolismo proteico

(42) en músculo cardiaco, higado y tejido adiposo.

Ahora está bien establecido que las proteinas celulares (ya

sean solubles, de organelas o unidas a membrana)pueden ser sin­

tetizadas y degradadas muchasveces durante el lapso de vida de

la célula.

Las proteinas, en las células de mamíferos, son degradadas

,a aminoácidosa velocidades oaracterístioasb

Por ejemplo, las proteinas de higado de rata tienen un pro­

medio de vida de 3,5 dias, pero la vida media de una enzima pue­

de variar entre 11 minutos y 19 dias.

La explicación más simple para esta marcada diferencia en

1a estabilidad es que la vida media de la proteina, asi como

sus propiedades cataliticas y reguladoras es un rasgo inheren­

te de la estructura proteica. En efecto, existe ahora evidencia

suficiente comopara concluir que la selectividad del proceso

degradativo reside en la conformaciónproteica individual.

Esta afirmación está sostenida por cuatro tipo de evidencias:

l) Alteraciones en la conformaciónnormal de las proteinas

pueden afectar marcadamentelas velocidades de degradación pro­

teica; comoya se ha mencionadouna función útil de 1a degrada­
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ción es la eliminación de proteínas anormales y potencialmen-­

te dañinaso

Hay numerosas evidencias de que en las células de bacterias

y en las células animales se puedenhidrolizar selectivamente

las proteinas anormales. Por ejemplo, la incorporación de aná­

logos de valina y lisina en la hemoglobinade los reticuloci­

tos conduce a un rápido catabolismo de esta proteina (43).

2) La velocidad degradativa de las proteínas se correla­

ciona con su tamaño.

Se ha encontrado que las proteínas de mayor tamaño molecu­

lar se degradan más rápidamente que las pequeñas (44,45).

Se ha sugerido que una posible base para la correlación

entre tamañomolecular y velocidad degradativa es que las pro­

teínas de mayor tamaño son más susceptibles a la degradación

proteolitica (46).

Otra razón sería que la conformaciónnativa de las protei­

nas de mayor tamaño tenderia a ser.menos estable y por lo tan­

to tienden más a desnaturalizarse, lo que las haria más suscep­

tibles al ataque por las proteasas.

Además, las proteinas de mayor tamaño pueden contener, con

mayor probabilidad, errores en la secuencia de aminoácidos lo

cual alteraria la conformaciónproteica, lo que conduciria a

su rápida degradación.

3) La interacción de las proteinas con moléculas pequeñas
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puede cambiar la conformación proteica y eu velocidad de de­

gradación.

Se conoce un cierto numero de ejemploe en células de ma­

míferos donde la velocidad de cataboliemo proteico cambia como

reapueeta a la adición de sustratos, coenzimaey otros factores

que ee unen a loa polipéptidce. Hay muchas pruebas que indican

que eatce efectos eobre la degradación eon una consecuencia de

la alteración que inducen los ligendoa en la conformaciónpro­

teica.

4) La velocidad del cataboliamo proteico aparece relaciona­

da con la sensibilidad a las proteaeae in vitro.

Comoya ee mencionó, las células animales y bacterianas

pueden degradar aeleotivamante las proteinas anormales. Gold­

berg (47) ha demostrado que varias condiciones que inducen a la

formación de proteinas anormales y por lo tanto promueveneu de­

gradación también incrementan la sensibilidad del promedio de

las proteinas celulares a una variedad de endoproteaeas.

Ha eido largamente reconocido que loe polipeptidoe deanatu­

ralizados con muchomas rapidamente hidrolizadoe por enzimas

proteoliticae que en su-conrormaciónnativa (48.49).

El desdoblamiento de ciertos polipéptidoe puede incrementar

la sensibilidad proteclitica en dos o tres órdenes de magnitud.

Este erecto, que está bien documentadopodria explicar la degra­

dación selectiva de las proteinas en laa celulae (47).

De acuerdo con este modelo simple, las proteinae normales
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deben participar de ciertos rasgos conformacionales, los cua­

les previenen su rápida hidrólisis; las desviaciones de tal

conformación las haria entonces mas sensibles a la maquinaria

degradativa.

Además,las velocidades de degradación varian bajo diferen­

tes condiciones fisiológicas. Por ejemplo, en bacterias y teji­

dos de mamíferos, las velocidades promedio del catabolismo pro­

teico incrementan reversiblemente durante el ayuno (50).

Similarmente, las velocidades promedio de la degradación

proteica en musculo pueden ser influenciadas por el cambio en

los nutrientes (51), hormonas(por ejemplo: insulina) (52), de­

nervación (53) y actividad contráctil (52).

Se ha informado frecuentemente que los inhibidores de la

sintesis proteica también puede reducir la degradación prote1-,

ca tanto en células animales comoen bacterias. Estos efectos

inesperados solo pudieron ser demostrados en células con estados

nutricionales pobres.

Es altamente improbable que los inhibidores de la sintesis

proteica puedaninhibir la maquinaria degradativa. Inhibidores

con distintos sitios de acción y estructura puedentodos redu­

cir la degradación , y ninguno puede puede inhibir la proteoli­

sis en extractos libres de célula (54,55).

Es posible que estos inhibidores bajen el catabolismc pro­

teico en células ayunadaspor prevenir la sintesis de una pro­

teasa, que es responsable de la degradación aumentada.
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Alternativamente, estos inhibidores puedenprevenir la sin­

tesis de un polipéptido que mejora la degradación durante el a­

yuno, ya sea por estimulación de proteasas ya existentes o por

incrementar la susceptibilidad de las proteinas celulares a esas

enzimas degradativas.

Uno de los obstáculos en la comprensión de la degradación

proteica han sido las dificultades metodológicas involucradas

en la medición de este proceso.

Un método comunmenteusado para estimar la velocidad degra­

dativa involucra el análisis de la velocidad a la cual la con­

centración de una enzima cambia de un estado estacionario a otro.

Por medición de la concentración enzimática a diferentes

tiempos (por ejemplo, durante la inducción por una hormona) se

calcula la velocidad de degradación proteica. Este métodotiene

sus inconvenientes, ya que se hacen muchas aproximaciones, por

ejemplo: que la velocidad de sintesis y de degradación son cons­

tantes durante la adaptación enzimática, y que la velocidad de

pérdida de enzima, luego de remover el inductor es equivalente

a la velocidad de degradación proteica.

Otra alternativa para la medición de la degradación de cier­

tas proteinas (histona, colágeno) que contienen aminoácidos ú­

nicos formados por modificaciones post-translacionales ( como

por ejemplo arginina metilada), la medición de la producción de

dichos aminoácidos permite una estimación de la degradación pro­

teica.
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Las técnicas más difundidas en la actualidad son las que

se basan en el uso de isótopos.

El método más comúnmenteusado involucra una única adminis­

tración intraperitoneal o intravenosa de un isótopo precursor

de la proteina, normalmente un aminoácido.

El decaimiento de la actividad especifica de la proteina o

de la cantidad total de la proteina radioactiva es tomadocomo

una medida de la velocidad de degradación proteica, con la su­

posición que las nuevas proteinas que son eintetizadas, no son

radioactivas.

Esta situación ideal no es fácil de alcanzar experimental­

mente, dado que el aminácido liberado por degradación proteica

en el organismopuede ser reutilizado en una nueva sintesis.

El grado de reutilización de los aminoácidos después de la

incorporación en la proteina y la liberación en el pool intra­

celular es dificil de estimar. Másde un cincuenta por ciento

de los aminoácidos del pool intracelular del higado de rata de­

rivan de la degradación proteica (56).

La reutilización isotópica puede ser minimizada,teóricamen­

te por el uso de un isótopc cuya probabilidad de reutilización

es pequeña. En el hígado de animales ureoliticos la 140 guanidi­

no L-arginina aparece comotal isótopo (57).

La forma isotópica de la arginina tiene reutilización mini­

ma debido a la gran cantidad de arginasa del higado. Esto es,el

isótopo administrado es rápidamente hidrolizado a urea marcada,
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1a cual es excretada; o sea que la arginina marcada que rein­

gresa al pool de aminoácidos libres es también hidrolizada rá­

pidamente, y por lo tanto no es reutilizada.

Otra técnica isotópica se basa en administración continua

de un precursor marcado cuya actividad especifica es constante.

La velocidad de degradación es determinada por la velocidad

a la cual la incorporación se aproxima a su valor máximo. Teó­

ricamente el isótopo saturaria instantáneamente el pool de ami­

noácidos libres de dondela proteina es sintetizada. Este reque­

rimiento es una de las mayores limitaciones de este método ya

que la velocidad a la cualla.proteina marcada reemplaza a la no

marcada es función no solo de la velocidad de degradación de la

proteina sino también de la velocidad a la cual el isótopo sa­

tura el pool apropiado de aminoácidos libres.

Enasste estudio se ha intentado visualizar cuáles puedenser

las consecuencias que la administración de un antihistaminico

(ejemplo: el Fenergan o Prometazina) puede tener cuando un pa­

ciente recibe simultáneamente otros fármacos o está expuesto a

otros compuestosde naturaleza tóxica.

Comose explicó en otra parte de esta introducción, se tomb

el tiempo de hipnosis por pentobarbital comouna medida de res­

puesta a un fármaco cuya duración es inversamente proporcional

a la actividad de las enzimasque metabolizan sustancias extra­

ñas de microsomas hepáticas.

En este estudio se verifica el efecto que tiene una sola
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dosis del antihistaminico asi comolos que tiene la adminis­

tración repetida.

Se intentan entender los efectos observados en términos

de las interacciones que la prometazina tiene con el sistema

de la oxidasa de función mixta tanto in vivo comoin vitro.

Tambiénse intenta explicar las variaciones que se produ­

cen en términos más generales que involucran los papeles que

desempeñanlos procesos de sintesis y degradación de protei­

nas.

Finalmente, se intenta destacar la relevancia farmacoló­

gica y toxicológica de las observaciones efectuadas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Compgestos usados

La 10-(3 dimetil isopropil) fenotiazina (prometazina)

fue obtenida de Laboratorios Wyethy era grado farmacéutico.

El clorohidrato de puromicina fue adquirido a Sigma Chemi­

cal 00.; la Actinomicina D fue adquirida a Laboratorios Merck.

La DL- Leucina ( l - 14C ) (actividad especifica 21,9

mCi/mmol)y la L - (14C guanidino) arginina (actividad especi­
4'

fica 23,10 mCi/mmol) ( H2NC(NH)NHNH(CH2)3CHNH COOH) fueron2

-compradas a New England Nuclear.

El pentobarbital sódico y el fenobarbital sódico fueron

de grado farmacéutico. Todas las demás sustancias, enzimas y

cofactores empleadosfueron de la mejor calidad obtenible co­

mercialmente.

Animales y su tratamiento

En todos los experimentos se usaron ratas albinas macho

cepa Sprague Dawley (180-260 gramos). El alimento se les re­

tiró entre las doce y catorce horas antes de ser sacrificadas,

pero se les proveyó agua a voluntad.

La prometazina se les administró via intraperitoneal, di­

suelta en ClNa 0,9 %en una dosis de 50 mg/kg. Las ratas con­

trol recibieron cantidades equivalentes de solución fisiológi­

030

En la determinación del tiempo de hipnosis producido por
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el pentobarbital, éste se les administró en forma intraperito­

neal disuelto en ClNa 0,9 %, en una dosis de 40 mg/kg, treinta

minutos después de administrada la Prometazina.

El fenobarbital fue administrado en una dosis diaria de 80

mg/kg, durante tres dias o en una única dosis de 100 mg/kg co­

mo se indica en los respectivos experimentos.

La Actinomicina D fue administrada una vez al dia en una

dosis de 80/hg/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 la prometazina.

La DL—Leucina (1-14C) se le administró en solución fisio­

7 dpm/ml, en una dosis de 17 x 107lógica que contenía 3,4 x 10

dpm/kg (actividad especifica: 21,9 mCi/mmol).

La L - (140 guanidino) arginina se les administró disuelta

en solución fisiológica que contenía 17 x .106dpm/ml, en una

dosis de 85 x 106 dpm/kg (actividad especifica: 23,10 mCi/mmol).

Los animales fueron sacrificados por decapitación en una

guillotina Harvard.

Se los dejó desangrar brevemente y posteriormente se ex­

trajo con rapidez el higado, el cual fue pesado y procesado.

En los casos en que se tomaron muestras de sangre los ani­

males fueron sometidos a anestesia superficial con éter; la

sangre fue extraída de la vena cava inferior con una jeringa

heparinizada.
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Todas las manipulaciones del higado y las operaciones sub­

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

Tiempo de hipnosis

Luego de inyectar a1 animal con el barbitúrico (pentobar­

bital), se toma comotiempo de hipnosis al lapso transcurrido

desde que el animal pierde su reflejo de enderezamiento hasta

que lo vuelve a recuperar.

Separación de los microsomas

La aislación de las fracciones microsomalespara la deter­

minación de etil morfina N-demetilasa, anilina hidroxilasa,

NADPHcitocromo C reductasa, citocromo P-450 y P-450 reductasa.

fue realizada por el siguiente método: el higado, una vez ex­

traido del animal, fue homogeneizado en un volumen igual a

cuatro veces su peso con una solución de ClK 1,15 % con un ho­

mogeneizador de Teflon-vidrio Potter Elvehjem. El homogenato

se centrifugó a 9.000 x g durante veinte minutos. La fracción

sobrenadante fue luego centrifugada durante una hora a 105.000

x g en una ultra centrífuga preparativa Spinco modelo L.

El pellet microsomal se resuspendió en 13 mililitros de

una solución de ClK 0,15 M- 0,025 MTris-ClH pH= 7,5.

En esta resuspensión se determinaron anilina hidroxilasa,

etil morfina N-demetilasa, NADPHcitocromo C reductasa, cito­

cromo P-450 y P-450 reductasa por los métodos que se detallan

más adelante.
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Para la determinación de proteinas marcadas se utilizó la

mismatécnica para la separación de la fracción 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

ción de sacarosa 0,3 M - EDTA3 mM.

Los microsomas asi separados fueron luego resuspendidos en

2 m1 de la solución de sacarosa - EDTA.

Determinaciones enzimáticas y ensayos

Aniling hidroxilasa SAH):

Se determinó la actividad de la anilina hidroxilasa en

microsomas hepátioos de acuerdo con el método descripto por

Imai, Ito y Sato (58), que se basa en la medición del p-amino

fenol formadopor la p-hidroxilación de la anilina.

La composición final de la mezcla de incubación es la si­

guiente: buffer tris 100 mMpH=7,4, Cl Mg 5 mMisocitrato de2

sodio 8 mMNADP0,33 mM,isocitrico deshidrogenasa 0,36 unida­

des/nl, clorohidrato de anilina lO mM.

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

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

Etil morfina N-demetilasa SEM-asa):

Fue medida en miorosomas hepáticos de acuerdo con el pro­

cedimiento descripto por Castro y Gillette (59), excepto que

1a concentraoión de etil morfina en la mezcla de incubación

me 111M.
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La actividad está expresada en nanomoles de formaldehído

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

NADPHcitocromo C redugtggg

Se midió la actividad de la citocromo C reductasa en sus­

pensiones microsomales de acuerdo con el método descripto por

Phillips y Langdon(60).

Se basa en la medición de la velocidad de reducción del

citocromo C, que en su forma reducida tiene un máximopronun­

ciado a 550 nm, el cual está ausente en el espectro de la for­

ma oxidada.

La composición final de la mezcla de incubación fue: cito­

cromo C 0,05 M, CNK1 mM, 50ju1 de sistema generador de NADPH

compuesto por : 0,2 ml de buffer_tris 0,3 M pH=7,4; 0,2 m1 de

012 Mg 1 M, 124 mg de isocitrato de sodio, 20 mg de NADPy 0,6

m1de isocitrico deshidrogenasa en glicerol obteniéndose una

concentración final de NADPH0,9 mM.

La concentración de proteinas fue de alrededor de 8 mg/hl.

La actividad se expresó en nmoles de citocromo C reducido/min/

mg de proteina a 37° C.

Determinación de citccrggg P-450 QP-450):

El contenido de P-450 se determinó en un espectrofotóme­

tro Aminco Chance, según el método descripto por Schenkmany

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

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

La muestra de suspensión microsomal (obtenida comose de­

talló anteriormente) se divide en dos partes y a una de ellas

se le burbujea C0 durante un minuto. Se coloca la muestra en

dos cubetas del espectrofotómetro, utilizando la que no fue

burbujeada comoblanco.

Se le agrega a ambascubetas ditionito de sodio (reductor)

y se mide la diferencia de absorbancia entre 450-490 nm.

El resultado se expresa comonmoles de P-450/mg de prote­

ina, valiéndose del coeficiente de extinción de 91 mMmlcm-l

(62).

Determinación de P-450 reductasa (P-450 reductgggl

La velocidad de reducción del citocromo P-450 por el

NADPHfue determinada en un espectrofotómetro Aminco Chance

según el método descripto por Gigon y colaboradores (63).

Se utilizó una celda anaeróbica Aminco (AL65085) para

trabajar en atmósfera de CO. La suspensión de microsomas he­

páticos de rata se obtuvo comose detalla en procesamiento

de órganos.

Tres mililitros de dicha suspensión saturados con COfue­

ron reducidos con el sistema generador de NADPHde la misma

composición que el utilizado para citocromo C reductasa.

La velocidad de reducción de citocromo P-450 se calculó

a partir de la velocidad inicial de incremento en absorbancia
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a 450 nmetros y se expresó en nmolee de P-450 reducido a 25°

C por miligramo de proteina por minuto.

Determinación de los cggbios espectrales producidosgpor inter­

acción de la prometazina con el P-450 de microsomas hepáticos

Fueron determinados según el método descripto por Schenk­

man y colaboradores (61). Los microsomas hepáticos suspendidos

en solución buffer tris 0,025 M- 01H - ClK 0,15 MpH = 7,5 se

agregaron a ambas cubetas de un espectrofotómetro AmincoChan­

ce y se registró la linea de base correspondiente a igual ab­

scrbancia de luz.

La línea de base se restó del cambio en absorbancia produ­

cida por la adición de prometazina a una de las cubetas y pos­

teriormente se graficó el espectro diferencial.

Para obtener la constante espectral se registraron los

espectros después de cada adición de prometazina y se grafico

la concentración dividida la diferencia de absorbancia entre

430 y 490 nmetros en función de la concentración y se calculó

1a Ks (61) de acuerdo con el método de Lineweaver y Burk (20).

14
Incorporación de C en proteinas microsomales

Para medir la incorporación de 14C in vivo a proteínas mi­

crosomales se utilizó el método descripto por Diaz Gómezy co­

laboradores (64).

Se tomó una alícuota de l m1 de la suspensión microsomal

(obtenida comose detalló en separación de microsomas) y se le
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agregó 6 m1 de ácido tricloroacético (TCA)al lO %y se cen­

trifugó a 9.000 x g diez minutos a 0° C. Se resuspendió el

precipitado con 5 ml de TCAal 5 %y se lo calentó treinta mi­

nutos a 80°-90° C en baño de agua. Se dejó enfriar y se centri­

fugó a 9.000 x g diez minutos a 0° C. Se lavó luego tres veces

por resuspensión y posterior centrifugación con 5 ml de TCAal

5 %.

Posteriormente, se lavó de la mismaforma con etanol: éter:

cloroformo (2:2:lz), con acetona y finalmente con éter.

Luego de secado en estufa a 40° C, se tomaron lO mg de

proteina y se le agregó l ml de ácido fórmico, 5 ml de butil­

cellosolve 40 %en tolueno y 15 ml de 2,5 difenil oxazol (PPO)

8 g/l en tolueno butilcellosolve 3:1.

La radioaotividad se midió en un contador de centelleo li­

quido Beckman L S 133.

Al numero de cuentas obtenidas en cada caso se le hizo la

corrección que corresponde debido a la atenuación (quenching)

mediante el método que usa el cociente de canales y también se

le restó el valor correspondiente a la solución de PPOsolo.

Barbitúricos

Para el dosaje de barbitúrioo, el método empleado es el

descripto por Truhaut y colaboradores (65) que se fundamenta

en la medición del espectro de absorción del mismoen el ultra­

violeta.
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Se realiza una primera extracción del barbitúrico de plas­

ma con éter en medio de buffer P04 HZK- P04 HK2 (pH: 8) segui­

do por una solubilización en fase acuosa con un buffer de bi­

carbonato hidróxido de sodio (pH: ll). Se realiza luego una

purificación por extracción con éter en medio clorhídrico y

una redisolución en el buffer a pH: ll.

Se mide la absorbancia a 260 y 240 nm, restando la absor­

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

expresa en’pg de barbitúrioo/hl de plasma.

Determinación de proteinas

La concentración de proteinas en las suspensiones microso­

males fueron determinadas de acuerdo con el método de Lowry y

colaboradores (66).

Análisis estadístico

La significación de la diferencia entre dos valores prome­

dio se determinó por el test de t (67).

Todo experimento en el cual estuviera involucrado la com­

paración entre cuatro valores medios, la significación fue de­

terminada por análisis de variancia bimodal de acuerdo con el

método de Brownlee (68)?
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RESULTADOS

Efecto de la administración de prometazina sobre el tiempo de

hipnosis producido_porel pentobarbital

Se toma la duración del tiempo de hipnosis comoun indice

indirecto de la capacidad general del animal de metabolizar

drogas por hidroxilación.

La administración de prometazina treinta minutos antes que

el pentobarbital produceuna prolongación significativa sobre

el tiempo de hipnosis.

El efecto de prolongación fue aún observado cuando fueron

dadas dos dosis de prometazina (una en cada dia) 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 procedió de la siguiente forma: se le administró

la prometazina (tiempo cero), a los treinta minutos el pento­

barbital, y a los sesenta minutos se le extrajo sangre, deter­

minándose la concentración de barbitúricos de acuerdo con el

método descripto en la parte experimental. No se encontró di­

ferencia en las ratas tratadas con respecto a los controles

( controles 16,2 Ï 3,4 flg/ml; tratadas 16,0 Ï 1,8¡tg/ml).

Si se da una inyección diaria de prometazina durante más

de dos dias, la respuesta al pentobarbital cambiaradicalmen­
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te. En efecto, a partir del segundodia de administración has­

ta el cuarto dia se produjo un acortamiento significativo en

la duración del tiempo de hipnosis (Tabla l).

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

y la oitocrqgo P-450 reductasa de miorosomashepáticos

La interacción de la prometazina con una suspensión micro­

somal produce un cambio espectral tipo I, comose muestra en

la figura l.

La constante espectral obtenida fue KS : 2,8 x 10-ISP

el cambio espectral máximo0,0157.A absorbancia/mg (figura 2).

M y

La etil morfina y el pentobarbital, los cuales son compues­

tos tipo I utilizados en concentración saturante ( 3 mMy 13

mMrespectivamente), fueron capaces de prevenir la producción

del cambio espectral producidos por la prometazina.

El proceso de reducción 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 Ï 0,11 nmoles de P-450 reducido/ng proteina/

minuto. Cuando se le agregó prometazina a la mezcla de incu­

bación, en una concentración final 0,5 mM,la actividad obte­

nida fue 2904 i 0,18 nmde P-450 reducido/ng proteina/ minuto.

Ambosvalores son el resultado de tres mediciones.

Efecto de la prometazina sobre la actividad de la etil morfina
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TABLA l

Efecto de la administración de prometazina sobre el tiempo de

hipnosis producido por el pentobarbital

Duración del Tiempo de hipnosis %de control

tratamiento a en minutos

Dias Control Prometazina

o 95 i 10 17o i 18 b 179

1 69 i 6 98 i 14 b 142

2 107 i 33 47 i 6 b 44

3 78 i 32 47 Ï 12 b 60

4 99 i 22 51 i 10 b 52

a
Los animales recibieron una inyección intraperitoneal de

prometazina diariamente en una dosis de 50 mg/kg.

Para determinar el tiempo de hipnosis por pentobarbital, los

animales recibieron una inyección intraperitoneal (40 mg/kg)

a diferentes dias del tratamiento con prometazina y treinta

minutos después de la última dosis de prometazina.

Los controles recibieron solución fisiológica.

Fueron utilizados ocho animales por grupo.

P L 0,01
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Fixüra l: Interacción espectral de prometazina en micronovas

hopáticos

Los mïcrosoma: hepáticos fueron puestos en el espectrofotó­

metro en dos cubetas de cuarzo (2,5 mg proteína/ml en buffer

try-¡.10,025 ¡a - cm - c1x 0,15 M pH = 7,5).

Donnvfisde notablecer 1a línea de base se adicionó promota­

zinn on mua concentración 23,4 MMa. 117 ¡JM y se registró el

especho.

El espectro registrado corresponde a una concentración de

prometazina 117 um.
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Determinación de la constante espectral de Dr0mota­

zina

Para la determinación de la constante espectral (Kg) se util —

zaron las mismas condiciones experimentales que las detallvdas

para 1a figura 1.
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Ñ-demetilasa in vitro

La adición de prometazina en una concentración de 0,5 mM

a la mezcla de incubación que contiene microsomas, sistema ge­

nerador de NADPHy etil morfina, inhibe considerablemente la

actividad de la EM-asa;

Los resultados ilustrados en la figura 3 corr69pondena la

representación gráfica de la ecuación de Lineweaver y Burk

(20).

El Ks y el Ki es 0,38 mM; la V máxima y la Vi máxima son

20 y 9,5 nmoles de fonmaldehido/mg proteina/15 minutos respec­

tivamente.

Eïecto de la administración de prometazina sobre la actividad

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

nido de citocromo P-450 de microsomagrhepáticos

Se administró una dosis de prometazina (50 mg/kg, intra­

peritoneal) y se determinó tres horas más tarde la actividad

de la EM-asa, citocromo C reductasa y contenido de P-450, en­

contrándose que no existía una diferencia significativa entre

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

Efecto de la administración repetida de prometazina sobre la

actividad de la etil morfinng-demetilasaAIÍ a gnilina hidro­
xilasa

La inyección diaria de prometazina (50 mg/kg, ip) durante



4o

TABLA 2

Efecto de la administración de prometazina sobre la actividad

de etil morfing N-demetilgga, citocromo C reductasa y contenido

de citocromo P-450 de microsomas hepáticos

Tratamiento a EM-asa nmoles Citocromo C re- P-450 nmoles/
formaldehído/mg ductasa nmoles/ mg prot. Ï DS
prot/is min i DS mg prot/min Ï DS

Control 43 Í 4 153 Í 25 0,50 i 0,01

Prometazina 46 i 1 146 i 18 0,51 i 0,01

a
Los animales recibieron una inyección de prometazina (50 mg/

kg, intraperitoneal) y fueron sacrificados tres horas más

tarde. Los controles recibieron solución fisiológica. Todos

los animales fueron ayunados catorce - dieciséis horas antes

del sacrificio.

Fueron usados seis animales por grupo.

El efecto de la prometazina sobre todos los parámetros aquí

descriptos no fue significativamente distinto de los contro­

les ( P) 0,05)



; J

4% [nM FORMALDEHIDOjm, PROT./ 15mm]

4..

'é 1' 1' é. á Í. y,[mMEMÏ"

Figura 3: Inhibición no competitiva de la EM-asapor pro­

metazina.

La suspensión microsomal ( 22 mg proteína/bl) y la prome­

tazina fueron incubadaa simultáneamente en presencia de

etil morfina ( concentración final entre 0,25 mMa 2 mm)

durante 15 minutos a 37° C.
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cuatro dias causa un pronunciado incremento en 1a actividad de

la etil morfina N-demetilasa, que es una enzima microsomal. La

etil morfina N-demetilasa interviene en el metabolismo de la e­

til morfina, un sustrato tipo I, produciendola hidroxilaoión

de la misma.

La actividad en el grupo tratado se incrementó al doble que

en el grupo control.

La actividad de la anilina hidroxilasa, 1a enzimamicroso­

mal que metaboliza la anilina (que es un sustrato tipo II) pro­

duciendo una para-hidroxilación, permanece sin cambio.

En contraste, por administración del conocido inductor de

estas enzimas, el fenobarbital, se incrementósignificativa­

mente 1a actividad de la anilina hidroxilasa y la etil morfi­

na N-demetilasa (Tabla 3).

Efecto de la administración repetida de prometazina sobre el

contenido de P-450 microsomgífl sobre 1a actividad de 1a P-450

reductasa y citocromo C reductasa

La administración diaria de prometazina durante cuatro di­

as produce un incremento en el contenido de oitocromo P-450 de

microsomashepáticos; también incrementa la actividad de la

P-450 reductasa y de la citocromo C reductasa.

La relación de citocromo P-450 a P-450 reductasa es 2,9 en

los animales controles, mientras que en el grupo tratado con

prometazina dicha relación es 4,1 (Tabla 4).



TABLA3

Efectodelaadministraciónrepetidadeprometazinasobrelaactividaddelaetil morfinaN-demetilasa(EM-asa)yanilinahidroxilasa(AH)demicrosomashegáticos

a

TratamientoEM-asanmolesdeformalde-%deAHnmolesdep-aminofe-%de

hide/mgproteina/15minut.Controlnel/ngprot./15minutosControl

4,21i 0,78100

+I

Control34ll100

+I

111874,631,62109

1,95b173

Prometazina63

+l

Fenobarbital71Ï14b2097,30

Losanimalesrecibieronunainyecciónipdiariamentedeprometazina(50mg/kg) porcuatrodiasyfueronsacrificadosenlamañanadelquintodiadeiniciación deltratamiento.Elfenobarbitalsódico(80mg/kg,ip)fuedadounavezaldia durantetresdiasylosanimalesfueronsacrificadoslamañanadelcuartodia.
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Continuación leyenda Tabla 3

Todos los animales fueron ayunados catorce-dieciséis horas an­

tes del sacrificio. Los controles recibieron solución fisioló­

gica y fueron tratados similarmente.

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<0,0l
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TABLA 4

Efecto de la administración repetida de prometazina sobre el

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

reductasa y la citocromo C reductasa de microsomashepáticos

Control Prometazina a %de

control

Contenido de P-450
(nmoles/mg prot. 0,58 i 0,12 1,07 Ï 0,12b 184
i Ds)

P-450 reüuctasa
(nmoles/mg prot./ 1,69 Ï 0,34 4,38 Ï 1,13.b 259
min 1' DS)

Citocromo C

reductasa (nmoles 204,3 Ï 26,1 286,1 Ï 23,6b 140
mg prpt/hin Ï DS)

a
La administración de prometazina fue la mismaque la descrip­
ta en la Tabla 3.

Fueron usados ocho animales por grupo.

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 evidenció ya al

dia siguiente de la primera dosis, y fue incrementándose lue­

go con la administración repetida (Tabla 5).

El aumento en la actividad de la NADPHcitocromo C reduc­

tasa fue evidente luego de la segunda dosis de prometazina,

haciéndose luego más notoria con la administración de las su­

cesivas dosis (Tabla 6).

Efecto de le administración repetida_de prqgetazina sobre el

peso del higado y el contenido de proteina microsomal

La administración de una dosis diaria de prometazina du­

rante cuatro dias no produce un aumento 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 X la Puromicina en ratas tratadas

con Erometazina

El efecto de estos dos bien conocidos inhibidores de sin­

tesis de proteinas fue probado en ratas tratadas con promete­

zina.

Ambosinhibidores fueron capaces de bloquear el aumento

de contenido de citocromo P-450 producido por la administra­

ción repetida de prometazina , pero no sobre la actividad

de la etil morfina N-demetilasa (Tablas 8 y 9).



TABLA5

EfectodediferentesnúmerodedosisdeprometazinasobreelcontenidodecitocromoP-450 (P-450)ylaactividaddelaetilmorfinaN-demetilasademicrosomashepátioosa

EM-asanmolesformaldehído/

P-450nmol/hgproteina

mgproteína/15minutos

Prometazina%deControlPrometazina%de

Control

DosisControl

Control

10,45i 0,100,65-0,10

+I

14428,28,438,6-7,4136

+I

+I
0,080,74-0,18b12715,24,523,15,0152

p

+l

+l
01-090976"0,077,09,1

+|
0,121,070,12184-34,011,063,0-11,0187

a Todoslosanimalesrecibieronunadosisdiariadeprometazina(50mg/kg)yfueron

sacrificadosalamañanadeldiasiguientealaúltimadosis.Todoslosanimales fueronayunadoscatcrce-dieciséishorasantesdelsacrificio.Loscontroles

47
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Continuación leyenda Tabla. 5

recibieron solución fisiológica. y fueron tratados similarmente.

Fueron empleados seis animales por grupo.

P< 0,05
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TABLA 6

Efecto de difergptes núgggo de dosis de prometazina sobre la

gptividad de la oitocromo C reductasa microsomal a

Dosis Citocromo C reductasa %

nmoles/mgproteína/bin. 'Control

Control Prometazina

1:. 92,2 Ï 19,0 97,9 Ï 30,0 106

2 165,0 I 19,4 187.7 i 13,7b 113

3 149,4 Í 32,9 193,0 i 34,3b 129

4 204,3 i 26,1 286,1 i 23,6b 14o

a El tratamiento con prometazina es comose indios en la Tabla

5.

Fueron usados seis animales por grupo.

b
P< 0,05
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TABLA 7

Efecto de la administración repetida de prometazina sobre el

peso de hígado y contenido de proteína microsomal

a
Tratamiento Peso de higado / Contenido de proteina

+
100 g de peso - DS microsomal mg/g de

hígado Ï DS

+ +Control 3,40 - 0,27 28,9I.- 1,91
. + + b

Promet321na 3,61 —0,20 31,65 - 1,75

a
El tratamiento con prometazina es comose indica en Tabla 3.

Fueron usados diez animales por grupo.

b
P< 0,01
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TABLA 8

Efecto de la puromicigg sobre el aumento del contenido de P-450

y la activiq ¿ide la etil morfina N-demetilasa microsomales

producido por pretratamiento con prqggtazina

Tratamiento a P-450 EMeasa

nmol/hg proteina nmoles de formaldehído/

mg proteina/ 15 minutos

Control 0,60 Ï 0,11 33,2 Ï 6,8

Prometazina 0,85 Ï 0,09b 51,8 Ï 8,6b

Puromicina 0,37 i 0,04b 11,6 Í 4,2b

Puromic.+ Promet. 0,38 Ï 0,07b'° 17,0 i 4,8b'°

a Los animales recibieron una inyección diaria ip de promete­

zina (50 mg/kg) y puromicina (125 mg/kg) durante cuatro di­

as. La puromicina fue dada siempre siete - ocho horas des­

pués de la prometazina.

Los animales fueron sacrificados la mañanadel quinto día

y sus higados fueron procesados comoee describe en Métodos.

b
P<:0,05 comparadocon el control.

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

cremento producido por la prometazina en el contenido de
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Continuación leyenda Tabla. 8

P-450 obtenido por análisis de variancia fue < 0,05 y para

EM-asa) 0,05.

El incremento de la actividad de la EM-asaproducido 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 acción 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 ll).

Efecto de la administrggión repetida de la Prometazina sobre
14la incorporación de C Leucina en proteinas microsomales

La administración repetida de prometazina no evidenció un

incremento en la incorporación de 14C Leuoina en proteinas mi­

crosomales en ratas tratadas con prometazina (con una dosis

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

Efecto de 1a administración de prometazina sobre la degradación

de proteínas microsqmgggs

Administrando una sola dosis de prometazina a animales

tratados previamente con(l4C guanidino) arginina se encontró

que habia una diferencia significativa en la desaparición de

la radioactividad de las proteinas microsomales, encontrándo­

se una mayor marcación en las ratas tratadas con prometazina

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

Efecto de la administración 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 EM-asa
nmol/mgproteina nmoles de formaldehído/

mg proteina/ 15 mintos

Control 0,46 i 0,04 17,7 i 3,0

Prometazina 0,74 Ï 0,07b 35,7 Ï 6,7 b

Actinomicina D 0,32 i 0,,05b 11,1 Ï 2,8 b

Actin.D+Promet. 0,39 i 0,04b'° 19,3 Í 3,2 °

a
Los animales recibieron una inyección ip diaria de promete­

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

dias.

La Actinomicina D fue dada siempre siete - ocho horas des­

pués de la prometazina° Los animales fueron sacrificados

1a mañanadel quinto dia y los higadoe fueron procesados co­

mo se describe en Métodos.

P<ï0,05 comparadoscontra el control.

El valor de P sobre el efecto total de 1a Aotinomicina D so­
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Continuación leyenda Tabla 9

bre el incremento producido en el P-450 la actividad de la

EM-asaobtenido por análisis de variancia fue < 0,05 y.>»0,05

respectivamente. El %de incremento en la actividad de la

EM-asaprovocada por la prometazina con respecto al control

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

Efecto de la administración de Actinomicina D sobre e;_gumento

de contenido del P-450 microsomal producido por pretratamiento

con fenobarbital

Tratamiento a P-450
nmol/mgproteina

Control 0,45 i 0,08
. + bFenobarbltal 0,82 - 0,17

Actinomícina D 0,31 Ï 0,08 °
d

Actinomicina D + Fenobarbital 0,47 Ï 0,08

a
El fenobarbital fue administrado en una sola inyección ip en

una dosis de 100 mg/kg y los animales fueron sacrificados

cuatro días 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

I’ < 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

fenobarbital obtenido por análisis de variencia fue < 0,05
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TABLAll

Efecto de la administración de Aotinomicina D sobre el aumento

de actividad de la citocrqgg C reductasa producido por pretra­

tamiento con prometaziqg

Tratamiento Actividad de la citocromo C

reductasa nmoles/mg proteína/min Ï DS

Control 164 Ï 28

Prometazina 222 Ï l4b

Actinomicina D 113 Ï ab

Act. D + Prometazina 151 Ï 18c

a
Administración de prometazina y Actinomicina D comoen tabla

9o

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 prometazina en la ac­

tividad de la citocromo C reductasa obtenido por análisis de

la variancia fue > 0,05
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TABLA 12

Efecto de la administración repetida dsgprometazina en la

incorporación de Leucina en proteinas microsomales

14Tratamiento a C Leucina incorporada en proteínas

microsomales dpm/mgprot. Ï DS

Dias Control Prometazina

1 2847.2 i 304,6 252,6? 219,2 °

2 3276,3 i 273,7 3193.8 i 459,7 °

3 3453,0 i 248,2 3435,8 i 250,2 °

4 3032,5 i 226,8 3052,o i 136,6 °

La prometazina fue administrada en dosis diaria comose in-'

dica en la Tabla 1.

14C'Leucina (33 x 107 dpm/kg) fue administrada veinticuatro

horas después de la última dosis de prometazina o solución

fisiológica.

Los animales fueron sacrificados doce horas después de la

administración de 140 Leucina y sus higados fueron procesados

para la aislación de proteínas microsomales y contados como

se indica en Métodos.

Fueron empleados seis animales por grupo.

P > 0,05
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TABLA 13

Efecto de la administración de prometazina sobre la degradación

de proteínas miorosomales

Tratamiento a (140 guanidino) %Control
arginina incorporada

en proteína microsomal
( dpm/hg proteína i DS)

Control 86,6 Ï 7,1

Prometazina 128,6 Ï 13,0b 148

a
Los animales fueron ayunados 12-14 horas antes de ser sacri­

ficados. Los hígados fueron procesados para la aislación de

proteínas microsomales comose indica en Métodos.

a 14L C guanidino arginina fue dada 48 horas antes del sacri­

ficio ( ocho de 1a mañana del primer día en una dosis de 85

x lO6 dpm/kg, ip).

La prometazina fue administrada a las ocho de la noche del

segundo día, doce horas antes que los animales fueran sacri­

ficados ( ocho de la mañanadel tercer día).

Fueron usados seis animales por grupo.
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DISCUSION

La administración previa de prometazina tiene un efecto

bifásico sobre el tiempo de hipnosis por pentobarbital que de­

pende de la frecuencia de su administración.

En efecto, cuando el animal recibe una sola o dos dosis

de prometazina, la acción de una posterior inyección de pento­

barbital es muchomás larga. En cambio, si se administran tres

o más dosis (una por dia) el efecto es el opuesto, es decir,

se acorta significativamente el efecto del pentobarbital. Si

se considera que tal cual se anticipara en la Introducción, el

tiempo de hipnosis producido por un barbitúrico comoel pento­

barbital suele reflejar variaciones en el proceso del metabo­

lismo del mismo en miorosomas de higado (no siempre comovere­

mosmás adelante), los resultados arriba señalados sugieren que

la prometazina podria producir un efecto bifásioo sobre las oxi­

dasas de función mixta de microsomas de higado tal cual lo ha­

cen otros compuestos (69), inhibiendo a tiempos cortos o única

dosis e intensificando su acción a tiempos largos o dosis repe­

tidas. Es por ello que para el análisis de su acción se dividi­

rá este análisis en dos partes. Unaque tienda a interpretar

los efectos después de una sola dosis que resultan en la pro­

longación del efecto del pentobarbital. La otra, la que ocurre

cuando el animal recibe varias dosis (ejemplo : cuatro) y que
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resulta en un acortamiento significativo de la duración del

efecto del pentobarbital.

Cuandoel 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 función mixta de micro­

somashepáticos tres horas después de haberla administrado.

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

etil morfina N-demetilasa no varian tres horas después de una

única dosis de prometazina, aunque si lo hace 24 horas después.

Este experimento excluye posibles efectos sobre el metabolismo

de drogas tipo barbiturato medidos por daño a componentes del

sistema microsomal, por ejemplo el P-450 del tipo descripto en

literatura para sustancias comoel tetracloruro de carbono, el

secobarbital, la dimetilnitrosamina, la tioacetamida, el Nhi­

droxiacetilaminofluoreno y otros compuestos (70-73).

De haber ocurrido esos efectos también hubiese podido ex­

plicar la prolongación del efecto del pentobarbital deepués de

una sola dosis de prometazina. El que no ocurra ese tipo de in­

teracciones destructivas irreversibles, obliga entonces a ana­

lizar otro tipo de posibilidades.

La primera pregunta a responder es si la prometazina es ca­

paz de inhibir a las enzimas que metabolizan de modoinespeci­

fico sustancias extrañas al organiSmo, tales comoel pentobar­

bital o la etil morfina (es el mismosistema enzimático, solo
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que por razones de facilidad y precisión de técnicas se usa

medir metabolismo de etilmorfina por demetilación, EM-asa).

Nuestros resultados indican que en efecto, la prometazina

inhibe no competitivamente a la EM-asa. Ello lo hace, no obs­

tante, a concentraciones más altas que las que ocurren in viv)

en microsomas después de dosis comola inyectada. En efecto,

resultados previos del laboratorio de Slater (74) detectaron

concentraciones del orden de 1,6¡nmolar que son mas bajas que

las aqui empleadas.

Tambiénse 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.

Segun estudios de otros autores la producción de cambios

espectrales tipo I evidencia interacción con la porción apo

proteina del P-450 (61). Esta interacción es competitiva con

la que produce el pentobarbital o la etilmorfina que también

causan cambioespectral tipo I. Para explicar cómoesta inter­

acción competitiva con la etilmorfina podria explicar una in­

hibición no competitiva de la EM-asapuede ser importante te­

ner en cuenta que la EM-asamide el proceso global de metabolis­

mo en el cual la formación del complejo con el P-450 no es el

paso limitante sino el proceso de reducción del P-450.(21)

La prometazina ejerce sobre éste último un efecto de sen­

tido opuesto y ello complica la interpretación. Tambiénpueden
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tener que ver en el efecto de la prometazina sobre la EM-asa

las acciones que se sabe tiene ese compuesto sobre membranas

(75-77), las cuales a su vez son soporte de la EM-asa. A pesar

de que todas estas interacciones aqui descriptas podrian 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 prolongación de la acción del pen­

tobarbital se debiera a que la Prometazina inhibe su metabolis­

mo en el higado, entonces los niveles en sangre de pentobarbi­

tal en animales pretratados con prometazina debieran ser más

altos 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

tral o sea el receptor de la acción de los barbitúricos. En

este sentido es importante destacar la conocida acción depre­

sora que tienen tanto el pentobarbital comolos antihistamini­

cos, entre ellos, la prometazina (6).

Los efectos inhibidores directos antes apuntados pueden

tener importancia en estudios in vitro o in vivo si la dosis

recibida por alguna razón es muyalta (accidental, suicida,etc).

El efecto de acortamiento de la acción hipnótica del pento­

barbital que ocurre cuando el animal ha sido pretratado con do­

sis diarias repetidas de prometazina, sugiere que está aumenta­

da la capacidad del sistema microsomal hepático que metaboliza

en esta condición experimental
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Asi parece también indicarlo el haber encontrado que el

metabolismo de otro sustrato que comoel pentobarbital es ti­

po I, caso de la etilmorfina, está aumentadoconsiderablemen­

te después de tratar repetidamente con prometazina. Este au­

mento de la BM-asa parece deberse a que en esas condiciones

experimentales está 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-45O y la reductasa son componentesesenciales del sistema

transportador de electrones microsomales que metaboliza el

pentobarbital, la etilmorfina y un sinnúmero de otros compues­

tos (78-80).

El hecho de que el tratamiento repetido con prometazina

admenta el contenido de proteina microsomal (aunque no el peso

del higado por lOOgramos de peso corporal), hace que la capa­

cidad global hepática para metabolizar sustancias extrañas es­

té considerablemente aumentada.

El aporte del proceso de sintesis de proteinas es necesa­

rio para el aumento de contenido de P-450 microsomal que se

observa después de la administración repetida de prometazina.

Ello queda claramente evidenciado por el hecho que tanto la

actinomicina D comola puromioina bloquean el efecto de la pro­

metazina.

La actinomicina D inhibe la sintesis de proteina por blo­

quear la sintesis de m-RNAque requiere DNAy lo hace porque
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se une con gran afinidad a1 DNA(35).

La puromicina, en cambio, actúa sobre el proceso de tras ­

lación e inhibe la síntesis de proteína porque del mismomodo

que un AA-tRNA,puede servir de aceptor de la cadena peptidica

naciente que está unida al ribceoma comopeptidil-tRNA (34).

Ni 1a actinomicina D ni la puromicina son capaces de blo­

quear en cambio el aumento de actividad de la citccromc C re­

ductasa que produce la administración repetida de prometazina.

Ellc'parece sugerir que, en contraste con lo observado para el

caso del aumento del P-450 micrasomal, en este caso la sintesis

de proteina no desempeñaningún papel.

Una posibilidad de explicar este efecto de la prometazina

podria derivar del conocido efecto que tiene este compuestosc­

bre las membranasbiológicas y que es de tipo detergente (75-77)­

Se sabe que otros compuestos que son capaces de interaccio­

nar con membranas ya sea como detergentes o como solventes son

capaces de activar a la citocrcmo C reductasa microeomal (60).

Otra posible interpretación del fenómenode aumento de ac­

tividad de la citocromo C reductasa por administración repeti­

da de prcmetazina, podría ser que ya sea la prometaaina c algu­

no de sus metabolitos facilitara el flujo de electrones del

NADPHa1 citccrcmo o mediado por la enzima. De algún modo esta

posibilidad ha sido observada en nuestros experimentos sobre

los efectos de la prometaaina sobre el proceso de reducción
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del P-450 por la P-450 reductasa ( que es idéntica con la cito­

cromo C reductasa).

El hecho de que el incremento de contenido de P-45O micro­

somal que produce la administración repetida 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 incorporación de leucina marcada en proteinas mi­

crosomales hepáticas de animales pretratados con prometazina.

En esos estudios no se observó diferencia entre la incorpora­

ción obtenida en animales controles o tratados. El aumento de

cbntenido de P-450 microsomal se produce porque mientras el

proceso de sintesis de proteina hace su aporte habitual el pro­

ceso de degradación de proteinas está desacelerado por acción

de la administración repetida de la prometazina. Ello queda

claramente evidenciado en los experimentos en los cuales las

proteinas microsomales hepáticas fueron premarcadas con 14C

guanidino-arginina. La estabilidad de la marcafue significa ­

tivamente mayor en los animales tratados con prometazina que

en los controles.

Resumiendo,la sintesis de proteina es necesaria aunque no

está acelerada porque provee la cantidad habitual de P-450 y

éste se acumula porque es degradado a menor velocidad que a la
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que suele hacerlo. En lo que respecta al mecanismopor el cual

la prometazina inhibe los procesos de degradación proteica, po­

drian ser de interés los efectos descriptos por varios autores

que tiene la prometazina sobre la membranalisosomal con la

consiguiente estabilización de la misma(76). Ello es particu­

larmente relevante por cuanto se cree que los lisosomas desem­

peñan un papel de importancia en los procesos degradativcs ce­

lulares (81-84).

Otra posibilidad existente es que la prometazins inhibe a1­

gunas proteasas de importancia en los procesos degradativos

celulares. Esta posibilidad nc debe considerarse muyremota,

dado que en estudios anteriores de nuestro laboratorio se ob­

servó que la prometazina asi comootros antihistaminicos inhi­

bia competitiva y reversiblemente la colinesterasa (85,86).

Esta enzima comparte su respuesta a varios inhibidores com­

petitivos con otras esterasas y otras proteasas (87,88) algunas

de las cuales podrian estar involucradas en procesos degradati­

vos.

En lo que respecta a cual es la importancia de los presen­

tes estudios desde el punto de vista toxicológico-farmacológico

conviene tener en cuenta en este punto varios antecedentes.

Uno es que: cualquier producto que modifique la absorción,

distribución, excreción, metabolismo, la interacción de un fár­

maco o tóxico con su receptor m/o con receptores inespecificos
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también modificará la intensidad y/o la duración y a veces

también la naturaleza de su respuesta toxicológica o farmaco­

lógica (89,90).

Otro es, que frecuentemente el factor más importante que

regula la respuesta farmacológica-toxicológica de un compuesto

es el proceso de metabolismo del fármaco o tóxico en el higado

a través del sistema de la oxidasa de función mixta de microso­

mae (89,90)»

Con estos antecedentes en mente se puede decir que estos

presentes estudios sugieren fuertemente que la administración

de prometazina con exposición simultánea a otros fármacos o

tóxicos puede tener consecuencias indeseables o peligrosas y

aún letales.

Analizando primero el caso de la dosis única de prometazina

puede verse que por un lado tuvo efectos depresores propios

que sumadosa los del barbitúrico podrian llegar a provocar la

muerte de un individuo expuesto a ambos compuestos. Este efec­

to, aunque no vinculado a transformaciones metabólicas del tó­

xico es sin duda el más importante comoriesgo después de dosis

únicas.

Otro, menos importante o probable, es que por ingestión de

dosis elevadas accidentales (error o accidente por ponerla al

alcance de los niños) bloques el metabolismo desintoxicante de

otro compuesto ( fármaco o tóxico) a que el individuo se viera

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

Más inesperadas e imprevisibles podrian ser las consecuen­

cias de la exposición de un individuo a tóxicos o fármacos, que

en vez de destruirse por metabolismohepático se activan, si és­

te.estuvo sometido a tratamiento previo repetido con el antihis­

taminico prometazina.

Es importante destacar que ésta no es una posibilidad re­

mota o utópica. Muchosindividuos reciben en determinadas cir­

cunstancias dosis repetidas de antihistaminicos ( resfrios, a­

lergias, etc) y a su vez también pueden recibir otros fármacos

o, más impredecible aún, estar expuestos a tóxicos en sus ta­

reas (obreros de industria, rociadores de insecticidas, etc).

A su vez la cantidad de compuestos que se activan por me;

tabolismo hepático cubre una amplia gama, contándose entre e­

llos solventes comoel tetracloruro de carbono, intermediarios

quimicos comoel bromobenceno, insecticidas comovarios clora­

dos y fosforados, fármacos comoel acetaminofeno, la furosemi­

da, la isoniazida e iproniazida , etc (91,92).

El hecho de que la administración repetida de prometazina

conduzca a un aumento significativo de la capacidad metabólica

de la oxidasa de función mixta microsomal hepática, 00m0aqui

se demostró hace que está también aumentada la capacidad de

activar a dichos tóxicos a los metabolitos responsables de sus

efectos y por lo tanto aumentar su toxicidad.
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Otra consecuencia de la administración repetida de prome­

tazina no tan peligrosa comola anterior, pero de todos modos

indeseable es que podria acortar c disminuir la intensidad de

efectos farmacológicos útiles de compuestosque se destruyen

por metabolismo hepático. Este caso seria muchomas comúnque

el apuntado anteriormente por ser la mayor parte de los fármacos

destruidos por metabolismo (78) y se visualiza fácilmente con

los ejemplos de barbitúricoe y con anticoagulantee.

'Si un paciente necesitara recibir anestesia por barbitúricos

(por ejemplo: pentotal) y hubiese recibido previamente trata­

miento repetitivo intenso con prometazina, sucedería que las

dosis habituales no le harian efecto y ello desorientaria al

médico o le causaría dificultades por ejemplo, durante una ope­

ración.

Otro caso es el de los anticoagulantee tipo dicumarol.

Muchospacientes reciben este tipo de compuesto para pro­

longar el tiempo de coagulación sanguínea. Si el individuo es­

tuvo expuesto a tratamiento repetitivo con prometazina el médi­

co podria encontrarse con el hecho de que el paciente no le

respondiera al tratamiento, por ser el anticoagulante rápida­

mente destruido en el higado.

Este tipo de problemas es conocido para el caso de pacien­

tes que recibieron anticoagulantea y previamente habian estado

en tratamiento con hipnóticos (93,94).
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En resumen: se estima que tanto la administración en dosis

única comorepetitiva del antihistamínico prometazina junto con

otros compuestos o Junto con exposición a tóxicos, puede condu­

cir a problemas que oscilan entre indeseables a graves.

Ellos derivarían de las aquí demostradas interacciones de

1a prometazina con el sistema de la oxidasa de función mixta de

microsomashepáticos, asi comode otros efectos directos.

Por lo tanto, se considera de importancia asegurar de que

toda exposición combinada de prometaaina con otros fármacos o

tóxicos es no riesgosa antes de que ocurra.
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RESUMEN

Se estudió el efecto de la administración única o repetida

de prometazina (Fenergan) sobre los componentes del sistema

enzimática de microsomas hepáticas que metabolizan tóxicos y

fármacos; el citocromo P-45O y la citocromo C reductasa (P-450

reductasa). Tambiénse observaron los efectos que la adminis­

tración única o repetida de prometazina tiene sobre la acción

hipnótica del pentobarbital y se trató de entender las inter­

acciones observadas en términos de los efectos que la prometa­

zina ejerce sobre el metabolismodesintoxicante del pentobar­

bital mediado por las enzimas antes mencionadas.

Se encontró que una única 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. El efecto prolongador observado parece deberse a

una acción aditiva de efectos depresores sobre el sistema ner­

vioso central de la prometazina y el pentobarbital. Si la dosis

de prometazina fuese alta también podrian actuar efectos inhi­

bidores detectados en este estudio de este compuestosobre las

enzimas que metabolizan fármacos y tóxicos de microsomas hepá­

ticos.

Si el animal recibe más de dos dosis (una diaria) de prome­

tazina, entonces el efecto hipnótioo del pentobarbital se acor­

ta y ello parece claramente deberse a que en_esas condiciones

aumenta el contenido de citocromo P-450, citocromo C reductasa
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y la actividad global del sistema para desintoxicar al organis­

mode pentobarbital(medida a través de la actividad de la etil­

morfina N-demetilasa).

El aumento de contenido de P-450 microscmal se logra por

el aporte del proceso de sintesis de proteina aunque este no es­

tá acelerado tal cual lo demuestranlos estudios de incorpora­
14ción de C - leucina en animales tratados y controles.

Los estudios de efectos de la prometazina sobre el proceso

de degradación proteica medidos con 14C guanidino - arginina

sugieren que en el aumento de contenido de citocrcmo P-450 mi­

croscmal el bloqueo de los procesos degradativos por le prome­

tazina desempeñaun papel importante. El aumento de actividad

de la citocromo c reductasa por efecto de la administración de

prometazina no depende de los procesos de sintesis o degrada­

ción prcteice y podria deberse ya sea e una acción tipo deter­

gente de la prometazina sobre la enzima o alternativamente a

que esta funcionaria comoacelerador del transporte de elec­

trenes entre el NADPHy el citocrcmo 0.

Los resultados obtenidos revisten potencial importancia en

toxioologia y farmacología, puesto que la exposición simultá­

nea de un individuo a tóxicos o fármacos y a prometaeina podria

generar interacciones que van desde la consecuencia leve hasta

una de tipo grave. Ello se debe a que al interactuar la prome­

tazina sobre las enzimas de microsomashepáticos que desinto­

xican algunos compuestosy potencian e otros, ella estaria
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modulando los efectos de los mismos. E1 uso frecuente de este

antihistaminico en terapéutica hace más probable que ocurran

este tipo de interacciones y por lo tanto estos resultados

sugieren que se tenga particular cautela cuando se la emplea

combinada con otros compuestos o cuando el individuo está ex­

puesto a otros agentes tóxicos.

/ L,
' r

Lic. G oiela Fernánd Dr José A. Castro
c",,__
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