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Interleukina 1.

Indometacina.

Lipidoperoxidaci6n.
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OBJETO

El hiqado es el principal responsable de las

biotransformaciones que sufren los fármacos antes de poder

eliminarse por la orina o por la bilis. Por este motivo de su

buen funcionamiento depende el comportamiento de los fármacos en

el organismo.

El metabolismo fármacosoxidativo de muchos

sustancias endógenas es mediado por enzimas localizados en la

fracci6n microsomal hepática,

enzimático del cit-P450.

concretamente por el sistema

En

hepatocelular

hepática, el

determinados estados pato16gicos con lesión

directa como en la hepatitis o la cirrosis

metabolismo de fármacos se altera por lo que la

vida media de numerosos fármacos se halla incrementada, con el

consiguiente riesgo de toxicidad que ello supone.

Se ha observado que en pacientes con artritis

reumatoide la vida media de determinados fármacos se halla

aumentada. A nivel de hipótesis puede pensarse que como

consecuencia de la artritis se produce una depresión de la

capacidad hepática metabolizadora de fármacos, lo cual no se ha

podido estudiar en muestras procedentes de biopsias hepáticas de

pacientes artriticos por razones éticas obvias.

La artritis experimental inducida por � butyricum en

rata tiene muchas similitudes desde el punto de vista clinico,

y
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bioquímico e inmuno16gico con la artritis reumatoide humana. En

este modelo se pretende estudiar, en primer, lugar la relaci6n

entre las alteraciones clínicas, los cambios bioquimicos séricos

y las actividades enzimáticas microsomales ligadas al citocromo

P-450.

Una vez estudiado y definido el grado de lesi6n

hepática que se produce en la artritis experimental, se pretenden

analizar los posibles mecanismos pato16gicos implicados.

Así, se ha descrito que la malnutrici6n puede ser

responsable de la inhibici6n del metabolismo de fármacos. Se ha

observado que en la artritis hay anorexia, por este motivo,

analizaremos como influye ésta en las actividades del sistema

microsomal.

Durante la fase aguda del proceso inflamatorio se

produce un aumento en la síntesis de las denominadas "proteínas

de fase aguda"; se admite que estas sustancias tienden a

contrarrestar los efectos de la inflamaci6n. Algunas de ellas

transportan cobre y zinc, metales con actividad antiinflamatoria

clínicamente reconocida. Por ello, también se estudiarán los

cambios hepáticos y séricos de estos cationes durante el proceso

artritico y su influencia sobre la actividad del cit-P450.

Por otra parte, diversos autores han comprobado que

durante el periodo inflamatorio se producen radicales oxidantes

muy reactivos, los cuales activan la lipidoperoxidaci6n. Para

valorar su influencia sobre la patologia hepática se determinarán
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los niveles de glutation y la lipidoperoxidación hepática durante

el proceso artritico.

Por último, se intentará establecer si existe

paralelismo entre los cambios patológicos a nivel articular y a

nivel de cit-P450. Para ello se estudiará, en primer lugar, la

cronologia de su aparición y en segundo lugar, la capacidad de

determinados compuestos antiinflamatorios, para reducir la

inflamaci6n articular y para revertir el posible daño microsomal

hepático que se evidencia durante la artritis.
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1.1.- METABOLISMO DE FARMACOS: INTRODUCCION.

La actividad terapéutica de los fármacos se halla en

función de los factores que regulan su concentración en el

compartimiento en que se encuentran los puntos de acción, es

decir, la biofase. La concentración de un fármaco en la biofase

viene determinada, fundamentalmente, por la relación entre la

absorción, la distribución y la eliminación.

La velocidad con que la mayoria de los fármacos son

eliminados del organismo depende de la velocidad con la cual son

metabolizados y excretados. El metabolismo puede convertir un

compuesto sin actividad, llamado "profármaco", en un metabolito

activo, aunque en la mayoria de los �asos, los fármacos son

transformados en sustancias menos activas o inactivas. Esta

reducción en la actividad puede deberse a la pérdida de su

actividad intrínseca para estimular al receptor, o bien, a la

disminución de su liposolubilidad, con la consiguiente reducción

de su capacidad para atravesar las membranas biológicas y

alcanzar la biofase correspondiente.

Una caracteristica general del metabolismo de fármacos

en los vertebrados es su conversión a sustancias más polares. En

cbnsecuencia, la distribución de éstas sustancias se limitará más

al liquido precursores. Asi, lasextracelular que sus

sustancias extrañas al organismo se ponen a disposición de los

mecanismos de excreción. Por otro lado, el incremento de la

hidrofilia puede producir una disminución de la proporción y

afinidad con que los fármacos se fijan a las proteínas, a otros

constituyentes orgánicos, o bien, modificar su almacenamiento en
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el tejido adiposo.

Generalmente, el metabolismo de fármacos reduce su

carácter liposoluble, produciendo una menor reabsorci6n tubular

y por consiguiente, se ve favorecida la excreción urinaria. Los

fármacos hidrosolubles son eliminados normalmente, sin sufrir

cambios, por via renal y tienen un periodo de permanencia corto

en el organismo.

El metabolismo de los fármacos no equivale exactamente

a una detoxificación en todos los casos. Algunos compuestos son

transformados en sustancias sin actividad farmacológica pero con

actividad t6xica. En la figura 1.1 se observa un esquema básico

del papel del sistema metabolizador del citocromo P-450 en la

transformación de los fármacos.

Las biotransformaciones de los compuestos extraños al

organismo se lleva a cabo fundamentalmente en el higado, aunque

la mayor parte de los tejidos del organismo tienen actividad

metab61ica. Las enzimas responsables se hallan presentes en gran

variedad de especies, como por ejemplo, en el higado de peces,

anfibios, reptiles y aves (Garfinfel, 1963 y Strittmater y

Umberger, 1969). También se han hallado en numerosas plantas

(Murphy y West, 1969), asi como, en levaduras, hongos y bacterias

(Berg y col., 1976). En los insectos, desempeñan un papel

destacado en el metabolismo de insecticidas y plagicidas. En los

mamiferos, se han encontrado en las células de la mucosa

intestinal (Takesue y Sato, 1968), pulmón (Estabrook, 1963), piel

(Po1and y col., 1974), testiculos (Betz y col., 1976), placenta

(Meigs y col., 1968), y sistema nervioso (Cohn y col., 1977). En
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PROFARMACO
FARMACO
ACTIYO

METABOLJTO
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REACCIONES --------1
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REACCIONES ---1.

TIPO 1I
DERIYADO
CONJUGADO

Figura 1.1. Esquema básico del papel del sistema hepático
metabolizador de fármacos del citocromo P-450.



las glándulas suprarrenales e higado es donde se hallan en

mayor proporción (Ellin y col., 1972). En la figura 1.2 se

observan las principales vias metabólicas de los fármacos, de

vital importancia, puesto que proporcionan al organismo los

medios necesarios para su eliminación. Estas vias, en ocasiones,

constituyen rutas metabólicas de detoxificación para otros

agentes extraños que penetran en el organismo.

En el higado, al igual que en otros tejidos, existen

una serie de sistemas enzimáticos, encargados de regular el

metabolismo general de la célula. En su origen, estos sistemas se

hallaban dirigidos a metabo1izar sustancias endógenas, como

esteroides, bilirrubina y ácidos grasos, sin embargo, en

ocasiones, su capacidad enzimática se destina al metabolismo de

sustancias extrañas, entre las que se incluyen los fármacos,

U1lrich y Kremers (1971) han conferido un carácter evolutivo a

este cambio de sustratos. Asi, estos sistemas enzimáticos

hepáticos se hallan, aparentemente, menos desarrollados en

vertebrados inferiores como peces y pueden haber evolucionado en

los vertebrados terrestres, frente a las necesidades de eliminar

del organismo toxinas y sustancias extrañas (xenobiontes).

Entre las funciones fisiológicas del sistema enzimático

microsomal hepático podemos destacar: diversas etapas en la

conversión del colesterol a ácidos biliares (Haugen, 1976 y

�ansson y Wi1val1, 1979); metabolismo de hormonas esteroideas

como la testosterona (Hansson y Wilva11, 1982 y Waxman y col.,

1982); hidroxilación de las prostaglandinas (Vatsis y col.,

1982) y recientemente, se ha encontrado que la prostac1c1in­

sintetasa y la tromboxano-sintetasa de las plaquetas forman parte
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del sistema metabolizador microsomal de fármacos (Ullrich y

Haurand, 1982 Y Graf y col., 1983). En el tejido renal este

. sistema participa en la transformación del calciferol a su forma

activa fisiológica, la vitamina D3 (Bhattacharya y De Luca,

1974). Por otro lado, el sistema microsomal tiene un papel

importante en el metabolismo de sustancias carcinogénicas

(Gelboin ,1980 y Wattenberg, 1982). Su análogo en el reino

vegetal interviene en la sin tesis de giberrelinas (Murphy y

West, 1969), en la formaci6n de ligninas, taninos y flavonoides

en el sorgo (Potts y col., 1974) y en la sintesis de alcaloides y

la hidroxilación del geraniol en el género Roseu.

A pesar de las múltiples funciones fisio16gicas del

sistema microsomal hepático y extrahepático, la capacidad

metabolizadora de xenobiontes en el higado es una de sus

funciones más importantes y se ejerce a través de dos tipos de

reacciones: reacciones de tipo 1 en las que se produce un cambio

en la molécula del fármaco (oxidación, reducción) (Figura 1.3) y

reacciones de tipo 11, que implican la formación de un conjugado

con el xenobionte transformado previamente por las reacciones de

tipo l. En la figura 1.4 se muestra un esquema de ambos tipos de

reacciones.

A las reacciones del tipo 1 constituidas,

principalmente, por oxidaciones, las podemos dividir, a su vez,

en catalizadas por el sistema enzimático microsomal y en

oxidaciones no microsomales. Asi, cuando el tejido hepático es

homogeneizado, centrifugado a 10.000 g durante 15 min y el

sobrenadante es centrifugado de nuevo durante 60 min a 105.000 g,

-11-
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se obtiene un sedimento que constituye la fracción microsoma1 y

en la cual se encuentran la mayoría de las enzimas

metabo1izadoras de fármacos (Fig. 1.5.).

Los microsomas son vesículas formadas por fragmentos

del retículo endop1asmático roto durante la homogeneización. Este

reticu10 se halla formado por una trama de túbu10s de

1ipoproteínas, ·unidos tanto a la membrana nuclear como a la

celular y que se encuentran por todo el citoplasma en dos formas,

el retículo liso (REL) y el rugoso (RER), el último de los cuales

contiene los ribosomas.

Las enzimas estánmetabo1izadoras .de fármacos

asociadas, principalmente, al retículo endop1asmático liso,

Así, a excepción de la q1ucuroni1transferasa, implicada en la

formación de glucurónido, el resto de los enzimas se hallan

firmemente sujetas a la estructura reticular.

La asociaci6n con el entramado de 1ipoproteinas puede

ser el factor que confiere al sistema microsoma1 hepático, su

especificidad para los compuestos extraños, ya que éstos,

frecuentemente más 1iposo1ub1es que los metabo1itosson

endógenos. Así, por ejemplo, mientras que la anfetamina es

desaminada por el sistema microsomal hepático, la tiramina,

sustancia más hidrosoluble, no es sustrato para el sistema

microsoma1.

En la tabla 1.1, se indican las características

diferenciales entre el REL y el RER.
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Tabla 1.1. Comparación entre el reticulo
endoplasmático rugoso y liso.

RER REL

Posee ribosomas. No presenta ribosomas.

Hay sintesis de proteinas. No hay sintesis de proteinas.

No presenta actividad glucosil­
transferasa apreciable.

Presenta actividad gluco­
siltransferasa. Sintesis
de glucoproteinas.

Sintesis sistema del.cit.P-450. Presencia cit.P-450 activo.

La actividad metabolizadora de fármacos se localiza en

los microsomas del reticulo endoplasmático liso. Asi de la misma

forma que el higado es el 6rgano detoxificador del organismo, los

microsomas del REL SOn los orgánulos detoxificadores a nivel

celular.

La certeza en la 10calizaci6n mayoritaria del sistema

microsomal metabolizador de fármacos en los microsomas de los

hepatocitos es relativamente reciente. Fue Holtzman, en 1972

quien 10 demostró por primera vez aunque, simultáneamente otros

autores, como Cantrell y Dresnick, (1972) señalaban la

posibilidad de que las células estromales, células del tejido

conjuntivo, también tuvieran actividad enzimática metabolizadora

de fármacos. Los trabajos de Sato y Kato (1982) y de Ishizuki y

col. (1983), con aminopirina marcada, demuestran, de modo

concluyente, que son los microsomas del reticulo endoplasmático

localizado en las células parenquimales (hepatocitos), los que

poseen la capacidad de metabolizar fármacos y s6lo, raramente,
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las células no parenquimales exhiben una actividad débil.

El sistema P-450enzimático del citocromo

dependiente de NADPH y oxigeno molecular, por lo que se conoce

como oxidasa de función mixta. El sistema esta compuesto de dos

proteinas: proteina llamada citocromo P-450una y

flavoproteina, la NADPH citocromo P-450 reductasa. El citocromo

P-450 es el lugar de unión del sistema enzimático al sustrato y

al oxigeno, mientras que la reductasa actua como transportador de

oxigeno, transfiriendo electrones desde el NADPH al complejo

formado por la unión del sustrato y el cit.P-450. Cuando se pudo

solubilizar mediante detergentes el sistema enzimático microsomal

hepático se separaron cromatográficamente tres componentes que se

identificaron como cit.P-450, NADPH cit.-450 reductasa

fosfolipidos (Fig. 1.6). Otra hemoproteina, el citocromo b5, se

encuentra en los microsomas hepáticos y parece ser que participa

en la biotransformación de fármacos y sustratos endógenos. Su

función es la de hacer llegar electrones al cit.P-450 desde el

NADPH, participando una molécula de FAD por molécula de proteina

(Fig. 1.7)

El cit.P-450 debe su nombre al hecho de que su forma

reducida se une al monóxido de carbono, formando un complejo con

una absorbancia máxima a 450 nm. Las reacciones de oxidación

dependientes del cit.P-450 se han denominado oxidaciones de

función mixta, porque la forma reducida de la hemoproteina

cataliza la utilización de una molécula de oxigeno, apareciendo

un átomo de oxigeno en la forma oxidada del sustrato y el otro

átomo de oxigeno se reduce formándose agua (ver figura 1.8).

Inicialmente se forma un complejo con la unión del sustrato y la

es

una

y
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1.8. Esquema que resume la acción del citocrcmo P-450
sobre los fár�acos.



forma férrica de la hemoproteina. El complejo toma un electrón,

a través de la cadena �e transporte dependiente de NADPH,

formándose el complejo sustrato-hemoproteina (forma ferrosa). El

complejo interacciona con el oxigeno molecular para formar un

intermedio oxigenado. Seguidamente, este intermedio toma un

segundo electrón y un átomo de oxigeno se reduce a agua, mientras

que el otro átomo se une al sustrato (figura 1.9).

El metabolismo de fármacos se clasifica en: metabolismo

de fase I (cuando se modifica la molécula de sustrato) y de fase

II (reacciones de conjugación). Recientemente se ha postulado la

existencia del metabolismo de fase III que se refiere al

metabolismo de conjugación por la flora intestinal y su

subsecuente reabsorci6n y metabolismo (Rafter y col., 1983) (Fig.

1.10).

El lugar de uni6n al cit.P-450, de los denominados

sustratos tipo I, está localizado en la porción hidrof6bica de

la apoproteina. Los llamados sustratos tipo II, se unen al

hierro del cit.P-450 y forman un ligando muy fuerte que mantiene

al hierro en su estado de "bajo espin" y también hay sustratos

que se pueden unir, indistintamente, por ambos lugares (figura

1.11). Los sustratos de tipo I y II se caracterizan por las

propiedades espectrales que se ilustran en la figura 1.12 •

La presencia de más de un sistema microsomal hepático

de monooxigenación de fármacos fue demostrado por Axelrod (1956),

quien observ6 diferencias entre especies en la N-demetilaci6n de

la metadona y meperidina. Posteriormente, se demostr6 que el

higado de una única especie puede contener más de un sistema
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Tipo I (420�4l5 nrn) Tipo II (420�426 nm)

Anfetamina

Barbitúricos

Benzo(a.)pireno
Clorpromazina
Cumarina

Alcoholes

Acetanilida

Anilina

Cortisol

Corticoesterona

Desipramina

Metirapone
Nicotinamida

Pirazol

Piridina

DOT

Oestradiol

Imipramida
Morfina

Naftaleno

Fenacetina

Aminoo.irina

SKF 525 A

Testosterona

Se han subrayado los dos fármacos que hemos utilizado para

determinar la actividad metabolizadora microsomal de fárma-

cos, uno pertenece al grupo de sustratos tipo I y el otro

al de sustratos tipo II.

Figura 1.12. Modificaciones espectrales producidas por la
unión de los sustratos de tipo I y II al
citocromo P-450.



enzimático biotranformador de fármacos (Takemori y Mannering,

1958) .

El empleo de inductores enzimáticos microsomales como

el fenobarbital y el 3-metilcolantreno en ratas, demostró la

existencia de, como mínimo, al menos dos formas del cit.P-450

microsomal, con diferencias en sus propiedades espectrales y

cataliticas (Alvares y col., 1967) (Fig. 1.13). En la actualidad,

se conoce una gran cantidad de isoenzimas de cit.P-450 aislados

de diferentes especies y tejidos, con un peso molecular entre

48.000 y 56.000; todos ellos poseen propiedades espectrales,

cataliticas e inmunológicas caracteristicas.

1.2.-rACTORES QUE AFECTAN AL METABOLISMO DE rARMACOS.

Los factores que modifican el metabolismo de los

fármacos se clasifican en dos grandes grupos: los factores

internos o endógenos y factores externos o exógenos.

1.2.1.- FACTORES INTERNOS.

Entre los factores internos que influyen en

metabolismo genéticosde fármacos destacan: los factores

(diferencias debidas a la especie, al individuo), el sexo, la

edad, el equilibrio hormonal, el embarazo y la enfermedad.

el
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1.2.1.1.- DIFERENCIAS EN EL METABOLISMO DE FARMACOS

DEBIDAS A LA ESPECIE.

Las diferencias debidas a la especie influyen en el

metabolismo de fármacos de fase I y II tanto de forma cualitativa

(diferente ruta· metabólica) como cuantitativa (misma ruta de

metabolizaci6n pero a diferente velocidad).

Ya en 1958, Quinn y col. observaron, que según la

especie utilizada (rat6n, rata, perro) se presentaban variaciones

en la vida media y en la duraci6n de los efectos bio16gicos del

hexobarbital. Asimismo, Burns y col. (1962) comprobaron que la

oxifenilbutazona es metabolizada rápidamente por el perro (t*=30
minutos) , -mientras que en el hombre dicha velocidad

sensiblemente inferior (t*= 3 dias).

Ejemplos ilustrativos de diferencias cualitativas en el

metabolismo de fármacos de fase 1 en relaci6n a la especie, los

encontramos en los anticoagulantes. Asi la 7-hidroxilaci6n de la

cumarina se produce en el higado, en cobayo, gato y conejo,

mientras que en la rata y rat6n se metaboliza a nivel

extrahepático. anticoagulante, etilbiscumacetato,El

metabolizado rápidamente por el hombre y el conejo, pero los

metabolitos resultantes son diferentes en ambas especies

tanto el metabolito hidroxilado formado por el hombre como el

ácido libre formado en el conejo son inactivos (figura 1.14).

También se han hallado diferencias cualitativas en el

metabolismo de fase II. Asi, la sulfadimetoxina se conjuga con el

ácido glucur6nico en el hombre, mientras que en la rata, cobayo o

conejo no se forma el glucuronoconjugado.

es

es
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Figura 1.14 Rutas metabÓlicas del etilbiscumacetato en el
hombre y el conejo.



Todos los ejemplos anteriores son muestras de la acción

de uno o dos enzimas sobre un fármaco. El proceso es más complejo

cuando en el metabolismo de un fármaco intervienen numerosas

reacciones enzimáticas como es el caso de la anfetamina (figura

1.15). Asi, la rata hidroxi1a la anfetamina, mientras que el

conejo, cobayo y el hombre, desaminan la anfetamina. El cobayo

posteriormente oxida el grupo cetónico hasta ácido benzoico que

se excreta como glucuronoconjugado. El conejo reduce la cetona y

excreta el correspondiente conjugado del alcohol resultante.

Como se observa, las diferencias interespecie

pueden ser consecuencia tanto de la presencia de diferentes rutas

de metabo1ización, como a cambios en la velocidad de

metabo1ización en una misma ruta metabólica. Aunque la mayor

parte de la informa�ión disponible al respecto hace referencia a

mamiferos, los animales inferiores (Garfinke1, 1963 y Strittmater

y Umberger, 1969) e incluso los microorganismos (Berg y col.,

1976) tienen la capacidad de metabo1izar xenobiontes. Asi se ha

observado que los peces tienen una capacidad de metabo1izar

fármacos inferior a la de los pájaros que, a su vez, es inferior

que la capacidad que poseen los mamiferos.

Las diferencias en el metabolismo de fármacos debidas a

la especie deben ser tomadas en consideración cuando

planifican estudios de toxicidad de nuevos fármacos, intentando

emplear aquellas especies animales que posean unas rutas y

velocidades de metabo1ización del nuevo producto 10 más semejante

posible a las del hombre.

se
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1.2.1.2.- DIFERENCIAS DEBIDAS A FACTORES GENETICOS.

La regulación genética del metabolismo de fármacos se

ha estudiado utilizando rutas metabólicas que poseen polimorfismo

genético como la acetilación de la isoniacida, la hidrólisis del

suxametonio y la oxidación de la debrisoquina. Para estos

fármacos la distribución de las velocidades de metabolización de

estos fármacos en la población, sigue una distribución bimodal o

trimodal.

El ejemplo de polimorfismo genético más estudiado es la

acetilación de la isoniacida. La distribución de las vidas medias

de su eliminación es bimodal (Breimer, 1983), hecho constatado

con anterioridad al dividir a la población en acetiladores

rápidos y lentos en función de su respuesta al tratamiento

antituberculoso (Price Evans y col., 1960).

Este fenómeno es aplicable también a la N-acetilación

de la hidralacina, procainamida y varias sulfonamidas.

Tabla 1.2. Polimorfismo genético en la acetilación de
fármacos.

Cafeina Grant y col. (1984)
Clonazepam Mi11er y col. (1981)
Dapsona Lumbe y col. (1977)
Fenelcina Lumbe y col. (1977)
Hidralacina Lumbe y col. (1977)
Isoniacida Evans y col. (1960)
Nitrazepam Lumbe y col. (1977)
Procainamida Das y col. (1973)
Sulfadimidina Lumbe y col. (1977)
Sulfapiridina Lumbe y col. (1977)
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La N-acetilaci6n enzimaefectuala el

acetiltransferasa, un enzima citos61ico que se encuentra en el

higado y en menor cantidad en la mucosa del intestino grueso

(Jenne, 1965). La actividad menor de este enzima en la poblaci6n

de acetiladores lentos se debe a que poseen menos cantidad de

enzima que los acetiladores rápidos y no a una modificaci6n de la

afinidad del enzima por el sustrato (Jenne, 1965).

En la mayoria de los paises europeos el 40 % de la

poblaci6n es acetiladora rápida, mientras que el porcentaje se

dobla en los paises asiáticos. Entre los esquimales casi el 96 %

son acetiladores rápidos. El carácter acetilador está implicado

en la susceptibilidad a los efectos adversos de los fármacos. En

el caso de la isoniacida, los acetiladores lentos suelen

desarrollar neuropatias, mientras que los acetiladores rápidos

son más susceptibles a toxicidad hepática (Devadatta, 1960;

Mitchell y col., 1976). Para la hidralacina la dosis

antihipertensiva efectiva es menor en los acetiladores lentos,

pero la aparici6n de efectos adversos es más frecuente en este

grupo (Sjoquist y col., 1980).

Una gran parte de los fármacos que se metabolizan por

oxidaci6n muestran polimorfismo en su metabolismo con una

distribuci6n normal en la poblaci6n, como es el caso de la

nortriptilina (Alvan, 1978); estos fármacos se encuentran bajo un

control poligénico.

distribuci6n bimodal

(Mahgoub.y col., 1977;

Sin embargo, en la poblaci6n se observa una

para la oxidaci6n de la debrisoquina

Idle y Smith, 1979). Asi como para los

fármacos que se relacionan en la tabla 1.3 .

N-
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Tabla 1.3 • Fármacos con polimorfismo metabolico asociado
al de la debrisoquina.

Alprenolol
Amitriptilina
Captopril
Desipramina
Dextrometorfano

Esparteína
Fenacetlna
Fenformina
Nortriptilina
Perhexidina
Propranolol

Alvan y col.
Mellstrom y col.
Oates y col.
Bertilson y col.
Kupfer
Eichelbaum y col.
Sloan y col.
Oates y col.
Mellstrom y col.
Shah y col.
Lennard y col.

(1982)
(1983)
(1982)
(1983)
(1984)
(1982)
(1978)
(1978)
(1983)
(1982)
(1978)

Kahn y col. (1982) y Meier y col. (1983) observaron que

la cantidad de citocromo P-450 en la poblaci6n hidroxiladora

rápida y lenta es similar. Esto sugiri6 que la anomalía podía

localizarse en un isoenzima que constituyera una pequeña fracci6n

del cit. P-450 total, fracci6n que sería la responsable del

polimorfismo observado en el metabolismo de dichos fármacos.

Larrey y col. (1984) en ratas Sprague-Dawley han identificado el

isoenzima P-450 UT-H como la fracci6n más activa en la

hidroxilaci6n de la debrisoquina, aunque s610 constituye el 6 %

del cit. P-450 total. También se ha demostrado que en las ratas

hidroxiladoras lentas esta fracci6n se encuentra disminuida.

En la hidroxilaci6n de la fenitoína (Vasko y col.,

1980), tolbutamida (Scott y Poffenbarger, 1977), mefenitoína

(Kupfer y Preisig, 1984), carbocisteína (Waring y col., 1982) y

polimorfismo genético entre diferentes individuos.

nifedipina (Kleinbloesen y col., 1984) también se ha observado
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Por último, la glucuronoconjugación es una de las

principales rutas de biotransformación de fármacos y sustancias

endógenas como la bilirrubina, hormonas sexuales y ácidos

biliares (Boutin y col., 1981). La alteraci6n hereditaria de la

glucuroconjugación de la bilirrubina es un ejemplo de

polimorfismo genético, asi, la actividad del enzima bilirrubina­

UDP-glucuronosiltranferasa disminuye en la enfermedad de Gilbert

y de Grigler-Najjar de tipo II (Arias y col., 1969; Billing,

1978). En estas enfermedades hereditarias el metabolismo de

fármacos se halla muy alterado (ver Tabla 1.4 ).

El mecanismo que explica la deficiencia en la actividad

de la bilirrubina-UDP-glucuroniltransferasa se ha estudiado en el

hombre (Arias y col., 1969; Outin y col., 1981 y Bock y col.,

1984) y animales (Bock y col., 1982) y se considera debido a

alteraciones en la cantidad de determinados isoenzimas o a

variaciones en la estructura del retículo endoplasmático que

soporta al enzima.

1.2.1.2.1.- Interrelación entre los factores genéticos

y ambientales

Los factores genéticos y ambientales que afectan el

metabolismo de fármacos suelen estudiarse separadamente, como si

no estuvieran relacionados. Sin embargo, para la expresi6n de los

factores genéticos se requiere la participaci6n de varios
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FACTORES

GENETICOS y FACTORES

SEXUALES AMBIENTALES

VARIABILIDAD INTRAINDIYIDUAL

VARIABILIDAD INTERIHDIYlDUAL

Figura 1.16. Esquema que representa la relación entre los
factores genéticos y ambientales que inciden
sobre el metabolismo de fármacos
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factores ambientales (Vesell, 1980). En la figura 1.16 y 1.17 se

representa esquemáticamente la relación entre dichos factores.

Los factores ambientales junto con la edad pueden ser causantes

de la variabilidad intraindividual, ya que el fumar, el contraer

una enfermedad o tomar o no fármacos, puede provocar cambios en

el metabolismo de fármacos. Se ha comprobado que la variabilidad

intraindividual es mucho menor que la interindividual en

condiciones basales (Conney, 1980).

1.2.1.2.2.- Mecanismos gue regulan las diferencias

interespecie � interindividuales del

metabolismo de fármacos.

La oxidación de la mayoría de los fármacos se efectua

por el sistema multienzimático del citocromo P-450. Esta

hemoproteína se encuentra

principalmente en el hígado.

en m6ltiples órganos, pero

En el hombre (Wang y col., 1983) y

en los animales (Guengerich, 1979; Guengerich y col., 1982) se ha

demostrado que el citocromo P-450 está compuesto de diferentes

isoenzimas y todos ellos poseen un mismo centro activo en el

grupo hemo, al cual se fija el oxigeno que 6xidará los sustratos.

Los isoenzimas difieren en la estructura de la apoproteina; cada

uno de ellos tiene propiedades inmunológicas diferentes

(Guengerich, 1979; Guengerich y col., 1982 y Wang y col., 1983) y

propiedades catalíticas propias. Estas diversas apoproteinas

tienen distinta afinidad por los sustratos· liposolubles. Dos

isoenzimas pueden tener afinidad diferente por dos sustratos y
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dos sustratos y pueden oxidar en distintas posición al sustrato,

dependiendo de como éste se una a la apoproteína del isoenzima

(figura 1.11.).

La sintesis de los diferentes isoenzimas del citocromo

P-450 es regulada independientemente. Asi, un inductor enzimático

no aumenta la cantidad de todos los isoenzimas del cit.P-450,

sino sólo de algunos de ellos (Guengerich y col. 1982) .

Inductores como el fenobarbital, la rifampicina (Larrey y Branch,

1983), la troleandomicina (Pessayre y col., 1982) o

eritromicina (Larrey y col., 1983), alteraran el metabolismo

hepático de fármacos modificando la síntesis de diferentes

isoenzimas.

El estudio de los mecanismos genéticos implicados en

las variaciones del metabolismo de fármacos se complica, si

consideramos que un fármaco se puede transformar en varios

metabolitos con la participación de diferentes isoenzimas y que,

a su vez, un mismo isoenzima puede biotransformar un fármaco en

varios metabolitos diferentes (Fig 1.18.).

Cualquier variación cuantitativa o cualitativa de la

dotación isoenzimática del citocromo P-450 puede provocar cambios

en el metabolismo y aclaramiento hepático de fármacos.

La aparición de polimorfismo genético en el metabolismo

de fármacos también se puede producir por cambios en la cantidad

o naturaleza de los inhibidores o activadores endógenos, por la

cantidad o accesibilidad de los cofactores y por la presencia o

ausencia de enzimas reversibles.

la
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Tabla 1.4 • Fármacos cuya glucurocongugaci6n está
disminuida

Enfermedad de Gilbert

Clofibrato
Estradiol
Mentol
Paracetamol
p-Nitrofenol

Kutz y col.
Adlercoreutz y. col.
Macklon y col.

Douglas y col.
Auclair y col.

(1977)
(1973)
(1979)
(1978)
(1976)

Enfermedad de Grigler-Najjar

Aminofenol
Mentol
Paracetamol

p-Nitrofenol
Salicilatos
Tricloroetanol

Arias y col.
Arias y col.
Axelrod y col.
Kreek y col.
Childs y col.
Childs y col.

(1969)
(1969)
(1967)
(1968)
(1959)
(1959)

1.2.1.3.- MODIFICACIONES CON LA EDAD DEL METABOLISMO DE

FARMACOS.

El estudio de las modificaciones en el metabolismo de

fármacos con la edad es de particular interés para adecuar los

regimenes de dosificación y evitar la aparición de efectos

adversos, sobre todo en poblaciones de alto riesgo, niños y

ancianos, con gran susceptibilidad a padecer los efectos adversos

de los fármacos (Crooks y Stevenson, 1979). Morselli (1976) ha

demostrado que los recién nacidos' o �rematuros metabolizan el
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diazepam más lentamente, probablemente debido a un menor

desarrollo del sistema metabo1izador de fármacos. En los ancianos

la eliminación también es menor que en los adultos (K10tz y col.,

1975). Por el contrario, el 10razepam y oxacepam que se conjugan

con el ácido glucur6nico y el sulfato, no sufren cambios en su

velocidad de eliminación con la edad del individuo (Wilkinson,

1977; Greenb1att y col., 1979). El metabolismo de otros fármacos

como la antipirina, clormetiazol, fenilbutazona o quinina,

también es menor en los ancianos (Stevenson y col., 1979) (Tablas

1.5.,1.6. y 1.7.)

Los cambios en el peso del higado con la edad juegan un

papel importante en la capacidad de este órgano para metabo1izar

fármacos. El porcentaje del peso del higado con respecto al peso

corporal oscila entre 2.2 % y 4.4 %, dependiendo de la cepa, sexo

y edad de la rata (tabla 1.8). Se ha encontrado corrre1aci6n

entre este parámetro y la capacidad metabo1izadora de xenobiontes

(Van Benzooijen, 1984).

El reticu10 endop1asmático liso (REL) es la estructura

intracelular directamente responsable de la capacidad hepática

metabo1izadora de fármacos. Los resultados obtenidos sobre la

cantidad de REL en ratas a diferentes edades fueron muy

variables. Pieri y col. (1975) observaron un incremento en el

volumen citop1asmático ocupado por el REL entre el 12 y 17 mes de

vida del animal. Sin embargo, Schmucker y col. (1977) demostraron

la existencia de una disminuci6n en la cantidad del REL entre el

10 y 30 mes de edad. Estas discrepancias pueden ser debidas a

diferencias en el método experimental utilizado, cepa y sexo de

las ratas empleadas.
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Tabla 1.5. Cambios en las actividades metabolizadoras de fármacos con la edad en diferentes cepas de ratón

Cepa Sexo Edad(meses) Enzima Cambio con edad Referencia

swiss-Webster H 6,9,12,15,18 7-etoxicumarin O-demetilasa , Stohs y col. (1980)

Swiss-Webster H 6,9,12,15,18 Aril hidrocarbón hidroxilasa , Stohs y col. (1980)

Swiss-Yebster H 3,6,12,15,18 Anilina p-hidroxilasa , Stohs y col. (1980)

C57B1/6J M 12,25,30 Piroxidal kinasa - Fonda y col. (1980)

C57B1/6J M 12,25,30 Piridoxamina peroxidasa - Fonda y col. (1980)

C57B1/6J M 3,12,26 Epóxido hidratasa i Birnhaum y col. (1979)

C57B1/6J 11 3,12,26 Benzofetamina N-demetilasa , Birnhaum (1980)

C57Bl/6J N 3,12,26 Etilmorfina N-demetilasa , Birnhaum (1980)

C57B1/6J M 3,12,26 Zoxazolamina hidroxilasa , Birnhaum (1980)

C57B1/6J N 3,12,26 Benzopireno hidroxilasa i Birnhaum (1980)

( -) no varía, ( i ) aumenta y ( , ) disminuye.



Tabla 1.6.Cambios en las actividades de los enzimas metabolizadores de fármacos con la edad en diferentes cepas de ratas

Cepa Sexo Edad(meses) Enzima Cambios con edad Referencia

llistar M 1,3,10,20 Hexobarbital hidroxilasa l Kato y col. (1968a y 1968b)
Fischer 344 M 3,6,12,24,28 Hexobarbital hidroxilasa Fujita y col. (1982)
Fischer 344 H 3,6,12,24,28 Hexobarbital hidroxilasa - Birnbaum y col. (1978)
llistar M 1,3,10,20 Aminopirina N-demetilasa l Kato y col. (1968a y 1968b)
'W'istar H 3-24 Aminopirina N-demetilasa , Platt (1977)
Fischer 344 M 3,6,12,24,28 Aminopirina N-demetilasa , Fujita y col. (1982)
Fischer 344 H 3,6,12,24,28 Aminopirina N-demetilasa - Fujita y col. (1982)
Wistar M 3-24 Aminopirina N-demetilasa l Gold y col. (1974)
llistar M 1,3,10,20 Anilina p-hidroxilasa , Kato y col. (1968a y 1968b)
Fischer 344 M 4-24 Anilina p-hidroxilasa , Rikans y col. (1982)
Fischer 344 M 3,6,12,24,28 Anilina p-hidroxilasa , Fujita y col. (1982)
Fischer 344 H 3,6,12,24,28 Anilina p-hidroxilasa - Fuj ita y col. (1982)
llistar M 1,3,10,20 Estrignina oxidasa , Kato y col. (1968a y 1969b)
llistar M 1,3,10,20 ácido p-nitrobenzoico reductasa , Kato y col. (1968a y 1968b)
Wistar M 1,3,10,20 p-dimetilaminobenceno reductasa , Kato y col. (1968a y 1968b)
CFN M 1,2,3,12,20,30 Zoxazolamina hidroxilasa , Baird y col. (1975)
CFN M 3,12,27 Etilmorfina N-demetilasa , Birnbaum y col. (1978)
Fischer 344 M 16-27 Etilmorfina N-demetilasa , Schmucker y col. (1980)
CFN 11 3,12,27 Benzopireno hidroxilasa , Birnbaum y col. (1978)
Fischer 344 M 4-24 Benzofetamina N-demetilasa 1 Rikans y col. (1982)
CFN M 3,12,27 Epóxido hidratasa Birnbaum y col. (1978)
Fischer 344 M 3-23 7-etoxicumarina Q-demetilasa , Kao y col. (1980)
Fischer 344 M 3,6,12,24,28 Nitroanisol-Q-demetilasa , Fujita y col. (1982)

( - ) no varía, ( A ) aumenta y ( , ) disminuye.



Tabla 1.7. Cambios con la edad del metabolismo de fase II.

Especie ReferenciaCepa Sexo Edad(meses) Caracteristica Cambio

Rata
Rata
Rata

Rata
Rata
Rata
Rata
Rata
Rata
Rata
Rata
Rata
Rata
Ratón
Rat6n
Rat6n
Ratón
Ratón

Wistar
\listar
CFN
CFN
Fischer 344
Fischer 344
Fischer 344
Fischer 344
Fischer 344
Fischer 344
Fischer 344
Fischer 344
Fischer 344
C57B1/6J
C57B1/6J
C57B1/6J
CBF-1
Swiss-Webster

M
M
H
M
M
H
M
M
M
M

11
M
H
M
H
M
M
H

8-30
8-30

3,12,27
3,12,21
4,12,24
4,12,24
4,12,24
4,12,24
4,12,24
4,12,24
4,12,24
4,12,24
3,12,24,28
3,12,26
2,5,9,12,18
3,12,26
3,9,12,15,18,21,24
3,9,18

glucuronoconjugación del 4 nitrofenol
glucuronoconjugación de fenolftaleina
Glutatión-S-transferasa
Contenido de glutatión
Contenido de glutatión
UDP glucuronil transferasa
UDP glucuronil transferasa
GSH reductasa
GSH peroxidasa
GSH-S-transferasa a CDNB
GSH-S-transferasa a DCNB
T glutamiltranspeptidasa
UDP glucuroniltransferasa
GSH-S-transferasa
GSH peroxidasa
Contenido de GSH
Contenido de GSH
contenido de GSH

,
,

Ali Y col. (1979)
Ali y col. (1979)
Birnbaum (1979)
Birnbaum (1919)
Kitahara (1982)
Kitahara (1982)
Kitahara (1982)
Kitahara (1982)
Kitahara (1982)
Kitahara (1982)
Kitahara (1982)
Kitahara (1918)
Fujita y col. (1982)
Birnbaum (1919)
Su y col. (1979)
Birnbaum (1979)
Stohs y col. (1980)
Al-turk y col. (1981)

,

1
1
,
A

A

( -) no varía, ( A ) aumenta y ( , ) disminuye.



Tabla 1.8. Cambios en el cociente peso hígado (PH)/peso corporal (PC) con la edad.

Especie Cepa Sexo Edad PH/PC (%) Referencia
(meses)

Rata Wistar H 3-20 4.2 3.0 Kato y takanaka (1983)
Rata Wistar M 3-20 4.1 3.0 Kato y takanaka (1983)
Rata Wistar M 3-24 3.9 3.5 Kitani y col. (1978)
Rata Wistar M 3-30 Ali Y col. (1979)
Rata Wistar H 7-31 2.7 2.6 McMartin y col. (1980)
Rata RU H 3-27 3.1 3.2 De Leeuw-Israel (1971)
Rata WAG/RIJ H 3-36 4.3 4.4 Van Bezooijen (1978)
Rata WAG/RIJ H 3-30 3.3 2.7 Kitani y col. (1981)
Rata WAG/RIJ M 3-20 3.2 2.4 Kitani y col. (1981)
Rata BN/BI H 3-12 2.7 2.2 Kitani y col. (1982)
Rata BN/BI H 3-24 2.7 2.7 Ki tani y col. (1982)
Rata Fischer 11 1-27 2.9 2.7 Schmucker y col. (1982)
Rata Sprague-Dawley M 2-16 4.5 3.4 Weigand y col. (1980)
Ratón NIH Yhite Swiss H - 6.6 6.2 Jones (1967)
Ratón NIH White Swiss H - 6.4 7.2 Jones (1967)



1.2.1.3.1.-Posible contribución las células

parenguimales al metabolismo de fármacos.

Efecto de la edad.

El hiqado de los mamiferos está formado por varios

tipos de células: parenquimales y no-parenquimales. El último

grupo de células está constituido, principalmente, por células

endoteliales y células de Kupffer, formando parte del sistema

reticulo endotelial. La capacidad funcional del sistema

reticulo endotelial se pudo determinar estudiando su capacidad

para conseguir el aclaramiento de particulas procedentes del

torrente circulatorio. Dicha capacidad se ha visto reducida con

la edad en el ratón (Hoki y col., 1965; Jaroslow y Larrick, 1973)

y en rata (Bilder, 1975); sin embargo, la mayoria de estos

estudios no incluyeron animales viejos, por 10 que no se conoce

como responde el sistema reticulo endotelial en edades avanzadas

(Brouwer y Knook, 1983).

Algunos autores (Knook y col., 1982) han atribuido un

cierto papel a las células sinusoidales en el metabolismo de

fármacos. La N-acetiltransferasa, un enzima que cataliza la

acetilación fármacos como la isoniacidade algunos

sulfametacina, se ha visto que se localiza, casi exclusivamente,

en las células sinusoidales hepáticas en la rata (Notter, 1973).

La g�maglutamiltransferasa (TGT) es otro enzima implicado en el

metabolismo de ciertos fármacos. Este enzima se ha detectado en

las células sinusoidales hepáticas, en una cantidad dos veces

superior a la de las células parenquimales (Lamp y Butschak,

o
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1978). También se ha observado un incremento de los niveles de

este enzima con la edad.

1.2.1.3.2.- Flujo sanguineo hepático y capacidad de

unión � proteinas. Efecto de la edad.

Los cambios en el flujo sanguineo hepático con la edad

tienen especial incidencia en el metabolismo de fármacos con un

cociente de extracción elevado, como son clorometiazol,

lignocaina, morfina, nortriptilina,

propoxifeno o propranolol.

Los cambios en la capacidad de fijación a las proteinas

plasmáticas de determinados fármacos, puede condicionar su

velocidad de metabolismo y por consiguiente, su eliminación. La

unión de fármacos a las proteinas del plasma viene determinada,

principalmente, por la concentración de albumina. Dicha

pentazocina, petidina,

concentración no varia con la edad en la rata (De Leeuw-Israel,

1971; Horback y col., 1983) mientras que disminuye con la edad en

el ratón (Pardón y col., 1977). Por lo tanto, no se producen

cambios en el aclaramiento hepático de fármacos con la edad en la

rata, debido a cambios en el contenido de albúmina. Pese a esto

se han observado cambios estructurales en la molécula de albúmina

con la edad (Horbach y col., 1983), alteraciones que podrian

modificar su capacidad de unión.
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1.2.1.3.3.- Efecto de la edad sobre los enzimas

metabolizadores

hemoproteinas.

de fármacos y.

Kato y Takanaka (1968 a y b) han demostrado que con la

edad se reduce la cantidad de varios constituyentes del sistema

microsomal hepático metabolizador de fármacos (Baird' y col.,

1971; Kao y Hudson, 1980), así como, hay una disminución en sus

actividades.

1.2.1.3.4.- Efecto de la edad sobre la biosíntesis Q

degradación del cit.P-450.

Los niveles de cit. P-450 en seres humanos y animales

de experimentaci6n varían con la edad (Adelman y Freeman, 1972).

La edad afecta de forma diferente a los enzimas

encargados de' la síntesis o degradaci6n del grupo hemo. La

alanina-amino sintetasa, enzima que interviene en la síntesis del

grupo hemo (Fig. 1.19.), se encuentra en menor cantidad con la

edad; por el contrario, la alanina-amino dehidratasa no se

modifica. La actividad de la hemooxigenasa (Fig. 1.19.), enzima

que interviene en la degradación del cit.P-450, aumenta con la

edad, hecho que se podría explicar por la mayor concentración de

metales pesados que se adquieren con la edad (Freedman y Marcus,

1980).

Aunque sólo hay una ligera disminución del contenido
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Figura 1.19 Rutas de biosíntesis y degradación del citocromo
P-450. ALA. ácido ó-aminolevulinico.
(Adaptado de Testa y Jenner, 19B1).



del cit.P-450 con la edad, las ratas viejas sufren una marcada

reducci6n en las actividades aminopirina N-demetilasa y anilina

p-hidroxilasa. Estos resultados pueden ser consecuencia de una

disfunción en el transporte de electrones, debidos a alteraciones

de la membrana microsomal o una deficiencia selectiva en algún

isoenzima del cit.P-450 (Abraham y col., 1985).

1.2.1.3.5.- Efecto de la edad sobre la NADPH cit.c

reductasa hepática.

Se ha observado que hay una disminución en la actividad

específica de la NADPH cit.c reductasa con la edad (Schumucker,

1986), en la rata. De la misma forma, se produce una reducci6n

del cociente entre la actividad enzimática y la cantidad de

proteina enzimática de NADPH cit.c reductasa; a pesar de ello no

se han encontrado variaciones en las propiedades electroforéticas

y punto isoeléctrico de la proteina. Las modificaciones indicadas

pueden ser debidas a cambios intrinsecos de la molécula proteica

que se producen con la edad, como puede ser el aumento de su

termoestabilidad.

1.2.1.3.6.- Efecto de la edad sobre la cinética de la

NADPH cit.c reductasa.

La Km de la NADPH cit.c P-450 reductasa en presencia de
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diferentes concentraciones de NADPH y con microsomas procedentes

de ratas de varias edades, oscila entre 6 y 6.9 �moles, lo cual

indica que la afinidad por el sustrato no se modifica con la

edad. La disminuci6n de los valores de Vmax para el cit. c

reductasa fué de 4.0, 2.9 y 2.2 �mol en ratas de 3, 16 y 27 meses

de edad, respectivamente; por consiguiente, la cantidad de NADPH

cit.c reductasa disminuye con la edad (Schmucker, 1986).

1.2.1.3.7.- Efecto de la edad sobre la membrana

microsomal.

La edad produce modificaciones en el metabolismo

microsomal hepltico de flrmacos, "in vivo" e "in vitro", en

varias especies (Richney y Bender, 1977; Schmucker, 1979 y

Schmucker, 1983) . No obstante, no se ha aclarado porqué

mecanismo ocurren estas modificaciones. Una explicaci6n a este

hecho podria ser la observación de Schmucker y col. (1977 y 1978)

según la cual con la edad se produce una disminuci6n del 50 % en

la superficie del REL de los hepatocitos, es decir del locus

primario del sistema metabolizador de flrmacos.

Varios autores han observado que la actividad, "in

vitro", del sistema microsomal hepático se halla influenciada por

la composición y/o fluidez de los lipidos que componen el REL

(Strobel y co1., 1970; Yang, 1977). Strobel y col. (1970)

demostraron, que para conseguir una actividad óptima en sistemas

reconstituidos, se requiere la presencia de fosfatidilcolina,

mientras que la fosfatidiletanolamina inhibe el metabolismo de

flrmacos "in vitro".
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Con la edad hay una pérdida de fosfolipidos, un aumento

del cociente colesterol/fosfolipidos y una disminución del

cociente fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina en microsomas de

rata y ratón (Hawcroft y Martin, 1974 y Grinna, 1977) (tabla

1.10.). Asimismo, se ha observado un aumento dependiente de la

edad en ácidos grasos insaturados (ácido decosahexanoico) y una

disminución de ácidos grasos saturados en micro somas hepáticos de

rata (tabla 1.11.). Hawcroft y Martin (1974) observaron que

existe una disminución de la concentración de ácidos grasos

insaturados en microsomas aislados de ratones viejos.

Sin embargo los resultados que correlacionan la

reducción en la eficacia metabolizadora de fármacos y la

composición de los lipidos del REL, no son definitivos. Asi,

Hegner y Patt (1975) y Vorbeck y col. (1982) observaron que, con

la edad, hay una disminución de la fluidez de las membranas

plasmática y mitocondrial.

Más recientemente, Schmucker y col. (1984) al estudiar

la composición lipidica del REL han comprobado que, con la edad,

se produce una disminución de la fluidez de las membranas

microsomales, hecho que podria explicar la disminución de la

actividad del sistema hepático biotransformador de fármacos.
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TABLA 1.9. Efecto de la edad sobre el metabolismo de fármacos.

Especie Cepa Sexo Edad
. (meses)

Citocromo
P-450

Citocromo

b5
NADPH

reductasa
referencia

Rata Wistar M 1,3,10,20 , , Kato y Takana (1968)
Rata Wistar M 7-31 , - , McMartin (1980)
Rata Wistar M/H 3,16,24 - - Adelman (1911)

*
2-24 Uchida y col. (1982)

Rata S.D. M 6-24 , Grinna (1972)
Rata S.D. M 3-16 , Stier (1982)
Rata CFN M 1,2,3,12 - , Baird y col. (1978)

20,30
Rata CFN M 3,12,27 - - Birnbaum y col. (1978)
Rata CFN l1 3-24 , -

- Birnbaum y col. (1978)
Rata CFN H 3-24 , , Platt (1977)
Rata Fisher 344 M 16-27 , l Schmucker y col. (1980)
Rata Fisher 344 M 3-23 , Rikans y col. (1982)
Rata Fisher 344 H 4-24 , Fuj ita y col. (1982)
Rata Fisher 344 H 3,6,12,24,28 , ! - Kitahara y col. (1982)
Rata Fisher 344 M 3,6,12,24,28 , - , Gold y col. (1974)
Rata Fisher 344. M 4,12,24

1
Stohs y col. (1980)

Ratón C57A M 3-10 t Hawcroft (1982)
10-20

* Sprague-Dawley; ( - ) no varía, ( ! ) aumenta y ( , ) disminuye.



TABL� 1.10. Cambios en el contenido de fosfolipidos y colesterol microscmal con la edad en rata y ratón.

Rata

Rata
Rata
Rata

Rata

Ratón
Ratón

Cepa Edad Colesterol Fosfolipidos Col/Fosf Fosfolipidosb Referencias
(meses) totales PC SPH PS PE PI

'" , !S.D. 6-24 -
- - - - Grinna (191'71

S.D. )-16 1 - - , ! Stier y col.(19821
CFN 3,12,27 , Birnbaum (19781
Fisher 344 4,14,24

!
Rikans (1982)

Fisher 344 3,16,27 ! , - Schmucker (1982)
C57Bl/6J 3,12,26 - Birnbaum (19801
C57 3,8,10,14,16

,19,22 , , , - - Haucrof t (1974)
CS7 3,8,10,14,16

19,22 , , , - Jones y col.(19821

Especie

Ratón

'" Sprague-Dawley
( ,) disminuye" 'con la edad; (-Ino hay variación y (!) incremento con la edad.

b) PC = fosfatidilcolina¡ SPH = esfingomielina: PS = fosfatidilserina; PE = fosfatidiletanolamina; PI = fosfatidilinositol.



TABLA 1.11� Cambios en la composición de los ac. grasos con la edad en microsomas
hepáticos de rata y ratón.

Especie Cepa Edad
(meses)

Ácidos Grasos
16:0 18:0 18:1 18:2 20:4 22:6

Referencias

:le

, , - iRata S.D. 6-24 - - Grinna (1977)

Rata Fisher 344 4,14,24 - i , , - , Rikans (1982)

Rata
.

Fisher 344 3,16,27 , , i Schmucker (1982)

Ratón C57 3,8,10,14
16,19,24 , , , , , , Hawcroft (1974)

:le Sprague-Daw1ey
( ,) disminución , (-) no varía y ( i ) aumenta con la edad.



1.2.1.4.- DIFERENCIAS EN EL METABOLISMO DE FARMACOS

DEBIDAS AL SEXO.

Las variaciones del metabolismo de fármacos entre ambos

sexos, no es debida exclusivamente a un factor genético, sino

que involucra influencias hormonales. Las diferencias en el

metabolismo de fármacos debidas al sexo fueron observadas, por

vez primera, por Nicholas y Barron en 1932, quienes constataron

que las ratas hembras requieren sólo la mitad de la dosis de

barbitúricos de los machos, para dormirse.

Posteriormente, Gillette y Gram (1968) y Kato y

Kamataki (1982), confirmaron, en la rata, la presencia de una

diferencia debida al sexo en la actividad basal del sistema

microsomal hepático metabolizador de fármacos. El primer

mecanismo que explica estas alteraciones fue la hipótesis de Kato

(1974), quien relacionó las variaciones en los niveles de

cit.P-450 y andrógenos y los componentes lipidicos microsomales.

Recientemente, se ha comprobado que muchas de las diferencias en

el metabolismo hepático de fármacos se pueden relacionar con la

actividad anábolica de los esteroides, ya que estas sustancias

estimulan la biosintesis de determinados isoenzimas del cit. P-

450 microsomal (Kato y Kamataki, 1982 y Rumbaugh y col., 1984).

Se ha demostrado que el tratamiento con andrógenos reduce,

especificamente, el �ontenido hepático del cit.P-450 en ratas e

inhibe la actividad microsomal del cit.P-450 (El Defrawry y col.,

1974). Kato y Kamataki (1982) observaron que el tratamiento con

estrógenos produce la inducción de determinados isoenzimas del

cit.P-450.
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Los andrógenos, no sólo ejercen un efecto regulador

sobre la concentración de cit.P-450, sino que se ha demostrado

que modifican la actividad de la ALA sintetasa, el enzima

involucrado en el primer paso y además paso limitante, en la

biosíntesis del cit.P-450 (Granick, 1966). En cultivos celulares

de hepatocitos, el tratamiento con 50 y 5� androstanos reducidos,

produce la inducción de la ALA sintetasa (Edwards y Elliott,

1975). Por otro lado, se ha demostrado que el tratamiento con

estr6genos disminuye la actividad de la ALA sintetasa hepática en

la rata (Held y Przeawa, 1976). Las hormonas esteroideas no

parecen estar relacionadas con la regulación de la hemooxigenasa,

encargada de la biodegradación del cit.P-450. Las alteraciones en

el equilibrio hormonal de la rata no parecen influir en la

actividad hemooxigenasa hepática (Mainess, 1984).

En estudios de inducci6n enzimática con bifenilos

pOliclorados (Narbonne, 1979), flumecinol (Kulcsar, 1981),

tolueno (Pyykko, 1983), acetilmetanol (Beierscmitt y col., 1984)

y mirex (Ebel, 1984), se ha observado que el efecto es

dependiente del sexo de los animales. Así, Kamataki y col. (1983)

han demostrado que cada sexo tiene una dotación isoenzimática del

cit.P-450 diferente, por lo cual poseen una susceptibilidad

diferente a la inducci6n, represi6n y/o inhibición. De esta

manera, Skett y Paterson (1985) observaron diferencias en la

inducción enzimática del cit.P-450 por acción del fenobarbital,

isosafrol y etanol. El tratamiento con etanol reduce los niveles

séricos de testosterona (Badr y Bartke, 1974) y este hecho podría

modificar el metabolismo de fármacos como sugiere Skett y col.

(1980) (Fig.1.20.).
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Las diferencias sexuales en la cinética de los fármacos

depende de la especie. Hay pocos datos clinicos al respecto, pero

se ha demostrado que la t� del clordiacepóxido es casi dos veces

superior en las mujeres y tres veces superior en las mujeres que

usan contraceptivos orales (Roberts y col., 1979).

La capacidad para detoxificar los radicales libres

parece ser más lenta en el hiqado de las hembras que en el de los

machos. Se supone que las hembras, probablemente, sean menos

vulnerables a los fármacos que poseen una acción hepatotóxica

induciendo la formación de radicales libres (Julicher y col.,

1984).

1.2.1.5.- CONTROL HORMONAL DEL METABOLISMO DE FARMACOS.

Las hormonas tienen un efecto central que puede jugar

un papel importante en el control del metabolismo de fármacos,

particularmente las hormonas secretadas por la hipófisis,

tiroides y pancreas endocrino y hormonas sexuales.
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1.2.1.5.1.-Efecto de la hipófisis sobre el metabolismo

de fármacos.

El dimorfismo sexual en el metabolismo de fármacos y

esteroides se ha correlacionado con los niveles de hormonas

sexuales (Yates y col., 1958: De Moor y Denef, 1968 y Gustafsson

y Stenberg, 1974). Posteriormente, se observó que dichas hormonas

ejercen su influencia sobre el metabolismo de fármacos a través

del eje hipotálamo-hipófisis-higado (Colby y col., 1973: Denef,

1974 y Gustafsson y Stenberg, 1974). La secreción hipofisaria de

la hormona del crecimiento es dependiente del sexo y edad del

animal, y se ha demostrado que es un importante regulador del

metabolismo de esteroides en el higado de rata (Eden, 1979 y Mode

y col., 1982).

La secreción de hormona del crecimiento en el macho

está determinada por influencias hipotalámicas mediadas por una

acción combinada de la somatostatina y un factor liberador de la

hormona del crecimiento (GH) (Shaffer y col., 1984). Si se suprime

esta influencia, la rata macho desarrolla una feminización de su

metabolismo hepático de esteroides (Mode y col., 1980). El higado

de ratas macho puede ser feminizado por castración neonatal

(Einarsson y col., 1973), por implantación de un injerto ectópico

de hipófisis debajo de la cápsula renal (Eneroth y col., 1977) y

por infusión de GH mediante minibombas osmóticas (Mode y col.,

1981). Blanck y col. (1986) comprobaron que el eje hipotálamo­

hipófisis-higado, además de provocar la diferenciación sexual en

el metabolismo de los esteroides, estimula la diferenciación
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sexual del metabolismo de los fármacos.

La administración diaria de hormona 1uteinizante o

gonadotrofina coriónica humana durante 6 dias, a ratas maduras,

estimula la producción de testosterona por las células de Leydig

(Payne y col., 1980 y O'Shaughnessy y Payne, 1982). El incremento

en la producción de testosterona después de este tratamiento se

correlaciona con un aumento en las actividades del cit.P-450

metabo1izadoras

Ma1aska y Payne

células de Leydig

de esteroides (O'Shaughnessy y Payne, 1982).

(1984) trabajando con cultivos celulares de

de ratón, comprobaron que la inducción del

cit. P-450 al estimular la secreción de testosterona por un

tratamiento con hormona 1uteinizante, se debia, parcialmente, a

un incremento de la sintesis proteica del citocromo P-450.

Estudios con cultivos celulares de corteza adrena1 de

buey, han comprobado que la hormona adrenocorticotropa es capaz

de estimular la inducción de la actividad enzimática del

citocromo P-450 mitocondria1 (Dubois y col., 1981) y microsomal

(Me Carthy y col., 1983 y Crive1lo y Gri1l, 1983).

1.2.1.5.2.- Influencia de las hormonas sexuales sobre

el metabolismo de fármacos.

La influencia de las hormonas sexuales sobre el

metabolismo de fármacos se ha indicado previamente en el apartado

2.1.4., dedicado a las diferencias en el metabolismo de fármacos

debidas al sexo.
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1.2.1.5.3.-Inf1uencia del tiroides sobre el metabolismo

hepático de fármacos.

Las hormonas tiroideas son fundamentales para un

funcionamiento 6ptimo del sistema metabo1izador hepático ligado

al cit.P-450.

La deplecci6n de hormonas tiroideas por extirpaci6n

quirúrgica del tiroides, produce cambios en el metabolismo de

fármacos que difieren en función del fármaco estudiado y del sexo

de los animales empleados.

As!, el metabolismo de la 1ignocaína aumenta después de

la tiroidectomía en ratas macho y hembras y el metabolismo de la

imipramina disminuye sólo en ratas hembras. La administración de

L-tiroxina corrige los cambios mencionados (Kato, 1977).

En el hombre el estado hipertiroideo tiene un efecto

estimulante sobre el metabolismo de fármacos, mientras que los

pacientes hipotiroideos poseen un metabolismo inhibido (Crooks y

col., 1973; Eichelbaum y col., 1974 y Vesell y col., 1975).

En función del grado de secreción hormonal de T4 y T3
cabe pensar que se produzcan cambios en la proporción de

diferentes isoenzimas del cit.P-450 sin cambios es la cantidad de

cit.P-450 total.

El metabolismo de fase Ir también se puede afectar por

la tiroidectomía. Asi, la conjugaci6n con ácido glucur6nido del

a-naftal es más lenta en ratas tiroidectomizadas. Además, las

hormonas tiroideas como se ha comentado anteriormente, pueden

influir en la diferenciaci6n sexual del metabolismo de fármacos.
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1.2.1.5.4.- Influencia del páncreas

metabolismo de fármacos.

Desde hace más de dos décadas se conoce la influencia

de la diabetes sobre el metabolismo de fármacos (Dixon y col.,

1961; Kato y Gillette, 1965; Reinke y col., 1978; Cook y Past,

1979 y Past y Cook, 1983) y se sabe además, que el metabolismo de

fármacos en la diabetes se modifica en función del sexo (Dixon y

col., 1961 y Kato y Gillette, 1965).

La diabetes inducida en rata por la estreptozotocina es

un modelo experimental aceptado (Like y Rossini, 1976 y Rossini y

col., 1977), aunque la estreptozotocina pueda tener otros efectos

tóxicos directos sobre el hiqado (Warren y col., 1983). Sin

embargo, las ratas diabéticas espontáneas tienen alteraciones

metabólicas similares a las provocadas por la estreptozotocina

(Warren y col., 1983).

En el modelo experimental de diabetes el nivel de

andr6gen�s disminuye en las ratas macho y el metabolismo de

fármacos se reduce de forma paralela (Skett y col., 1984).

recientemente, se ha comprobado que la estreptozotocina y los

andróqenos ejercen su efecto sobre el metabolismo de fármacos,

modificando los niveles de la hormona del crecimiento

(Tannenbaum, 1981 y Gustafsson y col., 1983), tal como se ha

comentado anteriormente (apartado 2.1.5.1.).
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Figura 1.21.
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1.2.1.5.5.- Visión intecrrada del efecto hormonal sobre

el metabolismo hepático de fármacos.

Un resumen del posible control hormonal del metabolismo

de fármacos se refleja en la figura 1.21 . El tiroides, la

hipófisis y las adrenales, a excepción de los andrógenos

adrenales, y la insulina, actúan directamente sobre el higado,

mientras que los andrógenos y estrógenos ejercen sus efectos

sobre el higado a través de la interacción con el eje hipotálamo­

hipófisis, modificando la liberación de las hormonas

hipofisarias.

1.2.1.5.6.- Metabolismo

gestación.

hepático fármacos y

La gestación es un estado fisiológico de las hembras en

el �ue el sistema endocrino sufre profundos cambios.

El estudio del metabolismo de fármacos durante el

embarazo en los seres humanos es dificil por las consideraciones

éticas obvias, que impiden la administración de fármacos con

objetivos puramente experimentales a mujeres embarazadas. Por

ello la mayoria de trabajos se han realizado en animales de

experimentación. En la rata, la preñez causa una disminución

del metabolismo de fármacos. Estos cambios parecen ser debidos al

aumento de los niveles de progesterona y sus metabolitos en

sangre durante el embarazo. Este fenómeno también se observa
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en los niños lactantes que reciben la progesterona de la madre a

través de la leche materna, hecho que puede inhibir el

metabolismo de fármacos como ha comprobado Ferrer (1979).

1.2.1.6.- EFECTO DE DIFERENTES PATOLOGIAS SOBRE EL

METABOLISMO HEPATICO DE FARMACOS.

De entre las diversas patologias que pueden influir

sobre el metabolismo de fármacos, las enfermedades del hígado y

del tiroides han sido las más estudiadas.

Se emplearon varios modelos experimentales

enfermedades hepáticas para estudiar la farmacocinética en estos

cuadros patol6gicos (Van der Graaff y col., 1984 y Griffeth y

col., 1984). Así, se han utilizado ratas con una desviación

porto-cava, para observar las rutas metab61icas del hexobarbital y

antipirina por separado (Van der Graff, 1984). De esta manera se

ha comprobado que la vida media de eliminaci6n es cuatro veces

superior en las ratas con desviación porto-cava, que en las

ratas control.

La disfunción hepática es una complicaci6n de

determinados traumas. Estudios, tanto "in vivo" como "in vitro",

(Griffeth y col., 1984) han demostrado que el trauma conlleva una

disminuci6n del aclaramiento de fármacos por el hígado, sin

cambios en los volúmenes de distribuci6n. Esta disminución es

debida a una reducci6n de los niveles de cit. P-450 hepático. La

disminución es diferente para cada isoenzima del cit.P-450 y está

de
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asociada con un aumento en los niveles de cit.P448 (Griffeth y

col., 1984).

1.2.1.6.1.- Cirrosis hepática de etiologia alcohólica.

El de la cirrosis alcohólica sobreefecto

aclaramiento de la.antipirina y la formación de sus metabolitos

ha sido estudiado en clinica por Teunissen y col. (1984). Estos

autores, observaron que el aclaramiento de la antipirina se halla

reducido en la cirrosis alcohólica. La formación y aclaramiento

de sus principales metabolitos se redujo. Sin embargo, la

formación de todos los metabolitos no disminuyó de la misma

forma, lo que sugiere una alteración selectiva, durante la

cirrosis alcohólica, de los diferentes isoenzimas del cit. P-450.

El aclaramiento del metronidazol se reduce en la

cirrosis y se prolonga su vida media de eliminación. Aunque en

los pacientes sanos gran parte de los fármacos se recogen en la

orina sin metabolizar, en los pacientes con cirrosis se producen

cambios en el metabolismo del fármaco sin alterarse

funcionalidad renal (Farell y col., 1984). El glicofuranol, un

solvente de algunos fármacos, también muestra una reducción en el

aclaramiento y la prolongación de su vida media en la cirrosis

(Burry y col., 1984� Por el contrario la farmacocinética de la

ranitidina no se ve modificada por enfermedades hepáticas como la

cirrosis (Okolicsanyi y col., 1984).

La cimetidina, otro inhibidor de los receptores H2 de

la histamina, ejerce un efecto inhibitorio marcado sobre el

metabolismo hepático de otros fármacos, interferencia que ha sido

el

la
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observada

plasmática

cirrosis

en pacientes con cirrosis. Asi, la vida media

de la teofilina casi se duplica en pacientes con

después de la administración de cimetidina (Guyler y

col., 1984).

Las enfermedades hepáticas no sólo afectan a los

enzimas encargados de metabolizar fármacos, sino que también

producen cambios en la sintesis de las proteinas plasmáticas,

alterando la unión del fármaco a las proteinas plasmáticas. El

efecto de la unión a proteinas sobre el aclaramiento de fármacos

se ha estudiado usando una perfusión de higado de rata aislado

por Schary y Rowland (1984). Mediante el empleo de tolbutamida se

ha comprobado que la eliminación del fármaco y la formación del

principal metabolito es proporcional a la fracción de tolbutamida

no unida. En la cirrosis, el verapamil se ha incluido en este

grupo de fármacos (Giacomini y col., 1984). La ceftriaxona, una

nueva cefalosporina, también muestra un aumento en la fracción no

unida a proteinas plasmáticas durante la cirrosis. Por tanto, en

los pacientes con cirrosis la dosificación deberá 'ajustarse para

reducir la aparición de efectos adversos (Stoeckel y col., 1984 y

Stoeckel y Koup, 1984). Aunque la mayor parte de fármacos se unen

a la albúmina, hay otras proteinas que tienen la capacidad de

unirse a fármacos y su concentración en sangre puede disminuir en

la cirrosis. Un ejemplo de ello lo tenemos en la a-1-

glucoproteina a la que se une la eritromicina; en pacientes con

enfermedades hepáticas se ha observado un aumento de eritromicina

libre en plasma (Barre y col., 1984).
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1.2.1.6.2.- Hepatitis viral.

Se conoce poco sobre los efectos de la hepatitis viral

sobre el metabolismo de fármacos, pero la informaci6n actual

permite suponer que dicha patologia causa una disminución en el

metabolismo de fármacos. El aclaramiento del clordiacepóxido está

disminuido en la hepatitis viral, al igual que el aclaramiento de

la meperidina. El aclaramiento de la lignocaina no se modifica en

la hepatitis viral, mientras que la tolbutamida exhibe un

aclaramiento aumentado, por encima de los valores obtenidos en

sujetos sanos.

1.2.1.6.3.- Hepatomas.

Kato y col. (1963) observaron, hace 20 años, que la

implantación de un tumor s6lido en un lugar distante del higado

producia una disminución de la actividad metabolizadora de

fármacos (Rosso y col., 1971; Litterst y col., 1977 y Kato y

col., 1982). Estos cambios incluyen una reducci6n en los

componentes del sistema metabolizador de fármacos (Collins y

col., 1982; Puce�ti y col., 1982 y Schucter y Kurz, 1982),

una disminución de la actividad metabolizadora de fármacos "in

vitro" (Rosso y col.,

1982) , e "in vivo"

1971; Litterst y col., 1977 y Kato y col.,

(Sladek, 1972 y Beck y col., 1975). La

actividad metabolizadora de fármacos se normaliza al extirparse

el tumor (Boulos y col., 1971 y Rosso y col., 1971). Todas estas

modificaciones no aparecen cuando lo que se implanta es un tejido

normal de otro animal (Rosso y col., 1968).
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Se ha demostrado que la actividad metabolizadora de

fármacos no se modifica, significativamente, hasta que el tumor

excede el 2 % del peso corporal y no se observa un descenso

importante de la capacidad metabolizadora de fármacos (50 %),

hasta que el tumor alcanza ellO % del peso corporal

(Chattopathyay y col., 1972 y Sladek y col., 1978). Tumores

s6lidos de estos tamaños rara vez se presentan en el hombre, por

lo que no suelen observarse cambios del metabolismo de fármacos

con significaci6n clinica. Esta hip6tesis fue confirmada por

Tschanz y col. (1977) en pacientes con cancer de pulmón. Sin

embargo, trabajos clinicos recientes han comprobado que los

tumores sólidos que metastatizan al higado, aunque provengan de

un tumor pequeño, pueden producir un descenso importante de la

actividad metabolizadora de fármacos.

1.2.1.6.4.- Porfiria.

Las porfirias constituyen un conjunto de alteraciones

del metabolismo de las porfirinas, precursoras del grupo hemo. En

el caso concreto de las porfirias hepáticas, la alteraci6n

enzimática se situa a nivel del enzima ALA sintetasa, por lo cual

la porfiria puede cursar con trastornos del metabolismo de

fármacos al reducirse la sintesis del cit.P-450 (Prescott, 1975).
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1.2.2.- FACTORES EXTERNOS.

Son numerosos los factores externos al organismo que

pueden tener una profunda influencia sobre el metabolismo de

fármacos. El organismo puede estar expuesto a estos factores de

forma continuada 6 accidental. Los factores externos los podemos

dividir en factores dietéticos y factores ambientales.

Factores dietéticos Factores ambientales

Proteinas
Grasas
Carbohidratos
Vitaminas
Minerales esenciales
Minerales trazas
Alcohol

Derivados del petróleo
Productos de pirólisis
Metales pesados
Insecticidas
Herbicidas
contaminantes industria
Tabaco

Temperatura

1.2.2.1.- FACTORES DIETETICOS.

El estado nutricional de un individuo y la ingesta de

nutrientes es importante para la regulación del metabolismo de

xenobiontes y su eliminaci6n. Los siguientes ejemplos ilustran el

efecto del estado nutricional sobre los componentes enzimáticos

y los cofactores celulares encargados del metabolismo de los

fármacos.
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1.2.2.1.1.- Proteinas.

En animales de experimentación se ha demostrado que el

cociente proteinas/carbohidratos, en dietas adecuadas

cal6ricamente, afecta al metabolismo de fármacos. Cuando la

calidad o la cantidad de las proteínas de la dieta disminuye, el

cit.P-450 y el cit.P-450 reductasa reducen su funcionalidad,

disminuyendo, por tanto, la capacidad para metabolizar la

etilmorfina, anilina e hidrocarburos heptaclorados y arilicos

(Campbell y Hayes, 1976; Hietanen, 1980); En estas condiciones la

toxicidad del pentobarbital, fenacetina y zoxazolamina aumenta

(Kato y col., 1968). La disminuci6n del metabolismo por

conjugaci6n, debido al déficit proteico, contribuye a aumentar

la toxicidad de estos fármacos.

El déficit proteico disminuye la cantidad de cisteína

disponible para la síntesis de PAPS y GSH. Asi, los niveles de

glutation se reducen durante un déficit proteico (Glazenburg y

col., 1983). Además, una dieta baja en proteinas sin suplementar

con cisteína, metionina y sulfato provoca un rápido descenso

(50 %) de la excreci6n urinaria de sulfato (Krijgsheld y col.,

1981). Por el contrario, durante períodos de restricci6n

proteica, las actividades de la ep6xido hidratasa y rGT se

incrementan (Campbell y Hayes, 1976; Hietanem, 1980; Woodcock y

Wood,1971).

Sonawane y col. (1983) comprobaron, experimentalmente,

que la malnutrici6n proteica de la madre modifica el metabolismo

postnatal de fármacos. En un trabajo poster.ior, Sonawane y col.
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(1983) sugirieron que el aporte proteico en la dieta perinatal

influenciara el metabolismo de fármacos en el estado de adulto.

Es interesante remarcar que el déficit en proteínas se ha

asociado con una disminuci6n, pero no con una ausencia de las

actividades metabolizadoras de fármacos. Estos cambios quizás se

deban a alteraciones en algunos isoenzimas del sistema microsomal

hepático.

En estudios clinicos, se ha observado que dietas ricas

en proteinas no modifican el metabolismo de fármacos, pero si lo

hacen dietas con déficit proteico, dando lugar a una disminución

del metabolismo de la teofilina y antipirina (Kappas y col.,

1976; Anderson y col., 1979 y Anderson y col., 1982).

1.2.2.1.2.- Lipidos.

La integridad. de la membrana microsomal es esencial

para mantener la funcionalidad de la interacción entre el

citocromo P-450 y la cit.P-450 reductasa. En estudios, en donde

se reconstituye el sistema enzimático microsomal, la inclusión de

fosfatidilcolina es determinante para obtener una actividad

metabolizadora de fármacos máxima (Strobel y col., 1970); Sin

este componente en la dieta, los lipidos de la membrana

microsomal se saturan. La administraci6n de una dieta exenta de

ácidos grasos 6 con ácidos grasos saturados, no afecta los

niveles de cit.P-450 reductasa, pero disminuye los de cit.P-450

y algunas de sus actividades (Marschall y McLean, 1971 y Norred y

Wade, 1972). La inclusi6n en la dieta de ácidos grasos
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poliinsaturados, no sólo incrementa la actividad del sistema

metabolizador de fármacos, sino que puede actuar induciendo al

cit. P-450 y sus actividades. También se ha comprobado que la

ingestión de lípidos deficitarios en vitamina E puede causar una

disminución de la capacidad metabolizadora de fármacos (Rowe y

Wills, 1976).

Los estudios clínicos sobre el efecto de la ingesta de

lípidos insaturados sobre el metabolismo de fármacos no han

aportado resultados significativos en ningun sentido (Anderson y

col., 1979 y Mucklow y col., 1980).

1.2.2.1.3.- Hidratos de carbono.

Dietas ricas en sacarosa, glucosa o fructosa producen

la disminuci6n del metabolismo de varios fármacos e incrementan

el tiempo de sueño inducido en el ratón por barbitúricos

(Strother y col., 1971). Este efecto lo observaron Boyd y

col. (1970) al comprobar que la toxicidad de la bencilpenicilina

se veía potenciada por dietas enriquecidas en sacarosa.

Estudios recientes llevados a cabo en ratas han

demostrado que el metabolismo oxidativo de fármacos se halla

reducido en los animales que han sido alimentados con una dieta

enriquecida en hidratos de carbono y administrada

parenteralmente, cuando se compararon con los resultados

obtenidos mediante ingestión enteral de la misma dieta y en las

mismas condiciones (Knodell y col., 1984). Sin embargo, Pantuck y
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col. (1985) indican que estos datos no son extrapolables en

clinica.

1.2.2.1.4.- Vitaminas.

Las vitaminas hidrosolubles y las liposolubles tienen

efectos diferentes sobre el sistema metabolizador de fármacos en

animales de experimentación.

- Vitamina A.

La disminuci6n de la vitamina A almacenada produce un

descenso de los niveles de cit.P-450 y una variación de las

actividades del sistema microsomal metabolizador de fármacos, lo

cual sugiere que la deficiencia de retinol tiene un efecto

generalizado sobre el metabolismo de xenobiontes (Colby y col.,

1975 y Miranda y col.,

tienen lugar antes

1979) •

de la

Estas alteraciones metabólicas

aparición de cualquier otra

sintomatología del déficit de vitamina A. Becking (1973)

comprobó que, aunque las actividades N-hidroxilasa y N-demetilasa

se reducen en las ratas alimentadas sin vitamina A durante 20-25

días, la actividad reductasa no varia� asimismo, los niveles de

proteinas microsomales y la actividad del cit. P-450 reductasa

no se modifican, mientras que disminuyen los niveles de cit.P-450

Becking (1973) indicando la posibilidad de que la vitamina A no

actúa directamente sobre el sistema microsomal hepático, sino que

afecta a la estructura de la membrana del reticulo

-75-



endoplasmático, que

anterioridad Roels

hipótesis.

es la matriz sobre la que

y col. (1969) ya habian

se sitúa. Con

propuesto esta

Por el contrario, dietas con un contenido elevado en

vitamina A pueden alterar el metabolismo de fármacos,

incrementando las actividades anilina p-hidroxilasa y 0-

demetilasa de la 7-etoxicumarina (Miranda y Chhabra, 1981).

- Complejo de. vitaminas B.

La deficiencia de una o varias vitaminas del complejo B

puede afectar a isoenzimas especificos del cit.P-450, al igual

que a la glutamiltranpeptidasa (Miltenberger y Oltersdoef, 1978).

Este efecto se debe a su importante papel en la regulación del

metabolismo energético de la célula.

El déficit en tiamina produce un aumento en los niveles

del cit.P-450 y en el metabolismo del paracetamol, anilina y

aminopirina (Grosse y Wade, 1977; Wade y col., 1976; Omaye y

col., 1981 y Ruchirawat y col., 1981). El aporte de vitamina B1
restablece el metabolismo de fármacos a sus valores normales.

Dosis elevadas de tiamina causan una disminución de los

niveles del cit.P-450 y del cit.P-450 reductasa y simultáneamente

reducen el metabolismo de la anilina y la aminopirina, pero no

ejercen efecto alguno sobre la hidroxilación del hexobarbital

(Grosse y Wade, 1971 y Wade y col., 1976).
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Wade y col. (1973) han sugerido que una dieta

deficitaria en vitamina B1 podría disminuir la cantidad de

algunos isoenzimas del cit.P-450 análogos al Pl-450 de Sladek y

Mannering (1969). La afinidad y el metabolismo elevado' de la

anilina, la no modificaci6n de la oxidación del hexobarbital y la

cantidad elevada de Pl-450, hicieron postular a Wade y col.

(1973), que la tiamina produzca un fenómeno análogo a la

inducci6n enzimática provocada por el 3-metil colantreno (3MC)

(Sladek y Mannering, 1969).

El déficit dietético de riboflavina tiene un efecto

directo sobre la NADPH cit.P-450 reductasa, la cual contiene un

mol de FMN y otro de FAD. Al suplementar la dieta con riboflavina

se recuperan los niveles disminuidos de FAD (Yang, 1974). La

pérdida de la actividad de la cit.P-450 reductasa es paralela a

la disminución del metabolismo de la anilina, aminopirina y

etilmorfina. Sin embargo, los niveles de cit.P-450 aumentan. La

preincubación del sistema metabolizador de fármacos con FMN 6 FAD

regenera la actividad reductasa y las actividades asociadas con

el sistema microsomal hepático (Hara y Taniguchi, 1982).

Levy y Di Palma han observado que el déficit dietético

de niacina produce un incremento en la respuesta al tiopental y

sugieren que la reducción parcial de NADPH necesario para el

metabolismo del barbitúrico, podría ser la responsable de dicho

efecto.

En el cobayo, la deficiencia de vitamina e en su dieta

produce un cambio progresivo en la composición del sistema
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microsomal metabolizador de fármacos. Durante los primeros 10-12

dias de déficit, no se producen alteraciones en los niveles de la

cit.P-450 reductasa ó del cit.P-450, pero la capacidad de

hidroxilar fármacos se encuentra disminuida. Después de 21 dias,

necesarios para producir un déficit de vitamina e, tanto

los niveles de cit.P-450 como los de cit.P-450 reductasa

disminuyen al igual que las reacciones de N- y O-dealquilación

(Kuenzig y col., 1977; Sikic y col., 1977; Zannoni y col., 1977 y

Rikans, 1982).

Se

niveles de

han llevado a cabo numerosos trabajos para

el mecanismo por el cual la vitamina e disminuye los

cit.P-450. Luft y col. (1972) demostraron que la

en la biosintesis del grupo hemo del

determinar

vitamina

citocromo

e interviene

P-450.

El déficit en vitamina E disminuye las actividades del

cit.P-450, y de manera concreta las reacciones de N-dealquilación

(earpenter, 1972 y Horn y col., 1976). Los niveles de cit.P-450 y

la cit.P-450 reductasa no se modifica y sus actividades se

inducen, normalmente, con fenobarbital y 3-metilcolantreno. Si la

dieta se suplementa con vitamina E durante 48 horas se pueden

recuperar las actividades normales del cit.P-450. Este efecto

indica la posibilidad de que la vitamina E forma parte de la

matriz lipidica microsomal, participando en la transferencia de

electrones entre el cit.P-450 reductasa y el cit.P-450. Por ello,

se considera que esta vitamina debe de formar parte de las

matrices lipidicas artificiales, al reconstituir el sistema

enzimático metabolizador de fármacos.
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1.2.2.1.5.- Minerales.

Los minerales son elementos necesarios para mantener un

buen estado de salud. De entre ellos, se ha demostrado que

afectan al metabolismo de fármacos, el calcio, el magnesio, el

potasio, el hierro, el zinc, el cobre y el yodo.

Dingell y col. (1966) observaron que ratas sometidas a

dietas deficitarias en calcio durante 40 dias, sufren una

disminución de la oxidaci6n del hexobarbital y la aminopirina.

La hipomagnesemia suele coexistir, simultáneamente, con

una hipocalcemia (MacIntyre, 1967). Becking y Morrison (1970)

demostraron que las dietas deficitarias en magnesio producen una

reducción de las actividades enzimáticas, más intensa que la

causada por el déficit de calcio. Los niveles de cit.P-450

también se reducen por la falta de magnesio. Peters y Fouts

(1970a y 1970b) observaron que, "in vitro", el magnesio altera la

estructura de la membrana microsomal, permitiendo una unión mejor

entre el cit.P-450 y el sustrato y facilitando asi un flujo de

electrones mayor.

El déficit en potasio produce cambios en el efecto o en

la vida media de numerosos fármacos. Sin embargo, se ha

observado que su acción se debe a modificaciones en la

eliminación renal y no a cambios producidos en el metabolismo de
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fármacos.

Catz y col (1970) comprobaron que un déficit crónico

de hierro en ratones adultos aumentaba la capacidad

metabolizadora de fármacos, pero no variaba, significativamente

los niveles de cit.P-450. Por el contrario, un exceso de hierro

en la dieta puede inhibir el metabolismo de fármacos.

Los niveles de hierro en el higado estan relacionados

con la lipidoperoxidación dependiente de NADPH (Wills, 1972). La

lipidoperoxidación dependiente de hierro, produce la degeneración

de la membrana del reticuloendoplasmático, lo cual conlleva una

disminución de las actividades microsomales de hidroxilación

(Wills, 1969) y demetilación (Wills, 1972).

Se ha comprobado que al añadir hierro en forma de

ferritina a suspensiones de microsomas, las actividades

aminopirina N-demetilasa y anilina p-hidroxilasa disminuyen.

El déficit de zinc puede causar alteraciones en algunas

actividades del sistema microsomal hepático metabolizador de

fármacos (Becking y Morrison, 1970), efecto que se debe a

la disminución de los niveles del cit.P-450.

Moffitt y col. (1972) demostraron que en la rata el

pentobarbital produce un incremento en el contenido de cobre en

la fracción microsomal y produce, por tanto, alteraciones en las

actividades enzimáticas de dicha fracción. Estos estudios han

sido corroborados, posteriormente, por otros autores (Fahin y
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col. 1970; Lal y Sourkes, 1970 y Hilderbrand y col., 1972).

Tanto el exceso como el déficit de cobre da lugar a una

disminuci6n de las actividades microsomales metabolizadoras de

fármacos (Moffitt y Murphy, 1973). Los cambios en las cantidades

de cobre parecen producir alteraciones en la estabilidad

oxidativa de los lipidos de membrana, lo que podria explicar su

efecto sobre el metabolismo de fármacos, al variar la composici6n

de los ácidos grasos de las membranas microsomales.

Las hormonas tiroideas regulan los niveles de flavinas

hepáticas (Riulin y Longdon, 1966). Este hecho hizo sugerir a

Catz y col. (1970) que una carencia dietética de yodo podria

afectar el metabolismo microsomal de fármacos. Hoy dia se ha

demostrado que el déficit de hormonas tiroideas disminuye el

metabolismo de los sustratos tipo 1 y 11 (Suzuki y col., 1967;

Kato y Takahashi, 1968 y Brunk y col., 1969). Sin embargo, el

déficit de yodo en ratones a los que se administra

propiltiouraci10, un inhibidor del tiroides, causa un incremento

en el metabolismo microsomal de la aminopirina, hexobarbital y

anilina, entre otros. Hoy por hoy no se ha formulado ninguna

hip6tesis que ayude a clarificar estos efectos.
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1.2.2.2.- FACTORES AMBIENTALES

1.2.2.2.1.- Tabaco y metabolismo de fármacos.

Fumar es un factor de riesgo de cancer de pulmón ya que

el humo del tabaco contiene muchos compuestos carcinogénicos como

los hidrocarburos aromáticos policiclicos (Wynder y Hoffman,

1967), los cuales son metabolizados por acción de la activid�d

aril hidrocarbono hidroxilasa del cit.P-450 (AHH) , a

intermediarios epoxidados. Los epóxidos son posteriormente

metabolizados,

dihidrodioles,

por acci6n de la ep6xido hidratasa, a

o bien, por medio de la glutation-S-transferasa

son conjugados con glutation o convertidos no enzimáticamente a

fenoles (Sims y Grover, 1974). Los dihidroles y fenoles son

conjugados con el ácido UDP-glucur6nido (Nemoto y Gelboin, 1976).

Los dihidrodioles pueden ser, a su vez, metabolizados por la

actividad AHH a diolep6xidos (Sims y col., 1974). Epóxidos y

diolepóxidos pueden reaccionar covalentemente con

macromoléculas, siendo mutagénicos o causando transformaciones

celulares o cáncer en los animales de experimentaci6n (Huberman y

col., 1976 y Bresnick y McDonald, 1977).

Se ha comprobado que la inhalación de humo de· tabaco

induce la actividad AHH en el pulmón de diversas especies

(Abramson y Hutton, 1975; Uotila y col., 1977 y Van Cantfort y

Gielen, 1977), también en los macr6fagos alveolares y en la

placenta de fumadores (Nebert y col., 1969 y Cantrell y col.,

1973). La existencia de una relación entre la inducción de la

actividad AHH y la aparición de ciertos tipos de cáncer ha
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conferido gran importancia a este enzima (Kouri y col., 1973).

Khanduja y col. (1985) han confirmado que la exposici6n

de ratas y ratones a humo de tabaco induce la actividad

microsoma1 AHH en el pulm6n y el hígado; También eleva los

niveles de cit.P-450 y las actividades UDP-glucuronil transferasa

y glutati6n-S-transferasa. Cuando la exposici6n se prolonga

durante varias semanas se llegan a incrementar los niveles de

glutation. Todo ello aumenta la formación de metabolitos activos

de los hidrocarburos aromáticos policíclicos que tienen un efecto

carcinogénico.

1.2.2.2.2.- Contaminantes ambientales y su efecto sobre

el metabolismo de fármacos.

En los estudios de De Waide (1970 y 1971) se observó

una variaci6n estacional en la actividad enzimática

metabolizadora de fármacos en especies de peces procedentes del

Rhin. En los peces recogidos en verano se comprob6 que la

actividad N-demetilasa aumentaba alrededor del 100 % Esta

diferencia no se explica por cambios en el contenido proteico de

la fracci6n microsomal o variaciones en la temperatura del agua.

El aumento en la concentración de agentes químicos inductores

enzimáticos en el agua es la causa de las modificaciones del

metabolismo de fármacos.

Algunas especies marinas sufren una inducción de su

metabolismo de fármacos por agentes polucionantes como los
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derivados del petróleo, los aceites y los bifenilos policlorados

(PCB) (Yarbrough y Chambers, 1977). Se ha observado un aumento de

hasta el 400 % en la actividad AHH debida a los compuestos

anteriormente citados (Payne y Penrose, 1975).

Yawetz y col. (1978) han observado un efecto idéntico

en varias especies de pájaros al mismo tiempo que constataban que

tanto el DDT como los PCBs se acumulan en los tejidos.

La exposición ocupacional crónica a ciertos agentes

quimicos como el DDT, los PCBs, los hidrocarburos policiclicos,

y otros, pueden alterar la actividad enzimática metabolizadora de

fármacos en los seres humanos (Vesell, 1980). Aunque sólo se ha

hecho un estudio detenido con algunos de estos agentes, se sabe

que la exposición crónica a compuestos orgánicos liposolubles

induce el metabolismo de fármacos. Por el contrario,

exposición al plomo inhibe las actividades metabolizadoras de

fármacos. El efecto de estos agentes depende de la dosis diaria y

del tiempo total de exposición.

1.2.2.2.3.- Temperatura ambiental y metabolismo de

fármacos.

Se ha observado que la temperatura ambiental modifica

la actividad enzimática metabolizadora de fármacos. De Waide

o

(1970) observó que las truchas mantenidas a 5 C durante 2 semanas

tienen una actividad hidroxilasa y N-demetilasa dos veces

o

superior a la que poseian las truchas que se mantuvieron a 18 C.

la
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En experimentos similares realizados con hamsters y ratas,
o o

mantenidos. a temperaturas de 5 e y 23 e, las diferencias en sus

actividades metabolizadoras de fármacos fueron de hasta un 150 %
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2.1.- MATERIAL

2.1.1.- REACTIVOS BIOLOGICOS

Se han utilizado ratas Sprague-Dawley de ambos sexos y

pesos comprendidos entre 100 y 250 g, procedentes del estabulario

de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona. En un

experimento se han utilizado ratones albinos Swiss hembras de 18

a 22 g de peso, procedentes de Interfauna Iberica S.A.

Hasta el momento de realizar los ensayos, los animales

se mantuvieron con agua y una dieta estándar (UAR-A-04) para

rata-rat6n "ad libitum", elaborada

del "National Research Council"

de acuerdo con las normas

y del "Bureau National

d'Alimentation", de acuerdo con la siguiente composición:

Gl6cidos ••.•..•••••••••••••. 58 %

Proteinas .•.••.•••••.••••••• 17 %

Lipidos ••••••••••••••••••••.• 3 %

Celulosa ••.••••••••••••••••.. 5 %

Minerales ••••••.••••••.••.••• 5 %

Humedad •••••••••••••.•••.••• 12 %

Cobre ••••••••••••••••••••••• 29 mg/kg

Zinc •.•••••••••••••••••••••• 85 mg/kg

Los animales estuvieron alojados en jaulas de material

plástico (Makrolon) de 524 x 274 x 150 mm, por lo menos una

semana antes de empezar el experimento, para su habituaci6n. Cada

jaula albergó un máximo de diez animales del mismo sexo y edad.

La temperatura del estabulario se mantuvo constante a 22 ± 20 C y

la humedad del mismo entre 40 y 60 %, con un ritmo circadiano de
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luz de 12 h (desde las 6 h a las 18 h).

2.1.2. REACTIVOS BIOQUIMICOS

- Acido etilendiaminotetraacético Na2 (CarIo Erba, ref. 405491)

- Acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (Fluka, ref. 43760)

- Acido 2-tiobarbitúrico (Fluka, ref. 88481)

- Acido tricloroacético (Merck, ref. 807)

- Adenosin 5'-difosfato (Boehringer, ref. 102164)

- Adenosin 5'-monofosfato (Sigma, ref. 1752)

- Albúmina bovina (Merck, ref. 12018)

- Aminopirina (Sigma, ref. D-8015)

- Anilina (Merck, r.ef. 1261)

- Citrato sódico (Merck, ref. 6448)

- Cloruro de calcio (Merck, ref. 2388)

- Cloruro de hierro (III) (Merck, ref. 3943)

- Cloruro de magnesio (CarIo Erba, ref. 479687)

- Cloruro de sodio (Merck, ref. 6404)

- Ditionito sódico (Merck, ref. 6507)

- Eter etilico (Merck, ref. 923)

- Formaldehido (Merck, ref. 4001)

- Glicerina (Merck, ref. 4096)

- Glucosa 6-fosfato Na2 (Fluka, ref. 49280)

- Glucosa 6-fosfatodeshidrogenasa (Merck, ref. 49280)

- Glutation reducido (Merck, ref. 4090)

- Hidróxido de Bario (CarIo Erba, ref. 322007)

- HEPES (Sigma, ref. H3375)
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- Malondialdehido tetraetilacetal (Fluka, ref. 86570)

- Monóxido de carbono

- NADP Na2 (Boehringer Man., ref. 1088250)

- Nicotinamida (Merck, ref. 24541)

- Nicotinamida adenin-dinucleótido-trifosfato (Merck, ref. 24541)

- O-Cresol (Merck, ref. 809692)

- p- Aminofenol (Merck, ref. 800421)

- Fosfato de hierro (IrI) (Merck, ref. 3923)

- Reactivo A de towry: solución al 2 % de carbonato sódico en

hidróxido sódico 0.1 N.

- Reactivo B de Lowry: 100 mI del reactivo A con 2 mI de una

solución de sulfato cúprico al 0.5 % Y 2 mI de una solución de

tartrato sódico potásico al 1 %.

- Reactivo C de Lowry: reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck ref.

9001) diluido al 50 % con agua destilada.

- Reactivo de Nash: 30 g de acetato de amonio (Merck ref. 1116) y

0.4 mI de acetiIacetona (CarIo Erba ref. 400305) en agua

destilada

- Rojo Ponceau S (CarIo Erba, ref. 476981)

- Sacarosa (Sigma, ref. S-9378)

- Semicarbazida HCI (Merck, ref. 7722)

- Sulfato de cobre (lII) (Merck, ref. 2791)

- Sulfato de Zinc (CarIo Erba, ref. 394007)

- Tetracloruro de carbono (Merck, ref. 2208)

- Tricloruro férrico hexahidratado (Merck, ref. 3943)
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2.1.2.1. SOLUCIONES

- Solución salina amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4

- Solución salina amortiguadora de fosfatos 0.2 M, pH 7.4

- Solución amortiguadora barbital pH 8.6, fuerza iónica 0.08

- Solución de ácido clorhídrico 1 N

- solución de ácido tricloroacético al 20 %

- solución de rojo Ponceau al 0.5 % en ácido tricloroacético

al 5 % .

- Solución transparentadora: agua destilada, metanol, ácido

acético y alcohol-dicetona en la proporción 500:350:70:80,

respectivamente

Excipiente para la suspensión de fármacos: carboximetilcelulosa

0.1 % Y Tween 80 al 0.1 % .
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2.1.3.- FARMACOS

A lo largo de este trabajo

farmaco16gicos se han utilizado la

dexametasona.

en los tratamientos

indometacina y la

2.1.3.1.- INDOMETACINA

La indometacina, (ácido 1-(p-clorobenzoil)-5-metoxi-2-

metil-indol-3-acético) (Fig. 2.1.) , es un inhibidor reversible

de la ciclooxigenasa y por consiguiente, de la síntesis de

prostaglandinas. Este es uno de los principales mecanismos

postulados para explicar su actividad farmaco16gica (Ferreira y

Vane, 1974). Los trabajos de Smith y Willis (1971) y Vane (1974)

reconocen a la indometacina como uno de los antiinflamatorios no

esteroideos con mayor capacidad para inhibir a la prostaciclin­

sintetasa. Recientemente, Wu y Mathews (1983) han comprobado que

la indometacina no s610 inhibe la producci6n de PGs, sino

también la producci6n de 12 HETE (al inhibir la peroxidasa) y de

sustancias reactivas de la anafilaxis como los leucotrienos,

mediante l. inhibici6n de la glutation-S-transferasa (fig 2.2.).

Las inhibiciones mencionadas pueden explicar el hecho de que la

indometacina impida la migración leucocitaria hacia el foco

inflamatorio (Ford-Hutchinson y col., 1977). Robinson, Tashjan y

Levine (1975) descubrieron que las ratas artríticas poseen en el

líquido sinovial una sustancia co� una acci6n estimulante muy

intensa de la reabsorci6n del hueso, sustancia que, sin embargo

desaparece, "in vitro", con el tratamiento con indometacina.
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Weiss y Wait (1977) observaron, "in vitro", que la

indometacina inhibe la fosfodiesterasa y aumenta los niveles de

AMPc intracelular, lo que conducirá a una estabilización de la

membrana celular de los polimorfonucleares (PMN) y macrófagos.

Este hecho fue comprobado por Damas y Bourdon (1982) al demostrar

que la indometacina provoca una disminución en la liberación de

enzimas lisosomales y radicales libres superóxido e hidroxilo

(Koch-Weser, 1980). Del mismo modo, Punzi y col. (1982)

demostraron que la indometacina aumenta los niveles de AMPc en el

fluido sinovial y ello conlleva una acción antiflogistica, al

inhibir la liberación de enzimas lisosomales de los PMN durante

la fagocitosis (Weissmann y col., 1971) y al disminuir la

activación de los linfocitos T y secreción de linfoquinas (Bourne

y col. 1974).

La indometacina, tanto en la rata como en el hombre, se

absorbe rápidamente, alcanzándose los niveles plasmáticos máximos

entre 20 min y 2 h después de la administración oral. La vida

media es dosis dependiente, oscilando entre 2.5 y 11 h (Alvan y

coL, 1975; Rimbau y Forn, 1983).

Este fármaco circula fijado a las proteinas plasmáticas

en un 90 % . Zini y col. (1979) demostraron que hay dos tipos de

lugares de unión de la indometacina a la'albúmina, pero sólo uno

de ellos es de alta afinidad (Km = 10) para fármacos acidicos

como la indometacina.

Sus efectos adversos son dosis dependiente (Boarman y

Hait, 1967). Se producen alteraciones gastrointestinales como

náuseas, anorexia, dolor abdominal y úlceras pépticas; también se
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ha descrito la producción de diarreas y pancreatitis aguda.

Asimismo, puede causar neutropenia, trombocitopenia y con menor

frecuencia anemia. A dosis elevadas actúa sobre el sistema

nervioso central produciendo vértigo, dolor de cabeza y confusión

mental (Baber y col., 1974).

Hasta ahora su efecto sobre el higado no ha sido apenas

descrito, aunque se ha observado que a niveles terapéuticos, la

indometacina produce una disminución en la síntesis de albúmina y

de alfa-glucoproteínas (Jamieson y Kutryx, 1980 y Jamieson y

col., 1982).

En nuestros experimentos hemos utilizado indometacina a

dosis profilácticas o terapéuticas de 1 mg/kg/día, por vía oral,

administrada de 10 a 11 de la mañana, como suspensión

extemporánea en carboximetilcelulosa (CMC) al 0.1 % y Tween 80 al

0.1 % .

2.1.3.2.- DEXAMETASONA

La dexametasona (DXT) (Fig. 2.3.) es un glucocorticoide

esteroideo con efecto antiinflamatorio e inmu�osupresor. La

capacidad

de una

de la DXT para producir sus efectos biol6gicos depende

serie de factores relacionados con el transporte del

fármaco a través de la membrana celular hacia el núcleo y por la

unión a un receptor citoplasmático y del núcleo (Baxter y Tomkins

-95-



1970 y 1971; Rousseau y col., 1972 y Gehring y Tomkins, 1974).

Una vez la DXT ha llegado al núcleo se une al DNA y puede iniciar

la síntesis de DNA, RNA Y proteínas (Thompson, 1976), mediadores

de sus efectos biol6gicos.

Aunque sus mecanismos de acci6n no se conocen

totalmente, numerosos estudios indican que alguno de sus efectos

(antiinflamatorios) se debe a la inhibici6n de la formaci6n

de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (Flower y

Blac'kwell, 1976; Nijkamp y col., 1976 y Danon y Assouline 1978).

Este efecto de la DXT se debe a que el fármaco es capaz de

inducir la síntesis de una proteína no dializable e inhibidora de

la fosfolipasa (Blackwell y col., 1980; Hirata y col., 1980;

Blackwell y col., 1982) y por tanto, impide la liberaci6n y

degradaci6n de los fosfolípidos de membrana. Se ha observado que.

la DXT y otros glucocorticoides son capaces de inducir dicha

proteína anti-fosfolipasa en diferentes tipos de células como:

las células renales (Cloix y col., 1983), células del timo

(Gupta y col., 1984), leucocitos polimorfonucleares (Hirata y

col., 1980) y macr6fagos peritoneales (Blackwell y col., 1980 y

1982).

La inhibici6n de la síntesis de prostaglandinas por la

DXT contribuye a explicar su efecto antiinflamatorio, pero se ha

demostrado que la DXT puede ejercer este efecto al ser capaz de

inhibir otros mediadores de la inflamaci6n, como la colagenasa

(Wahl y Wahl, 1985). También se ha demostrado que la DXT inhibe

la fagocitosis en cultivos de macr6fagos peritoneales (Grasso y

col., 1981, 1982 y 1983). La supresi6n de esta función de los

macr6fagos es inhibida por los glucocorticoides esteroideos pero
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no por los antiinf1amatorios no esteroideos a concentraciones

farmaco16gicas. En estos experimentos, "in vitro", la respuesta

inhibitoria de la DXT es dosis dependiente y su efecto máximo

tiene lugar a concentraciones de 10-6M.

La DXT inhibe la fagocitosis, impide la estimu1aci6n

de los macr6fagos por microorganismos, adyuvantes, procesos

inflamatorios, etc.; esta acci6n frena la liberaci6n de la

inter1eukina 1 e impide sus efectos, que se recogen en la figura

2.4. Boudy y Bode1, (1971) han demostrado que la DXT puede

reducir la producci6n de Inter1eukina 1 (IL1), "in �itro e in

vivo", mientras que la indometacina s610 es capaz de inhibir la

1iberaci6n de prostag1andinas ocasionadas por la IL1.

La DXT también inhibe la divisi6n celular de los

macr6fagos aunque el mecanismo por el que se produce no se conoce.

Se cree que la supresi6n de la divisi6n de los macr6fagos y la

fagocitosis de levaduras pueda deberse a una disminuci6n en la

fluidez de la membrana de los macr6fagos, que es necesaria para

ambos procesos. Así, la proteína anti-flogística inducida por la

DXT inhibiría la uni6n de los fosfo1ípidos a las membranas 10

cual podría afectar su fluidez.
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2.2.- METODOS

2.2.1.- ESTUDIO COMPARATIVO DE DOS METODOS DE

AISLAMIENTO MICROSOMAL

Se han puesto a punto dos métodos para la separación de

la fracción microsomal, comparándose su sencillez, sensibilidad y

reproductibilidad inter e intraensayo. Estos dos métodos han

sido: el método de ultracentrifugación y el de precipitación de

los microsomas con cloruro de calcio (Fig 2.5.).

Este experimento se realizó con hígado de ratas

Sprague-Dawley, machos, de peso entre 200-250 g. Dichas ratas se

dividieron en dos grupos, uno control y otro tratado con CC14
(10 ml/Kg de una solución en aceite de oliva al 50 t, i.p). El

sacrificio se realizó 24 h después de un día de tratamiento.

Los hígados se lavaron y homogeneizaron con solución

amortiguadora

resultante se

de fosfatos 0.2 M, pH

centrifugó a 9.000 g

7.4. El homogeneizado

durante· 20 mino El

sobrenadante postmitocondrial se separó en dos alícuotas a partir

de las cuales se continuó el proceso de aislamiento de la

fracción microsomal.

2.2.1.1.- AISLAMIENTO POR ULTRACENTRIFUGACION.

Una alícuota de la fracción postmitocondrial se

centrifugó durante 60 min a 105.000 g con una ultracentrífuga

Beckman L5-65B, rotor Ty-40. Se recogió el precipitado microsomal

y se homogeneizó con solución amortiguadora de fosfatos 0.2 M, pH
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7.4 y 1.15 % de KCl, en la proporción de 1 ml de solución

amortiguadora por cada 0.25 g de higado inicial. Todo el proceso

se realizó a 4oC.

2.2.1.2.- AISLAMIENTO POR PRECIPITACION CON CLORURO DE

CALCIO.

Este método es original de Kamath y col. (1971) y

fué aplicado por Kupfer y Levin (1972) al aislamiento de la

fracción microsomal para el estudio del metabolismo de fármacos.

La fracción del sobrenadante postmitocondrial se

diluy6 1:6 con una solución de CaC12, MgCl2 y sacarosa hasta

llegar a la concentración final de 8 mM de CaCl2, 5mM de MgC12 y

12.5 mM de sacarosa. El conjunto se centrifugó a 10.000 g durante

15 min en una centrifuga refrigerada Beckman J-21. El precipitado

microsomal obtenido se resuspendi6 en las mismas condiciones que

en el método anterior.

El contenido de proteínas de las fracciones

microsomales obtenidas por ambos métodos de aislamiento se

determinó por el método de Lowry y col. (1951).

2.2.1.2.1.- Determinación de proteínas en la fracción

microsomal

Folin y Denis encontraron que un reactivo formado por

ácido fosfotúnsgtico y fosfomolibdico da un color azul en

presencia de sustancias con grupos fen6licos. Folin y Ciocalteau
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modificaron el reactivo al sustituir las sales sódicas por sales

de litio, que no producian turbidez. Lowry y col. (1951)

descubrieron que el pretratamiento de la solución de proteinas,

con una solución alcalina conteniendo cobre, incrementaba la

sensibilidad del reactivo. El color obtenido en la reacción

procede de la reducción del ácido fosfotúngstico y

fosfomolibdico a tunsgteno (azul) y molibdeno (azul), por acción

del complejo Cu-proteina sobre el triptófano y la tirosina de

las proteínas.

La pauta utilizada para la valoración de proteinas fué

la siguiente. Se toman 0.1 mI de la solución de proteinas

microsomales y se lleva hasta un volumen final de 2 mI con agua

destilada, se agita y se toman 0.3 mI de esta dilución a los que

se añaden 1.5 mI del reactivo B (100 mI de una solución al 2 % de

carbonato sódico en hidróxido sódico 0.1 N con 2 rol de una

solución de sulfato de cobre al 0.5 % y 2 mI de una solución de

tartrato sódico potásico al 1 %); se agita y deja reposar 10

mino Finalmente, se adicionan 0.15 mI de una solución al 50 % del

reactivo de Folin-Ciocalteau agitando de nuevo y preservando las

muestras de la luz durante 40 min, pasados los cuales, se lee la

absorbancia a 715 nm, en un colorimetro (Espectronic-l00).

Paralelamente, se realiza una curva estándar partiendo

de una solución de albúmina (1 mg/ml). De esta solución se

realizan diluciones sucesivas hasta obtener concentraciones

de 0.05, 0.1, 0.25, 0.375 y 0.5 mg de proteina/ml.

Los resultados se expresan en mg de proteina/ml de

solución microsomal.
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En la figura 2.6. se representa la curva media de

calibración obtenida a partir de 18 curvas diferentes, los

coeficientes de correlación han oscilado entre 0.9872 < r <

0.9999 (p ( 0.05).

Para valorar los dos métodos de aislamiento microsomal

se ha determinado la capacidad metabolizadora de fármacos del

citocromo P-450. Se escogieron las actividades aminopirina N­

demetilasa (AND) y anilina p-hidroxilasa (APH).

2.2.1.2.2 -.
- Valoración de la actividad aminopirina N­

demetilasa

El método se basa en la capacidad del citocromo P-450

en biotransformar, por demetilación, la 4-dimetilaminoantipirina

(1) a aminoantipirina (2) y formol (Figura 2.7.). La cantidad de

formol producido es proporcional a la actividad del citocromo y

se determina cuantificando el formol liberado durante la

oxidación del fármaco por el método de Nash (1953).

El medio de incubación se coloca en erlenmeyers de

25 ml de capacidad. Dichos medios consistian en

0.9 ml de solución amortiguadora de fosfatos 0.2 M, pH 7.4 •

y 1.15 % de cloruro potásico.

0.2 ml solución de cloruro de magnesio 0.3 M.

0.1 ml solución de semicarbazida 0.5 M.

0.2 ml solución de nicotinamida 0.5 M.
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0.3 mI solución de NADP 5 mM.

0.2 mI solución de glucosa-6-fosfato 0.15 M.

5 U.I. de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

3 mI de una suspensión de la fracción microsomal.

Se introdujo el medio de incubación en un baño termostatado a

o

37 e durante 5 min para conseguir la activación del sistema

generador de NADP, al actuar la deshidrogenasa sobre la glucosa-

6-fosfato. La reacción se inicia al añadir el sustrato, 0.1 mI de

aminopirina 0.1 M. Después de incubar las muestras durante 30

o

min a 37 e, la reacción se detiene por adición de 2 mI de sulfato

de zinc al 15 % y 2 mI de una solución saturada de hidróxido de

bario a cada muestra, con lo que precipitan las proteinas.

Se centrifuga durante 10 min a 1.000 g para separar

las proteinas precipitadas. Se recogen 5 mI del sobrenadante y

se añaden 2 mI del reactivo de Nash, recien preparado; después

de agitar se coloca en un baño termostatado donde se mantiene a

o

60 e durante 30 mino El color que aparece durante la incubación

se lee a 415 nm.

La absorbancia obtenida se compara con una curva

estándar interna realizada siguiendo el mismo proceso que con las

muestras problema pero sustituyendo los c9factores, a excepción

de la semicarbazida, por solución amortiguadora de fosfatos y

el sustrato por soluciones con 1.816, 0.908, 0.454, 0.227 y

0.1125 �M de formol. En la figura 2.8. se representa la curva de

calibración media obtenida a partir de 20 rectas diferentes. Los

coeficientes de correlación han oscilado entre 0.9852 < r <

0.�99? (p < 0.05).
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2.2.1.2.3.- Valoraci6n de la actividad anilina �

hidroxilasa

Esta medida de la actividad metabolizadora del

citocromo P-450 se basa en la determinaci6n de la cantidad de

anilina (sustrato de la reacci6n) que es metabolizada por la

fracci6n microsomal, previamente aislada, a p-aminofenol (fig.

2.9.). La cantidad de p-aminofenol se determina por el método de

Mathur y col. (1976).

Para esta determinaci6n el medio de incubaci6n, que se

dispuso en erlenmeyers de 25 mI, estaba formado por:

1 mI de soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.2 M, pH 7.4 •

0.3 mI de soluci6n de NADPH 5 mM •

0.2 mI soluci6n de glucosa-6-fosfato 0.1 M.

0.2 mI soluci6n de nicotinamida 0.5 M.

·0.2 mI soluci6n de cloruro de magnesio 0.3 M.

5 U.l. glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

3 mI suspensión de la fracci6n microsomal.

o

El conjunto se coloca en un baño termostatado a 37 e durante 5

min, para activar el sistema generador de NADP. La reacci6n se

inicia al añadir el sustrato, 0.1 mI de una soluci6n de anilina

0.1 M.

o

Después de incubar las muestras durante 30 min a 37 e,

la reacción se detiene al añadir 2 g de cloruro s6dico y 40 mI de

éter en cada muestra. Se agita fuertemente durante 10 min y se

separa la fase etérea, a la que se adicionan 6 mI de una solución

de o-cresol al 1 %, recién preparado. Se agita en embudo de'
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decantación y se elimina la fase etérea.

El color aparecido se valora con una lectura a 630 nm.

Se realizaron curvas de calibración interna y externa. La curva

de calibración externa consistia en adicionar 6 mI de una

solución de o-cresol a 5 mI de soluciones de concentraciones

crecientes de p-aminofenol.

La curva de calibración interna se realizó con las

mismas diluciones de p-aminofenol que en la curva externa, a las

que se añadió 3 mI de agua destilada en lugar de la solución

microsomal y 1.9 mI de solución amortiguadora de fosfatos en

lugar de los cofactores y se siguió una pauta paralela a la de

las muestras problema.

En la figura 2.9. se representa la curva de calibración

externa, media de cinco curvas distintas. Los coeficientes de

correlación oscilaron entre 0.9991 ( r ( 0.9999 (p ( 0.05). En la

figura 2.10. se representa la curva de calibración interna

media, obtenida a partir de diez curvas estándar diferentes. Los

coeficientes de correlación han oscilado entre 0.9942 < r (

0.9997 (p < 0.05).

2.2.1.3.- EFECTO DEL CALCIO SOBRE LAS ACTIVIDADES DEL

CITOCROMO P-45o...

Para valorar el posible efecto del calcio sobre las

actividades aminopirina N-demetilasa y anilina p-hidroxilasa

microsomales, se estudió la variación de dichas actividades al
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incubar microsomas aislados con concentraciones crecientes de

calcio (de O a 54 mM). La sal de calcio utilizada en este estudio

fue el cloruro de calcio.

2.2.2.- EVALUACION DEL EFECTO DE LAS CONDICIONES DE

CONSERVACION DEL HIGADO Q MICROSOMAS SOBRE LA

ACTIVIDAD DEL CITOCROMO P-450.

El experimento se realizó con el higado procedente de

ratas Sprague-Dawley, machos, de 200-250 g tratadas 24 h antes de

su sacrificio con CC14 (10 ml/kg de una solución en aceite de

de oliva al 50 %, i.p.) y ratas control.

Los animales se anestesiaron por inhalación con éter,

se desangraron por punción cardiaca directa y se practic6

hepatectomia. El higado una vez lavado con suero fisio16gico se

o

dividi6 en dos alicuotas. Una de ellas se conge16 a - 70 C

mientras el resto se homogeneiz6. En la fracci6nque

homogeneizada ais16 fracción microsomallase por

ultracentrifugaci6n. La fracci6n microsomal se dividi6, a su vez,

o

en dos partes; la primera se almacen6 a - 70 C cubierta de la

soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.2 M pH 7.4 y glicerol al

10 % . En la fracci6n restante se valoraron las actividades AND y

APH.

Las actividades enzimáticas de los microsomas no

congelados se compararon con las obtenidas al utilizar los

microsomas provenientes de la fracción microsomal o el higado
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o

conservado a -70 C.

2.2.3.- ESTUDIO DE LAS CINETICAS ENZIMATICAS DE LA AND

Y APH EN ANIMALES CONTROL X ARTRITICOS.

La artritis adyuvante se indujo en ratas Sprague-

Dawley, hembras, de pesos comprendidos entre 200-250 g, por

inyección subplantar en la extremidad posterior derecha de 0.5 mg

de Mycobacterium butyricum (Difco lab.,Detroit,MI), inactivado

por calor, en 0'.1 ml de vaselina liquida (dia O). A Los animales

control se les inyectó sólo vaselina. A los 21 dias de la

inducción de la artritis, las ratas con inflamación en las cuatro

extremidades se seleccionaron como animales artríticos.

Las ratas se anestesiaron con éter y los hígados se

o

extrajeron, lavaron y congelaron inmediatamente a -70 C hasta el

momento de ser analizados. Los hígados fueron homogeneizados con

una solución amortiguadora de fosfatos 0.2 M, pH 7.4 conteniendo

sacarosa 0.25 M Y HEPES 2.5 mM. La fracción microsomal se aisló

por el método de ultracentrifugación. El contenido proteico de la

fracción microsomal se determinó por el método de Lowry (1951)

usando albúmina bovina como estándar. Las actividades AND y APH

se valoraron en la fracción microsomal como se ha descrito

previamente. El rango de concentraciones de aminopirina

utilizadas en los experimentos fue de 0.275 a 35 mM y las

concentraciones de anilina de 0.07 a 60 mM. Todas las

o

valoraciones enzimáticas se llevaron a cabo a 37 C.
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2.2.4.- ALTERACIONES DE LOS NIVELES DE CITOCROMO P-450,

y SUS ACTIVIDADES AND Y APH EN RATAS POR EFECTO

DE MODIFICACIONES EN LA INGESTA DURANTE EL

DESARROLLO DE LA ARTRITIS.

Se han utilizado ratas Sprague-Dawley de ambos sexos,

de pesos comprendidos entre 170-240 g al inicio del experimento

(170-220 g las hembras y 205-275 g los machos). Se establecieron

tres lotes de animales cada uno de los cuales incluía un grupo

de ratas macho y otro de ratas hembras. El primer lote estaba

formado por animales control, con ingesta de comida "ad 1ibitum".

El segundo lote lo constituían animales artríticos, con ingesta

de comida "ad 1ibitum" � a los que se indujo la artritis con

M.butyricum como anteriormente se describió (apartado 2.2.3). En

este grupo y transcurridos 14 días, se seleccionaron los animales

que habían desarrollado artritis, considerándose como tales,

aquellos cuyo aumento de volumen de la extremidad contra1ateral

superaba el incremento medio de los animales control, más dos

desviaciones estándar. Por último, el tercer lote estaba

integrado por animales sanos sometidos a ingesta restringida, de

modo que recibían una cantidad de comida análoga a la ingerida

por los animales artríticos.

Los parámetros valorados fueron: ingesta de comida

(gramos de comida consumida por Kg de animal y día) y curva

ponderal (expresado en porcentaje de incremento). Asimismo, se

evaluó la inflamación de las extremidades, determinándose

pletismométricamente (Pletismómetro Ugo Basile, Milan, 30 mm �)
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el aumento del volumen (mI) de las extremidades posteriores.

El dia 21, después de anestesiar a los animales en

cámara de éter, se les extrajo muestras de sangre por punción

cardiaca a tórax abierto, se centrifugó y separó el suero (500 g

durante 10 min). Asimismo se practicó laparotomia se extrajo el

o

higado y se dividió en alicuotas que se mantuvieron a -70 e

hasta el momento de su utilización.

A partir de las muestras de suero se determinaron las

proteinas séricas totales mediante refractometria y se midió la

distribución relativa de las distintas frac�iones proteicas por

densitometria (Densitometer Digiscan 429, Atom), previa

electroforesis y tinción con Rojo Ponceau. Los grupos SH séricos

se determinaron inmediatamente después de la obtención del suero,

ya que se produce una disminución gradual si se conserva en

nevera durante dias o semanas antes de su determinación (Hall y

Gillan, 1979).

2.2.4.1.- Determinación de grupos SH séricos.

Para la determinación de grupos sulfidrilo se ha

utilizado el método de Beutler y col. (1963) modificado por

Pickup y Dixon (1980). Dicho método se basa en la reacción del

ácido 5,5'ditio-bis(2-nitrobenzoico) (DTNB), con los grupos

sulfidrilo presentes en el suero, dando lugar a un compuesto

coloreado (ácido 5-tio-2-nitrobenzoico, TNB), que puede ser

valorado espectrofotométricamente a 440 nm (Butler, 1969) (Fig.

2.11.) •
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La pauta seguida para la valoraci6n de los grupos SH

séricos fué la siguiente. A 1.25 mI del suero problema diluido

1:10 con soluci6n salina amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4,

se le adiciona 0.25 mI del reactivo DTNB disuelto en soluci6n

amortiguadora al 0.8 %, incubándose, a continuación, en baño

o

maria a 37 e durante 15 mino

La lectura se realiza espectrofotométricamente a 440 nm

frente a un blanco que contiene 1.25 mI del suero diluido 1:10

en soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4, se incuba

o

a 37 e durante 15 min • El espectrofotómetro utilizado ha sido un

Spectronic 100 Bausch & Lomb.

La curva estándar se realizó utilizando distintas

diluciones de una solución de glutation reducido al 0.01 %

(162.69 �moles/l) en soluci6n amortiguadora, tratadas de igual

forma que el problema. En la figura 2.12. se representa la curva

de calibraci6n media obtenida junto a la desviaci6n estándar,

que informa sobre su variabilidad. Los coeficientes de

correlación han oscilado entre 0.9951 ( r ( 0.9998 (p ( 0.05).

La concentraci6n de grupos sulfidrilo se ha expresado

en �moles de glutation/l suero.

El higado se homogeneiz6 y se ais16 la fracción

microsomal por ultracentrifugaci6n (El Defrawry y col. 1974). El

contenido de proteinas de dicha fracción se determin6 por el

método de Lowry (1951) (Ver apartado 2.1.1.). Las actividades AND

y APH de la fracción microsomal se determinaron por los métodos
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de Nash (1953) y Omura y Sato (1966), respectivamente (ver

apartado 2.1.1.). Los niveles de citocromo P-450 microsomal se

valoraron con la técnica desarrollada por Omura y Sato (1964).

2.2.4.2.- Valoraci6n � los niveles de citocromo

P-450 (Omura y Sato, 1964)

El método utilizado para la valoraci6n de los niveles

de citocromo P-450 fue el de Omura y Sato (1964), basado en la

determinaci6n espectrofotométrica del compuesto formado por la

uni6n del CO al citocromo P-450 reducido previamente.

Para valorar el citocromo P-450 se parte de una

suspensi6n microsomal con una concentraci6n proteica de 1 a 2 mg

de proteinas/ml. Se adicionan 3 mI de la suspensi6n microsomal a

cada cubeta del espectrofot6metro. Para reducir al citocromo P-

450 se añade a las cubetas unos pequeños cristales de ditionito

s6dico. Después de agitar, se hace circular una corriente de CO

por la cubeta problema durante 3 min El compuesto formado por

la uni6n del CO con el citocromo P-450 reducido posee una

absorbancia máxima a 450 nm.

Los resultados se expresaron como nmoles de citocromo

P-450/mg proteina microsomal, obtenidos al multiplicar la

absorbancia a 450 nm por el coeficiente de extinción 0.091 (Ryan

y col., 1975; Haugen y Coon, 1976).
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2.2.5.- ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA ARTRITIS Y DE LA

RESTRICCION DIETETICA SOBRE LOS PARAMETROS

BIOQUIMICOS SERICOS MARCADORES

HEPATOTOXICIDAD.

Se han utilizado ratas Sprague-Dawley, hembras, de

pesos comprendidos entre 180-240 g. Los animales se dividieron

en tres grupos: un grupo de ratas control, un grupo de ratas con

artritis ·inducida como se describe en el apartado 2.3. y

seleccionadas según los criterios enunciados en el apartado 2.4.,

y finalmente, un grupo de ratas sanas que ingerian la misma

cantidad de pienso que los animales artriticos. Se utilizaron

como control positivo de lesión hepática dos grupos de ratas, el

primero habia sido administrado con CC14 (10 mlkg de una solución

de CC14:aceite de oliva, 1:1, i.p.) 24 h antes del sacrificio de

los animales. Al segundo grupo se le había administrado alcohol

etilico junto con el agua de bebida (10 %) durante 15 dias antes

del sacrificio.

Se extrajeron muestras de sangre de los animales por

punción cardiaca a nivel del ápice según el método de Schermer

(1967). La sangre extraida se centrifugó durante 5 min (Microfuge

modo 54145) para la obtención del suero. El suero obtenido se

o

guardó en nevera, a 4 C, hasta la determinación de los

parámetros bioquimicos, realizada en un plazo máximo de 24 h.

Se efectuó un estudio de los parámetros bioquimicos

séricos haciendo especial hincapié en los indicadores de

la función hepática. Como signos de daño hepatocelular se
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valoraron los enzimas aspartato y alanina aminotransferasa y

fosfatasa alcalina. Además, se han determinado los niveles de

colesterol, triglicéridos y glucosa. Los métodos utilizados se

indican a continuación. La aspartato aminotransferasa se

determinó por el método del a-cetoglutarato (Bergmeyer y Horder,

1977) y se expresó como U.l./dl. La alanina aminotransferasa

también se determinó por el método de Bergmeyer y Horder (1980) y

se expresó en U.I./dl. La fosfatasa alcalina se valoró por el

método estándar optimizado de la "Deutsche Gesellschaft für

Klinische Chemie" y se expresó como U.I./dl. Los niveles de

colesterol sérico se determinaron por el método de Siedel y col.

(1981) , expresándose en mg/dl suero. Los triglicéridos se

valoraron por hidrólisis enzimática y posterior determinación del

glicerol formado, según el método modificado por Waniefeig y

Bergmeyer (1974), expresándose los resultados en mg/dl.

Finalmente, los niveles de glucosa sérica se determinaron según

el método GOD-PAP (Trinder, 1969), expresándose los resultados en

mg/dl. Las determinaciones se realizaron con un multianalizador

HITACHI mod 705 (Fig. 2.13.).

2.2.6.- DETERMINACION DE LOS NIVELES HEPATICOS DE

GLUTATION EN ANIMALES SANOS. ARTRITICOS y CON

DIETA RESTRINGUIDA.

Se han utilizado ratas Sprague-Dawley, hembras, de

pesos comprendidos entre 180-240 g. Los animales se dividieron

en ratas control, ratas artriticas (inducidas como se describió

en el apartado 2.2.3. y seleccionadas según los criterios
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Figura 2.14.
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aplicados en el apartado 2.2.4) y finalmente, un grupo de ratas

sanas que ingerian la misma cantidad de pienso que los animales

artriticos (Fig. 2.14.).

En la valoración de los niveles de glutation hepático

se ha seguido el mismo método que el utilizado para valorar los

niveles de grupos SH séricos (apartado 2.4.). Para ello se parte

de 0.5-1.0 g de higado que se homogeneizan con 6 mI de solución

amortiguadora dé fosfatos 0.2 M, pH 7.4 (homogeneizador Andermann

& col. L.T.D., Londres). Para precipitar las proteinas, al

homogeneizado se le añaden 2 mI de una solución de ácido

tricloroacético (TCA) al 18 % y 5 mM de EDTA y se centrifuga a

3.000 g durante 15 min •

El sobrenadante obtenido se diluye hasta 10 mI con la

solución amortiguadora de fosfatos 0.2 M, pH 7.4 y una alicuota

de la dilución anterior se diluye, a su vez, posteriormente, con

la misma solución amortiguadora (dilución 1:10). En esta última

dilución es en la que se determinan los grupos sulfidrilo no

proteicos, por adición de una solución acuosa de DTNB 2 mM (5:1).
o

Se incuba durante 30 min a 37 C en baño maría y finalmente, se

determina la absorbancia del color aparecido a 440 nm.

Paralelamente, se realiza una curva estándar, a partir de una

solución madre de glutation reducido de 162.69 �M, por diluciones

1:2 hasta obtener un total de seis concentraciones. Los valores

medios obtenidos en las diferentes curvas estándar se representan

en la flgura 2.15 •.
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2.2.7.- LIPIDOPEROXIDACION HEPATICA.

La lipidoperoxidaci6n (LP) puede valorarse

cuantificando el malondialdehido (MDA) producido por degradación

de los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA). Para ello se utiliza

el método de Beuge y Aust (1978), que consiste en hacer

reaccionar el MDA con ácido tiobarbitúrico y valorar

espectrofotométricamente a

producido (Fig. 2.16).

532 nm el compuesto coloreado

2.2.7.1.- PUESTA A PUNTO DE LA VALORACION DE LA

LIPIDOPEROXIDACION HEPATICA.

Para poder cuantificar la LP, "in vitro", en la

fracci6n postmitocondrial (fracci6n microsomal y fracción

soluble) hace falta reproducir las condiciones fisio16gicas del

tejido vivo; para ello es preciso adicionar al medio de

incubaci6n los cofactores de la lipidoperoxidaci6n.

Con esta finalidad se valor6 la eficacia de distintos

activadores:

FeC13 (0.1, 0.5 y 10 mM) con y sin ADP , mML

Fe(PO'}2 1 mM y citrato s6dico , mM.

MgC12 10 mM y NADP 0.25 mM.

Para poner a punto el método fue necesario disponer de

un control positivo, es decir, una fracción postmitocondrial

procedente de animales tratados con un t6xico hepático (Cel,)
capaz de activar la lipidoperoxidaci6n.
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El pretratamiento encon CCl4 consisti6

administraci6n i.p. de una soluci6n de CCl4/aceite de oliva (1:1)

a raz6n de 10 ml/Kg de peso. Los animales control recibieron

análogo volumen del excipiente. Transcurridas 24 h

sacrificaron las ratas y se prepar6 la fracción postmitocondrial.

Para ello se toma aproximadamente 1 g de higado, que se

homogeneizan con 6 mI de soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.2 M

a pH 7.4. El homogeneizado se centrifuga a 10.000 g durante 15

mino Se recoge el sobrenadante, que se utiliza directamente para

·las determinaciones de lipidoperoxidación. Todo el proceso se

o

realiza entre O y 4 C.

A la fracci6n postmitocondrial mI)(0.5

le adicionaron 0.5 mI de cada uno de los activadores y solución

amortiguadora de fosfatos 0.2 M, pH 7.4 hasta un volumen final

o

de 2 mI. La incubación se realiza a una temperatura de 37 C y en

baño maria, a distintos tiempos: 10, 15, 20, 30 y 45 min , para

poder valorar la evolución del proceso.

El MDA formado durante la incubación se valora mediante

reacción con una solución de TBA en TCA al 5 %. La proporción

entre el medio de incubaci6n y la soluci6n de TBA fue de 1:10.

Se ensayaron distintas concentraciones de la solución

de TBA (0.1875 %, 0.375 %, 0.750 % y 1.5 %), asi como distintos

pH de la misma soluci6n (0.75, 1.0, 1.25, 1.5, 1.75, 2.0 y 2.25)

con el fin de conseguir las condiciones de máxima sensibilidad

del método.

Una vez añadida la soluci6n de TBA, se incuba

o

nuevamente a 100 C. Asimismo se ensayaron distintos tiempos de

incubaci6n: 15, 30, 45, 60, 75 y 90 min, para poder precisar el

la

se

se
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tiempo minimo necesario a partir del cual ya no se produce un

aumento de absorbancia.

Las condiciones para la valoraci6n de

lipidoperoxidaci6n hepática que resultaron 6ptimas para mejorar

la sensibilidad del método fueron las siguientes: De los

diferentes cofactores de la LP utilizados, los que permitieron

obtener una mayor diferencia entre la LP hepática entre ratas

control y tratadas fueron el FeC13 s610con ADP.

concentraciones de FeC13 de 0.5 y 1 mM se obtuvieron diferencias

significativas a los 30 min de incubaci6n (fig. 2.17. ). La

concentraci6n final usada de FeC13 fué de 0.5 mM y de ADP 4 mM.

El tiempo de incubaci6n de la fracci6n postmitocondrial

con FeC13 0.5 mM y ADP 4 mM se estableció en 15 min (fig. 2.18.),

ya que fué a este tiempo cuando se observ6 una mayor formaci6n de

MDA, tanto en las muestras procedentes de animales control como

de animales tratados, existiendo diferencia significativa entre

ambos grupos. La formaci6n de MDA disminuy6 cuando el tiempo

de incubación fué superior a 15 min: esta reducci6n

particularmente importante en los animales tratados. A los

45 min, los niveles de MDA formados fueron muy bajos y

prácticamente, no hubo diferencia entre los valores de las ratas

control y tratadas.

A concentraciones de TBA superiores a 0.375 % (0.75 y

1.5 %) se produjo turbidez en la soluci6n de TBA que interfiri6

la lectura espectrofotométrica. Asi pues y aunque la absorbancia

fué similar, es aconsejable emplear soluciones de concentraciones

iguales o inferiores a 0�375 % (fig. 2.19.).

la

a

fué
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Respecto al pH de la soluci6n de TBA, en las curvas

estándar se observ6 una disminuci6n progresiva de la absorbancia

cuando el pH fue superior a 1-2. A partir de pH 4 no

hubo diferencias importantes en la absorbancia de las distintas

concentraciones de MDA (fig. 34). Teniendo en cuenta que entre el

pH 1 Y 1.5 la absorbancia de la curva estándar, prácticamente, no

vari6 y que la máxima diferencia de absorbancia entre los

animales control y tratados se observó a pH 1.5 se consideró

este pH como el más id6neo para la soluci6n de TBA.

Finalmente, se apreció un incremento de la absorbancia

al aumentar el tiempo de incubación con la solución de TBA al

0.375 %. La absorbancia fué máxima a los 60 min, manteniéndose

constante, al menos, hasta los 90 min, tiempo máximo de

incubación ensayado. Asi pues, el tiempo minimo de incubación a

o

100 e, con el que se consiguen resultados adecuados, fue de 60

min (fig. 2.20.).
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2.2.8.- VALORACION DE LOS NIVELES DE COBRE Y ZINC EN

HIGADO. RELACION CON LOS NIVELES SERICOS DE

COBRE Y ZINC.

El estudio de las modificaciones de los niveles de

cobre y zinc inducidas por el proceso artritico se ha llevado a

cabo en ratas hembras de pesos comprendidos entre 180-220 g, con

artritis adyuvante. La artritis se indujo según la pauta descrita

en el apartado 2.2.3. La medida del grado de inflamación y el

criterio de selección de los animales que habían desarrollado

artritis se han indicado en el apartado 2.2.4. (Fig. 2.21.).

2.2.8.1.- METODO PARA LA VALORACION DE COBRE Y ZINC EN

HIGADO.

Para la determinación de cobre y zinc en higado se

eligió el método de espectroscopia de absorción atómica por

tratarse de una técnica sensible y precisa.

Se utilizó una espectrofot6metro de absorción atómica,

modelo SP 1900 PYE UNICAM y las determinaciones se efectuaron en

el Servicio de Espectroscopia de la Universidad Central de

Barcelona.

La técnica espectroscópica de absorción atómica, se

basa en la medida de la absorción que presenta un plasma de

átomos libres de un elemento en su más bajo estado energético, al

ser atravesado por un haz de radiación monocromática emitida por

el mismo elemento que se pretende analizar. La concentración de
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metal en la muestra es proporcional a la absorción detectada

(Valls, 1979).

Para evitar la contaminación de las muestras biológicas

analizadas, el material utilizado para la recogida,

almacenamiento y tratamiento de dichas muestras fué sometido a un

proceso de lavado especial. El material de vidrio se mantuvo,

antes de ser utilizado, en úna solución de HN03 al 20 % .v/v

durante un periodo superior a las 24 h. Inmediatamente antes de

su empleo se lavó tres veces. con agua destilada y tres veces más

con agua destilada-desionizada. El material de plástico utilizado

se enjuagó, repetidamente, antes de su uso con la solución ácida

indicada y posteriormente, se lavó con agua destilada yagua

desionizada. Para el reciclado del material de vidrio, éste se

mantuvo un minimo de 12 h en la solución ácida y se sometió al

proceso de lavado descrito.

En la determinación de cobre y zinc, el material

biológico se sometió a un proceso en varias etapas constituidas

por la desecación, la maceración y la digestión de los higados.

Los hígados se descongelaron durante un período de 30

mino Posteriormente se pesó 1.5 g de higado en un erlenmeyer de

100 mI de capacidad previamente tarado. La desecación del

material biológico se realiza durante un período de 8 h a 110-

o

115 C. En el mismo erlenmeyer se añadien 5 mI de

concentrado y el higado desecado se mantiene en maceración una

o

noche a 60 C.

Antes de iniciar la digestión de la muestra en un baño

de arena, se añadieron 3 ml de ácido concentrado (90 %) en el
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mismo erlenmeyer. La temperatura de digestión aumenta

o

progresivamente hasta los 100 C. Aproximadamente 2 h después de

iniciar la calefacción se añadien 4 ml de ácido y la

o

temperatura se mantienen constante a 160 C. La digestión finaliza

cuando el digerido desprende humos blancos. El liquido resultante

debe ser de color amarillo, totalmente transparente.

La digestión se efectúa en una campana cerrada

extractora de humos. Durante todo el periodo de maceración y

digestión se tomaron todas las precauciones necesarias para

evitar pérdidas del material biológico.

Para el análisis de cobre todo el liquido resultante de

la digestión se lleva a 10 ml. La lectura de este metal se

realiza directamente en esta solución. Para el análisis del zinc

se efectúa una dilución 1:5 de la solución anterior con agua

destilada-desionizada.

En cada experimento se realizó una curva estándar de

cobre y otra de zinc, preparando distintas soluciones a partir de

una solución madre de cobre y de zinc, respectivamente.

Para preparar la solución madre de cobre se partió de

cobre del 98 % de riqueza (Ferosa), se pesa una cantidad de metal

en polvo, que se desengrasó con acetona. Posteriormente, se

pesaron 200 mg de cobre que se disolvieron en 10 mI de ácido

concentrado y 3 ml de agua destilada-desionizada. Tras la

disolución completa del metal, la solución resultante se enrasa a

1000 ml, teniendo la disolución final una concentración de 200

mg/l.

En el momento de preparar las soluciones patrón, se
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tomaron 5 mI de la solución madre y se enrasaron a 100 mI con

agua destilada-desionizada, siendo su concentración final de 10

mg de cobre/l. De esta solución se tomaron 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 y

1.4 mI que se enrasaron hasta 10 mI. Las concentraciones finales

de cobre fueron de 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 y 1.4 mg/l. Estas

soluciones fueron leídas directamente en el espectr9fotómetro de

absorción atómica.

Cada dia de lectura se realizó un blanco, compuesto de

0.1 mI de HN03 concentrado enrasado a 10 mI con agua destilada­

desionizada. La adición de ácido en el blanco pretende igualar la

acidez de esta solución a la de los problemas y las soluciones

patrón.

En la figura 2.22. se representa la curva estándar y el

estudio de las regresiones correspondientes a un dia de lectura.

La concentración de cobre en higado se obtiene por

extrapolación en la curva estándar y se expresa como �g de

cObre/g de tejido fresco.

Para la preparación de la curva patrón de zinc se

utilizó zinc granulado del 99 % de riqueza (Merck), cuyos

gránulos de este metal se sometieron a una disolución parcial

previa con ácido nitrico diluido, para eliminar asi el óxido que

pudiera existir en su superficie. Posteriormente, se pesaron 200

mg del metal que se disolvieron en 10 mI de ácido concentrado y

la solución resultante se enrasa hasta 1000 mI. La concentración

final de esta solución madre de zinc fué de 200 mg/l •. La

preparación de los puntos de trabajo y el blanco se elaboraron de

igual modo que para el cobre, siendo las concentraciones de las

soluciones finales de 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 y 1.4 mg/l.
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En la figura 2.23. se representa la curva estándar y el

estudio de las regresiones correspondientes a un dia de lectura.

Las concentraciones de zinc hepático se obtuvieron por

extrapolaci6n en la curva estándar y se expresaron como �g de

zinc/g de tejido fresco.

La lectura de las soluciones problema y las soluciones

patrón se efectuó en un espectrofotómetro de absorción atómica SP

1900 PYE UNICAM de doble haz. Las condiciones de trabajo. del

aparato para el análisis de cobre y zinc se resumen en la tabla

2.1.

Un tratamiento similar al llevado a cabo con el higado,

se realiz6 sobre muestras de sangre extraidas el dia 21, momento

de máxima inflamaci6n. Las condiciones de procesamiento de las

muestras y de lectura, son similares a las ya indicadas y los

resultados se expresan en �g de metal/g de sangre.
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2.2.8.2.- METODO PARA LA VALORACION DE COBRE Y ZINC EN

SUERO.

utilizó

Para la determinaci6n de cobre y zinc en suero se

una técnica de espectrometria de plasma acoplado por

inducción, asistido por ordenador.

El método analitico para la determinación de metales

mediante la técnica de la generación de un plasma acoplado por

inducción (ICP), se fundamenta en la observación del espectro

de emisión atómica del metal cuando éste es excitado térmicamente

. (Fassel y Kniseley, 1974).

La peculiaridad de esta técnica radica en el sistema de

atomización y excitación de la muestra que, básicamente, consiste

en la formación de un plasma de argón u otro gas noble, capaz de

excitar térmicamente la muestra sin las interferencias que

originan las llamas de combustión (Faires, 1983).

L-os plasmas, por definición, son gases en los que una

gran parte de sus átomos o moléculas se encuentran ionizados, de

forma que el plasma puede interaccionar fácilmente co� campos

magnéticos.

Para la generación del plasma, se hace circular flujo

de argón dentro de un cilindro de cuarzo rodeado por un serpentin

conectado a un generador de alta frecuencia. El argón �e somete a

una descarga eléctrica (cebado) que ioniza .el gas, fOl�ándose

espontáneamente el plasma (Fassel y Kniseley, 1974). Los iones y

los electrones desprendidos en la fase de cebado se someten a un

campo magnético variable, que los acelera, formando una corriente

de torbellino ("eddy current"). Estas particulas eléctricas
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encuentran una resistencia a su flujo, aumentando la temperatura

del gas y originando la ionizaci6n del arg6n que accede al

cilindro de cuarzo.

Con este sistema se consiguen temperaturas que oscilan

o

entre los 1000 y los 6000 K según la regi6n del plasma

(Fasse1,1979).

La muestra liquida en forma de aerosol, se inyecta

dentro del plasma mediante un flujo de arg6n que actua como

transportador. particulas de la muestra alcanzan unaLas

o

temperatura de aproximadamente 7000 K Y su permanencia dentro del

plasma es, aproxi�adamente, de 2 ms. De esta forma se consigue un

grado de atomizaci6n e ionizaci6n prácticamente total en un medio

quimicamente inerte (Fasse1, 1979).

Una vez que la muestra ha sido excitada y emite la

radiaci6n, se elige la banda de lectura del metal a cuantificar

(monocromador), se amplifica la señal (fotomultiplicador) y se

detecta.

Mediante un ordenador, que controla en cada instante

las condiciones de trabajo, se conoce la intensidad de la

radiaci6n y la concentraci6n del metal en la muestra previa

ca1ibraci6n.

-143-



Para la determinación del cobre y zinc en suero el

lavado del material empleado en el experimento se realizó de la

forma que se describió en el apartado 2.8.1.

El cobre y el zinc fueron analizados en una solución de

suero diluido 1:13 veces. Esta solución se leyó directamente en

el espectrofotómetro de emisión atómica (ICP).

La curva de calibración para el análisis de cobre y de

zinc séricos se efectuó como se describe en el apartado 2.8.1. En

este caso, a partir de la solución de concentración de 1 mg/l de

los metales, se tomaron 2.5, 5.0 y 10.0 ml que se llevaron hasta

50 ml. Las concentraciones de los puntos estándar fueron de 0.05,

0.1 y 0.2 mg/l para los dos metales. A estas soluciones, antes

de enrasar se les añadió 3.5 ml de una solución de NaCl.

Las curvas de calibración y el estudio de las

regresiones correspondientes a un dia de lectura para el cobre y

el zinc se representan en las figuras 2.24 y 2.25

respectivamente.

Las concentraciones de estos metales en el suero se

obtienen por interpolación en la curva de calibración y se

expresaron como �g de metal por ml de suero.
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Tabla 2.1. Condiciones utilizadas para la determinaci6n de cobre y

zinc por absorci6n at6mica (AAS).

Cobre Zinc

Longitud de onda 324.8 nm 213.9 nm

Rendija 0.1 mm 0.2 mm

Intensidad de la lámpara 4 mA 4 mA

Flujo de aire 5 l/min 5 l/min

Flujo de acetileno 0.8 l/min 0.9 l/min

Presi6n de acetileno 0.7 Kg/cm2 0.7 Kg/cm2

Tabla 2.2. Condiciones utilizadas para la determinaci6n de cobre y

zinc por plasma acoplado por inducci6n (ICP).

Longitud de onda para el Cobre 324.8 nm

Longitud de onda para el Zinc 213.9 nm

Flujo de plasma ("outer") 20 l/min

Flujo de arrastre ("inner") 0.3 l/min

Rendija de entrada 30 IJm

Rendija de salida 40 IJm

Red de difracci6n holográfica 3600 trazos/nm

Distancia focal 1 m

Generador de radiofrecuencia 1 Kw 277 MHz
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2.2.9.- EFECTO IN Y..I1..RQ DEL COBRE X. ZINC SOBRE LAS

ACTIVIDADES AND X. APH.

Para valorar el posible efecto del cobre y el zinc

sobre las actividades AND y APH microsomales, se estudió el

efecto de estos metales, sobre dichas actividades, al incubar la

fracci6n mícrosomal con concentraciones crecientes de cobre (l�M-

100 �M) o zinc (20 �M-350 �M). La sal de cobre utilizada fuá el

CUS04 y la sal de zinc utilizada fué el ZnS04. Se escogieron

estas sales por ser solubles en medio acuoso y por haberse

comprobado con anterioridad que el i6n sulfato apenas produce

modificaciones significativas en las actividades del cit.P-450.

2.2.10.- TRATAMIENTO ARTRITIS

ANTIINFLAMATORIOS.

Para estudiar la existencia o no de relaci6n entre el

proceso inflamatorio desarrollado durante la artritis adyuvante y

los cambios producidos en la capacidad metabolizadora de fármacos

se utilizaron dos fármacos antiinflamatorios de probada

actividad antiinflamatoria, como son la indometacina y la

dexametasona. El desarrollo del modelo de artritis adyuvante y la

selecci6n de los animales artriticos se realiz6 de acuerdo a lo

expuesto en los apartados 2.2.3. y 2.2.4., respectivamente.
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2.2.10.1.- TRATAMIENTO CURATIVO CON INDOMETACINA.

Se utilizaron ratas hembras de 190 a 250 g de peso, que

se distribuyeron en los siguientes lotes: un primer grupo de

animales control, administrados por vía oral con 10 ml/Kg/día de

una solución de carboximetilcelulosa 0.1 % Y Tween 80 al 0.1 %

(excipiente). El número total de animales fue de 24, distribuidos

en grupos de 8 animales. Un segundo grupo de animales artríticos,

a los que se administró por vía oral 10 ml/Kg/día del excipiente

al igual que con el lote anterior. El número de animales

utilizados fue de 30, distribuidos en lotes de 10 animales. Por

último, un lote de animales artríticos sometidos a tratamiento

farmacológico con indometacina, 1 mg/Kg/dia en un volumen

correspondiente a 10 mI/Kg. El número de animales empleados fue

de 30, distribuidos en grupos de 10 animales.

Los animales de los tres lotes se sacrificaron

semanalmente, los días 14, 21 y 28 después de la inducción. Se

determinó el peso del hígado y se tomaron muestras de sangre e

o

hígado que se conservaron a - 70 C hasta su posterior análisis.

Paralelamente, se intentó observar cual era el efecto

de la indometacina, "per se", sobre la síntesis de proteinas

plasmáticas y la actividad metabolizadora de fármacos ligada al

cit.P-450. Para ello se usaron ratas hembras de 100-190 g y 1.5

meses de edad que se distribuyeron de la siguiente forma:

Un lote de animales control, a los que se les

administró el excipiente (C.M.C. y Tween al 0.1 %) 10 ml/Kg/día.

Al lote de animales administrados con indometacina se les

administró el fármaco a razón de 1 mg/Kg/día en un volumen
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correspondiente a 10 mI/Kg. A los animales, previa anestesia con

éter, se les practic6 toracetemía, se separ6 el pericardio, y

extrajo sangre per punci6n cardíaca a nivel del ápice, según el

método, descrito per Schermer (1967) . Se ebtuvieron

apreximadamente 8 m1 de sangre, que fué rápidamente introducida

o

en tubes de plástico en baño a 37 C hasta la formaci6n completa

del coágulo,. Para la obtenci6n del suero, los tubes se

centrifugaron a 300 g durante 10 min (centrífuga Beckman medo TJ-

o

6). A1ícuetas del suero fueren congeladas a -70 C hasta su

análisis (Fig. 2.26.).

De les mismes animales se extrajo el hígado, se pesó y

o

conge16 inmediatamente a -70 C hasta su uso.

Como. parámetros de eve1uci6n clínica se determinaron la

curva penderal, la inflamaci6n local y sistémica y el peso de

6rganos.

2.2.10.1.1.- Inflamaci6n local y sistémica.

Des veces a la semana, mediante pletism6metro de

mercurio, se valeró el volumen de las extremidades pesterieres

ipsi y contra1ateral, según el métedo descrito per Specter y

Willoughby (1968).
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Figura 2.26.
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2.2.10.1.2.- Parámetros somatométricos.

Se siguió la evolución del peso corporal semanalmente.

Para la valoración se utilizó una balanza Sauter KM 1.000.

También se determinó el peso del higado con una balanza Sartorius

modo 1.212 MP <0.001-0.005).

2.2.10.1.3.- Proteinas séricas: proteinoarama.

Para la determinación de las proteínas séricas totales

y la cuantificación de sus diferentes fracciones se utilizó la

técnica mencionada en el apartado 2.2.4.

2.2.10.1.4.- Cuantificaciones de los niveles de arupos

SH.

Para la valoración de los niveles de grupos sulfidrilo

séricos en los animales control, artriticos y artriticos tratados

con indometacina, se siguió el mismo método anteriormente

descrito en el apartado 2.2.4.
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2.2.10.1.5.- Niveles de cit.P-450 y actividades AND y

APH.

Los niveles de cit.P-450 hepático se determinaron según

el método descrito en el apartado 2.2.4 •• La cuantificaci6n de las

actividades AND Y APH se realiz6 tal como se describe en el

apartado 2.2.1.2.
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2.2.10.2.- TRATAMIENTO CURATIVO CON DEXAMETASONA.

Se utilizaron ratas hembras (Interfauna Ibérica S.A.)

de 130-160 g de peso, que se distribuyeron en los siguientes

lotes: un grupo de animales control, administrados por vía oral

con 10 ml/kg/dia de u�a soluci6n de carboximetilcelulosa 0.1 % y

Tween 80 al 0.1 % (excipiente). Otro grupo estaba formado por de

animales artríticos (la inducci6n y selección se realizó como se

recoge en los apartados 2.2.3. y 2.2.4., respectivamente), a los

que se les administró por vía oral 10 ml/kg/dia del excipiente al

igual que el grupo control. Por último, un lote de animales

artríticos tratados farmaco16gicamente, a los que se les

administr6 dexametasona a la dosis de 0.3 mg/kg/día en un volumen

de 10 mI/kg. El tratamiento curativo con dexametasona se inició

el día 14 y se administr6 diariamente hasta el día 28

postinducci6n. El efecto de la Dxt sobre los parámetros

estudiados se valor6 en un grupo de ratas control a las que se

administr6 la Dxt.

El peso corporal y la inflamaci6n de las extremidades

se midi6 los días O, 3, 10, 14, 21, 24 y 28. El día 28, las ratas

se anestesiaron con éter y se extrajo una muestra de sangre por

punci6n cardíaca. Una vez separado el suero se valoraron los

niveles de grupos SH séricos por el método de Ellman (1959). El

hígado también se extrajo, se lav6 y pes6, antes de ser

o

congelado a - 70 C hasta su uso.

Posteriormente, el hígado fue homogeneizado según la

.

técnica ya descrita de ultracentrifugaci6n. El contenido en

proteínas de la fracción microsomal aislada, fué determinado por
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el método de Lowry y col. (1951). En la fracción microsomal se

valoraron los niveles de cit. P-450 de acuerdo al método de Omura

y Sato (1964). La actividad AND se determinó por el método de

Littert y col. (1975). La cantidad de formaldehido producido se

determinó por el método de Nash (1953). La actividad APH se midió

según la técnica de Imai y col. (1966) (Fig. 2.27.).

2.2.11.- EFECTO DEL � butyricum SOBRE EL METABOLISMO

MICROSOMAL HEPATICO EN EL RATON.

Se utilizaron ratones Swiss hembras de 22-25 g de peso.

En primer lugar se realizó un ensayo para determinar la

vía de administración óptima del � butyricum, con el fin de

obtener alteraciones del metabolismo de fármacos sin la

producción d e inflamación, como ocurre en la artritis adyuvante.

Para ello, se agruparon los animales en diferentes

lotes: A un grupo de ratones se les administró el � butyricum

por via i.p. a razón de 0.1 ml de una suspensión que contenia 5

mg de � butyricum en vaselina liquida. A otro grupo se le

administr6 la misma cantidad de � butyricum por vía subcutánea.

Estos dos lotes se compararon con un tercero, de animales

control. A los 7, 14, 21, 28 Y 35 dias de la administración se

valoró el tiempo de durmici6n de cada animal después de la

administraci6n de pentobarbital s6dico (60 mg/kg). De las dos

,

ensayadas eligió la vía 1. p •• Una inducida laVl.as se vez

•

alteraci6n en el metabolismo de fármacos se estudió el efecto de
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la administraci6n de indometacina (1 mg/kg/día) o dexametasona

como preventivo 7 días antes de la(0.3 mg/kg/día)

administraci6n del � butyricum) o como terapéutica ( se inicia

24 h después de administrarse el � butyricum) prolongándose

durante dos semanas posteriores al día de administraci6n del �

butyricum.

A los 14 días de la administraci6n del � butyricum, se

valor6 el efecto de la administraci6n profiláctica y terapéutica,

determinando el tiempo de durmici6n usando pentobarbital s6dico.

Posteriormente, se sacrific6 a los animales y se extrajo el

o

hígado que se conserv6 a -70 C. Una vez homogeneizado el hígado

se separ6 la fracci6n microsomal por el método de El Defrawry el

Masry y col. (1974). En la fracci6n microsomal se valoraron las

actividades AND y APH del cit. P-450 por los métodos de Nash

(1953) y Imai y col. (1966), respectivamente (Fig. 2.28.).
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Figura 2.28.
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2.2.12. CRITERIOS ESTADISTICOS APLICADOS.

2.2.12.1. INDICES DEL GRADO DE DISPERSION.

Como indices del grado de dispersión de los resultados

experimentales, se ha utilizado la desviaci6n estándar,

efectuando la correcci6n de Sherpard si el número de valores

observados era inferior a diez

De los valores medios obtenidos se han establecido sus

limites fiduciales, admitiendo un riesgo de error del 5 %, en

aquellas poblaciones de distribución normal. El cálculo de los

limites de confianza del valor medio observado se ha realizado en

funci6n del tamaño de la muestra: si N > 30, viene definido por

m ± tt .

Paralelamente se ha realizado el cálculo de los limites

para un sujeto, m ± 1.96 s, intérvalo que concierne a un

individuo y que permite detectar los estados pato16gicos.

2.2.12.2. CORRELACION y REGRESION

Se han efectuado estudios de la relación o dependencia

entre dos variables cuantitativas, basadas en 'el cálculo de un

indice "r" •
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2.2.12.3. PRUEBAS DE COMPARACION ENTRE DOS GRUPOS.

Para el análisis de la posible significación de la

diferencia entre dos medias es preciso que las distribuciones de

los conjuntos, de donde proceden las medias sean normales o

logaritmico-normales y' por otra, que ambos grupos tengan la misma

varianza. Debe considerarse, asimismo, cuando N ) 30, cuya

comparación se efectúa con la ayuda del valor tabulado' z, a

partir de la ecuación de la curva normal reducida para el valor

aceptado de a. Si N ) 30, el valor "t" de Student hallado,

teniendo en cuenta el riesgo consentido y los grados de libertad,

se compara con el valor de "t" tabulado según la ley de Student­

Fisher. En todos los casos el riesgo a aceptado ha sido igual a

0.05 •

Conviene puntualizar que si se observa una diferencia

significativa entre dos medias, aún cuando el número de casos sea

reducido, este dato tiene valor absoluto, de manera que, en otras

condiciones experimentales se podrá, como máximo, elevar al grado

de significación, pero nunca se observa una ausencia de

significación.
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2.2.12.4. CALCULO ESTADISTICa.

El cálculo estadístico se ha efectuado con la ayuda de

un programador ATAIO COMPUCORD 327 Scientist y un computador

TEKTRONIK 4051, provisto de "interactive digital plotter"

Tektronik 4662, "hard copy unit" Tektronik 4631 y salida impresa

de datos Tektronik 4641-1. Asimismo se ha utilizado un computador

SHARP MZ-80S, provisto de "floppy disk" Sharp MZ-80S y salida

impresa de datos Sharp MZ-80 p5 •
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3. RESULTADOS



3.1.- ESTUDIO COMPARATIVO DE DOS METODOS DE AISLAMIENTO

MICROSOMAL. METODO DE ULTRACENTRIFUGACION y

DE PRECIPITACION CON CALCIO.

En el grupo de animales control y tratados con CC14 el

contenido en proteínas de la fracción microsomal obtenido por el

método de agregación con calcio fué significativamente superior

al obtenido después de aplicar el método de aislamiento

microsomal con u1tracentrifugación. Así, se aislaron 11.51 ± 0.69

(media ± error estándar) y 16.68 ± 1.67 mg de proteína

microsomal/g de higado a partir de muestras de animales control,

utilizando el método de aislamiento con u1tracentrifugación o

agregación con Cá1cio, respectivamente. A partir de las muestras

de higado de ratas tratadas con CC14 los valores obtenidos fueron

11.04 ± 1.12 y 18.63 ± 1.22 mg proteína microsomal/g hígado,

respectivamente.

En la tabla 3.1. se recogen los valores de la actividad

AND de la fracción microsomal obtenida por ambos métodos dé

aislamiento. Los valores de la actividad AND fueron inferiores

cuando la fracción microsomal se aisló por agregación con calcio

respecto a los obtenidos en la fracción microsomal aislada por

ultracentrifugación. Estos resultados se obtuvieron tanto en

ratas control como en las tratadas con CC14, siendo la actividad

AND de los microsomas aislados por agregación con calcio,

inferior un 28.6 % y 24.1 %, respectivamente.

En el caso de la actividad APH, los valores obtenidos

en la fracción microsomal aislada por agregación con calcio
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Tabla 3.1. Efecto de los diferentes métodos de aislamiento microsomal sobre las actividades
AND y APH.

*
AND

*
APH

Ultracentrifugación Agregación-Ca Ultracentrifugación Agregación-Ca

Control 208.9 ± 13.8 149.2 ± 18.6 20.7 ± 0·.4 19.5 ± 1.3

CC14 79.2 ± 16.2 60.1
*

± 13.6
*

4.1 ± 0.3 3.5 ± 0.3*

Cada valor es la media ± S.E.M. de 4-6 determinaciones.
a) nmoles HCHO/30 min incubación/mg proteína microsomal.
b) �moles p-aminofenol/30 min incubación/mg proteína microsomal.
* p ( 0.01 con respecto al grupo control.



fueron inferiores a los obtenidos en la fracción aislada por

ultracentrifugación. Esta diferencia fué de 5.79 % en el caso de

las ratas control y de 14.6 % en el grupo de animales tratados

con CC14, en ambos casos las diferencias no fueron

significativas.

El tratamiento con CC14 produce alteraciones del

citocromo P-450 qUe se traducen en una disminución de la

actividad APH, del mismo orden: 62.1 % por ultracentrifugación y

59.7 % por agtegación con c�lcio. La tabla 3.1. muestra también

que la disminución de la actividad APH después de la

administración de CC14 es similar al utilizar los diferentes

métodos de aislamiento microsomal. Asi, se produce una

disminución del 80.2 % en la actividad APH en los microsomas

obtenidos por ultracentrifugaci6n, mientras que la disminución de

la actividad APH fué de 82.1 % cuando se valor6 en microsomas

obtenidos por precipitación con CaCl2.

3.2.- EFECTO DEL caClá, "IN VITRO" SOBRE LAS ACTIVIDADES

hlill y APH.

En microsomas obtenidos por el método de

ultracentrifugación, la adición a los medios de incubación de

concentraciones crecientes de CaC12, induce un� disminución,

dosis dependiente, de la actividad APH a concentraciones

superiores a 6.7 mM .

mM causan una

Concentraciones de CaC12 superiores a 26.8

depresión de la actividad enzimática

estadisticamente significativa (fig. 3.1.). Por el

-165-



16

1J I L l::::
3C
=
r-«

�
-o

12
.

- ,...

::¡¡¡ 31:
:¡¡

= =
..,.,

...... ......

:-. =-=

� 125
=

1 c:
"'- 31:
C!)

. <::>

=e ..",
;o

= =
=

8
.......

c.:> -

= .......
=

v.o
3C.......

__.. ¡¡;:= * *:::E
,." 75 •

6

4

2J L
o 6.7 13.4 26.8 53.6

CONC. (mM)

Figura 3.1. Efecto "in vitro" de concentraciones crecientes
de Cael sobre la actividad ANO (�) y APH
(. ).caaa valor representa la media ± S.D. de 4
experimentos. * p < 0.05 y ** p < 0.01 respecto
al control (test t-Student).



contrario, la adición a los medios de incubación de CaC12 a

concentraciones que fueron de 6.7 mM a 53.6 mM no produjo

variaciones en la actividad AND.

3.3.- VALORACION DEL EFECTO DE LAS CONDICIONES DE

ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS SOBRE LAS

ACTIVIDADES DEL CIT.P-450.

En la tabla 3.2. se resumen los valores obtenidos al

estudiar el efecto de diferentes métodos de almacenamiento de la

fracción microsomal sobre las actividades del cit.P-450, AND y

APH. La actividad AND valorada en microsomas que se habian

mantenido
o

a - 70 C durante un período máximo de 1 mes, fué muy

semejante a la obtenida en microsomas aislados inmediatamente

después del sacrificio. Cuando se mantuvieron porciones de higado

congelado durante un tiempo análogo, la actividad AND se redujo

un 21.25 %. De forma análoga la actividad APH se reducia en un

10 % en microsomas mantenidos congelados durante un perlodo

máximo de un mes, mientras que la reducción era superior cuando

se procesaron las muestras de higado congeladas. Ambas

reducciones no fueron estadisticamente significativas.

La administración de CCl4 produce una disminución de

las actividades AND y APH. Esta disminución fué del mismo orden

independientemente de la forma de conservar la fracción

microsomal. Asi, la disminución de la actividad AND oscil6 entre

el 49.33 % Y el 62.08 %, mientras que la pérdida de actividad APH

vari6 entre un 73.91 % Y un 80.67 % .
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Tabla 3.2. Efecto de las condiciones de conservación sobre las actividades AND y APH.

Aminopirina N-demetilasaa Anilina p-hidroxilasaa
Control CCl4 Control CCl4

Muestra sin conservar
:le :le

208.9 ± 13.8 79.2 ± 16.2 20.7 ± 0.4 4.0 ± 0.3

,
o :le *

Mlcrosomas a -70 C 232.5 ± 10.7 117.8 ± 6.9 18.4 ± 0.9 4.8 ± 0.2

o :le :le

Higado a -70 C 164.5 ± 15.5 82.2 ± 8.6 13.8 ± 0.6 3.5 ± 1.1

Cada valor representa la media ± S.E.M. de 4-6 experimentos.
a) nmoles HCHO/30 min incubación/mg proteína microsomal.
b) �moles p-aminofenol/30 min incubación/mg proteína microsomal.
* p < 0.001 con respecto al control.



3.4.- ESTUDIO DE. LAS CINETICAS ENZIMATICAS DE LAS

ACTIVIDADES AND X APH DE RATAS CONTROL X

ARTRITICAS.

Se han estudiado las variaciones en las cinéticas de

metabolizaci6n de sustratos tipo 1 y 11 por el citocromo P-450,

en ratas a las que se indujo la artritis adyuvante. Las

representaciones de Lineweaver-Burk de las cinéticas de

metabolizaci6n de la aminopirina y la anilina se recogen en las

figuras 3.2. y 3.3., respectivamente.

Los valores de la Vmax de la actividad AND se expresan

como nmoles HCHO/mg p'roteina/10 min incubaci6n, mientras que la

actividad APH se expresa como �moles p-aminofenol/mg proteina

microsomal/10 min incubaci6n. Como se puede observar se produce

una reducci6n significativa de la Vmax en ambas actividades

enzimáticas en los animales artriticos con respecto a los

controles.

Los valores obtenidos de Km para la actividad AND

fueron de 804 �M Y de 452 �M para animales control y artriticos,

respectivamente. Los valores de Km para la actividad APH fueron

de 406.5 �M para ratas control y 421.9 �M para ratas artriticas.

No hubo diferencia significativa en la Km de la actividad APH

entre ambos grupos de animales, pero si se apreci6 una reducci6n

significativa de la Km de la actividad AND en las ratas

artriticas.
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3.5.- ANALISIS DE LOS EFECTOS DE LA ARTRITIS SOBRE LOS

NIVELES DE CIT.P-450, AND X APH EN ANIMALES

SANOS, ARTRITICOS X � INGESTA RESTRINGUIDA.

La patologia inducida en los animales artriticos se

caracteriza por una inflamación articular que se acompaña de la

reducción de los niveles de grupos SH séricos y alteraciones en

el perfil del proteinograma.

En la tabla 3.3. se muestra el grado de inflamación de

las articulaciones ipsilateral y contralateral (artritis primaria

y secundaria, respectivamente) el dia 21 después de la inducci6n.

La inflamación en la extremidad contralateral siempre fué más

marcada en las ratas hembra que en los machos. En la misma

tabla, se recogen los valores de los niveles de grupos sulfidri10

séricos que se encuentran reducidos en los animales artriticos en

un 39.4 % en las ratas macho y un 25.6 % en ratas hembra. Aunque

la cantidad de proteinas plasmáticas totales son similares en los

animales control y artriticos, existen modificaciones

caracteristicas

cambios en las

de la patología artritica que se evidencian por

3.4.b). Asi, la albúmina se encuentra

proteinograma

reducida un

(fig.

33.9 %

diferentes fracciones del

(machos) y un 47.6 % (hembras), las a-1 y a-2-g10bulinas

aumentadas un 45.8 % Y 68.9 % (machos) y 70.1 % Y 260.1 %

(hembras), respectivamente. Y las � globu1inas se encuentran

aumentadas un 52.2 % (machos) y un 58.3 % (hembras). No se

aprecian cambios en los niveles de T globu1inas en los animales

artríticos.

En los animales control que ingirieron una dieta

. -172-



Tabla 3.3. Incremento del volumen de las extremidades ipsi1ateral (1) y contra1atera1 (2) y niveles

grupos SH séricos.

TRATAMIENTO SEXO
INFLAMACION DE LAS EXTREMIDADES (mI)

(1) (2)
NIVELES-SH

(�mo1es glutation)

CONTROL M 0.92 ± 0.02a 0.66 ± 0.07 327.01 ± 6.71

H 0.38 ± 0.03 0.13 ± 0.07 373.78 ± l1.58T

* * *
ARTRITIS M 4.60 ± 0.24 1.22 ± 0.34 243.78 ± 8.63

* * *
H 4.75 ± 0.17 2.26 ± 0.50 226.03 ± 10.71

CONTROL INGESTA RED. M - - 341.35 ± 10.80

H - - 378.15 ± 5.04

a) todos los resultados se expresan como media ± S.E.M. de 8 animales
* p ( 0.001 en relación al grupo control.
T p ( 0.05 entre ambos sexos.



similar a la de los animales artríticos no se apreció ningun

cambio significativo en ninguno de los parámetros anteriormente

indicados.

En los animales artríticos se aprecia una reducci6n en

el porcentaje de aumento de peso y un menor consumo de comida

(27.2 % en machos y 25.1 % en hembras), respecto a los animales

control. La evolución de ambos parámetros se recoge en la fig

3.4.

Se ha observado que existe corre1aci6n entre el

incremento de peso corporal y la ingesta de comida (r = 0.727,

p ( 0.001), durante todo el período estudiado.

El metabolismo microsoma1 hepático en las ratas

artríticas sufre notables alteraciones en la capacidad

metabolizadora de fármacos. Así, se observa una disminución en la

actividad AND del 60 % en ratas machos y del 29 % en animales

hembras, respectivamente. De manera análoga, la actividad APH se

-halla reducida en un 34 % y 39 % en los animales machos y

hembras, respectivamente. Los niveles de cit. P-450 se escuentran

disminuidos en un 35 % en las ratas artríticas macho y un 28 % en

las ratas artríticas hembra (tabla 3.4.).

En los animales sometidos a ingesta restringida, no se

han detectado cambios en la actividad microsomal hepática (tabla

3.4.).
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Tabla 3.4. Efecto de la artritis adyuvante y la restricción en la ingesta sobre las

actividades enzimáticas metabolizadoras de fármacos.

Tratamiento sexo Peso higado (\) ANDa APHb Cit.P-450c

M 3.31 ± 0.06 140.24 ± 14.00 5.95 ± 0.94 0.43 ± 0.03
Control

H 3.66 ± 0.05 85.14 ± 4.48Si1 8.73 ± 0.47Si1 0.36 ± 0.04

* *-
M 3.25 ± 0.11 54.79 ± 9.74 3.35 ± 0.42 0.28 ± 0.01

Artritis
*- *-

H 3.82 ± 0.13 66.48 ± 3.76 5.27 ± 0.16 0.26 ± 0.02

1i 3.32 ± 0.11 122.49 ± 9.49 5.78 ± 0.73 0.54 ± 0.09
Ingesta-Reduc.

3.18 ± 0.051H 98.43 ± 6.77 7.97 ± 0.39 0.33 ± 0.39

Todos los resultados se expresan como media ± S.E.M. de 6-8 animales.
a) nmoles HCHO/mg proteína microsomal/30 mino
b) �moles p-aminofenol/mg proteína microsomal/30 mino
* p ( 0.05 respecto al grupo control.
Sil p < 0.05 entre ambos sexos.

1 p ( 0.001 entre el grupo control y animales sanos con ingesta reducida.



3.6.- ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA ARTRITIS Y DE LA

RESTRICCION DIETETICA SOBRE LOS PARAMETROS

BIOQUIMICOS

HEPATOTOXICIDAD.

SERICOS MARCADORES

En la tabla 3.5. y 3.6. se indican los valores medios e

índices de dispersión de algunos parámetros bioquímicos séricos

indicadores de lesi6n hepática. De todos los resultados obtenidos

cabe destacar que las ratas artríticas sufren una disminución

estadísticamente significativa de la ALT (alanina­

aminotransferasa) y un aumento de la ALP (fosfatasa alcalina),

tanto respecto al grupo control como al control ingesta.

Asimismo, en los animales artríticos se observa una disminuci6n

significativa de los triglicéridos séricos, respecto al grupo

control ingesta.

3.7.- DETERMINACION DE LOS NIVELES DE GLUTATION y LA

LIPIDOPEROXIDACION HEPATICA EN RATAS ARTRITICAS y

CON INGESTA RESTRINGIDA.

En la fig 3.5. se indica el consumo de comida en cada

lote de animales, expresado en g pienso/kg rata/día. El consumo

de pienso de los animales artríticos fué menor que el de los

animales control. La reducci6n en la ingesta fué más acusada los

primeros días después de la inducción de la artritis (del día O

al 4 del experimento) (45 %, respecto a la ingesta

durante el período de aparici6n de los signos de

control) y

la artritis
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TABLA 3.5. Parametros bioquimicos séricos.

GRUPO n TGL COL GLU

Control 12 88.88 ± 6.65 78.72 ± 3.76 148.89 ± 9.14

Control
ingesta 8 103.00 ± 6.65 75.00 ± 3.75 145.00 ± 4.92

Artritis 8 72.00 ± 11.69 78.83 ± 6.80 133.17 ± 6.80

Etanol 10 85.91 ± 11.37 75.24 ± 4.53 174.27 ± 7.99

CCl4 4 117.00 ± 12.74*; 94.66 ± 8.37 132.67 ± 8.37

Los resultados se expresa por la media ± S.E.M.
TGL = trigliceridos (mg/dl)¡ COL = colesterol (mg/dl) y GLU = glucosa
(mg/dl).
* p < 0.01 respecto al grupo control. _ p ( 0.01 respecto al grupo
control ingesta.



TABLA 3.6. Parámetros bioquimicos séricos.

GRUPO n ALT AST ALP

Control 12 48.4 ± 1.6 94.7 ± 3.6 165.0 ± 19.1

Control
ingesta 8 44.4 ± 2.1 80.9 ± 8.3 225.0 ± 28.3

Artritis 8 30.1 ± 1. 3 *!6 83.4 ± 5.0 400.4 ± 20.7*16

Etanol 10 62.3 ± 8.75 99.5 ± 7.8 506.0 ± 40.6*16

CCl4 4 272.0 ± 71.28*16 707.7 ± 231.5*16 509.3 ± 132.0*16

_.

Los resultados se expresan como media ± S.E.M.
ALT = alanina aminotransferasa (U.I.l; AST ::: aspartato aminotranferasa
(U.I.l; ALP = fosfatasa alcalina (U.I.l.
* p ( 0.01, respecto al grupo control. siS p ( 0.01, respecto al grupo
control ingesta.
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sistémica (alrededor dia 14) (42 %, respecto valor control).

Como se puede observar en la fig 3.5., las ratas

control aumentan significativamente de peso durante el periodo

estudiado, mientras que en las ratas artriticas y las ratas

control con ingesta análoga a la de las ratas artriticas la curva

ponderal posee una pendiente de crecimiento notablemente inferior

a la de los animales control. La pérdida de peso de los animales

artriticos es paralela al agravamiento del estado patológico,

mientras que las ratas control con ingesta controlada

disminuyeron de peso de forma manifiesta en la primera fase del

experimento.

En la tabla 3.7. se recogen los valores del peso del

higado. Se observa que el peso del higado de los animales

artriticos es significativamente superior al de los animales

control sanos y controles con ingesta reducida.

En la fig 3.6. y tabla 3.7. se expresan los valores de

glutation hepático expresadoi como �moles GSH/g higado, asi como

las diferencias estadisticas existentes.

Tanto en los animales artriticos, como en el grupo de

animales con ingesta restringida, se observa una disminución

significativa de los niveles de GSH hepático.

En la fig 3.7. y tabla 3.7. se resumen los resultados

obtenidos al determinarse la lipidoperoxidación hepática en ratas

control, artriticas y artriticas con ingesta reducida. Los

valores se expresan como �moles de malondialdehido/mg proteina.

No se observaron diferencias significativas entre los diversos

lotes de animales.

Los niveles de cit.P-450 y sus actividades AND y APH se
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Tabla 3.7. Peso de higado y niveles de glutation y

lipidoperoxidaci6n en higado de ratas control,

artriticas y control con ingesta controlada.

Peso higadoa GSHb Lipidoper.c

Control 3.08 ± 0.09 6.05 ± 0.23 1.28 ± 0.10

Artritis **jIS!ZI3.99 ± 0.12 5.22 ±
*

0.20 1.15 ± 0.11

Control

Ingesta
2'.86 ± 0.05 5.12 ± 0.26 1.46 ± 0.18

a) % respecto al peso corporal.
b) �moles GSH!g de higado.
c) �moles MDA/mg proteína.
Los resultados se expresan como la media ± error estándar de 8-12
determinaciones. Comparación entre grupos (test t-Student) * p <

0.05 y ** p ( 0.01 respecto al grupo control; !ZI!ZI p ( 0.01

respecto al grupo control ingesta.



Tabla 3.8. Efectos de la artritis adyuvante sobre la actividad de los enzimas microsoma1es

hepáticos metabo1izadores de fármacos.

Grupo cit.P-450 ANDa APHb

Control 0.39 ± 0.03 120.47 ± 10.29 12.53 ± 0.75

Control ingesta 0.34 ± 0.07 131.96 ± 11.89 11. 78 ± 0.67

Artritis *�0.25 ± 0.02 22.66 ± 4.61*- *�7.07 ± 0.51

Los resultados se expresan como media ± S.E.M. de 8-12 animales.
a) nmo1es HCHO/mg proteína microsoma1/30 min incubación.
b) �mo1es p-aminofeno1/mg proteína microsomal/30 min incubación.
Para la comparación entre grupos se utilizó el t-test de Student, * p ( 0.01 respecto al grupo
control y � p < 0.01 respecto al grupo control ingesta.



recogen en la tabla 3.8 •• En las ratas artríticas se observa que

tanto los niveles de cit.P-450, como sus actividades disminuyen

significativamente respecto al grupo control y control ingesta.

No se ha observado relaci6n entre las alteraciones del

metabolismo hepático de fármacos que tiene lugar en los animales

artriticos y las modificaciones en los niveles de GSH o de la

lipidoperoxidaci6n hepática.

3.8.- VALORACION DE LOS NIVELES DE COBRE 1 ZINC EN

HIGADO. COMPARACION CON LOS NIVELES SERICOS DE

COBRE 1 ZINC.

En los animales control, se apreci6 una distribuci6n

gausiana de las concentraciones de Cu y Zn en suero e hígado. Los

valores basales de cobre en el suero de ratas control fueron de

1.58

IJg/ml

1.13

± 0.19 IJg/ml y los valores basales de zinc de 1.08 ± 0.08

(media ± S.D.). Las concentraciones en sangre fueron de

± 0.10 IJg Cu/g y 4.92 ± 0.27 IJg Zn/g (media ± S.D.). En

ratas control, las concentraciones en higado de ambos metales fue

de 4.81 ± 0.41 IJg Cu/g higado fresco y 32.63 ± 5.41 IJg Zn/g

higado fresco (media ± S.D.).

En la fiq 3.8. se representa la evolución de la

inflamación en las extremidades ipsi y contralateral.

Los animales artriticos sufren un incremento en la

concentración sérica de cobre. Este incremento se mantuvo durante

todo el periodo estudiado, siendo como media superior en un 80 %

-187-



a la concentración en los animales control (fig. 3.9.). Por el

contrario, los animales artriticos muestran una reducción media

durante todo el periodo estudiado en los niveles de zinc del 32 %

(fig 3.10.). El dia 21 de la inducción de la artritis, se escogió

para evaluar los niveles de cobre y zinc en sangre, por ser el

momento de máxima inflamación. Sólo los niveles de cobre

sufrieron un incremento significativo.

Las concentraciones hepáticas de cobre y zinc, en los

animales artriticos, aumentaron un 23 % Y un 26

respectivamente, con respecto a los valores control (figuras

3.12. y 3.13., respectivamente). Estas alteraciones únicamente se

mostraron significativas estadisticamente durante el periodo de

máxima inflamación (del dia 14 al 21 postinducción),

alcanzándose los valores basales a los 28 dias de la inducción.

Se observaron correlaciones entre la inflamación local

y sistémica y los cambios observados en las concentraciones de

ambos metales.

2.9.- EFECTO ."IN VITRO" DEL COBRE Y. ZINC SOBRE LAS

ACTIVIDADES AND Y. AFH.

El efecto del cobre y el zinc sobre las actividades AND

y APH de la fracción microsomal hepática se recoge en las figuras

3.14. y 3.15. , respectivamente. El grado de inhibición de la

actividad AND fué lineal a concentraciones crecientes de cobre

(1-100 �M) Y zinc (20-350 �M). La inhibición máxima alcanzada fué

del 40-50 % . En el caso de la actividad APH, las concentraciones

%,
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TABLA 3.9. Inhibición "in vitro" de las actividades AND y
APH, de la fracción microsomal hepática de ratas

control, con cobre y zinc.

Concentración de metal· requerida (�M)
para la inhibici6n de:

AND APH

25 % 50 % 25 % 50 %

COBRE 47 117 7.5 39

ZINC 226 498 166 302



crecientes de cobre y zinc produjeron una disminución lineal de

la actividad enzimática hasta llegar a la inhibici6n máxima del

60-70 % de la actividad basal. En la tabla 3.9. se recogen los

valores de las concentraciones de cobre y zinc que producen la

inhibición del 25 % y el 75 % de las actividades AND y APR.

2.10. TRATAMIENTO CURATIVO DE LA ARTRITIS ADYUVANTE.

EFECTO SOBRE EL METABOLISMO DE FARMACOS.

Con el fin de estudiar cuál seria el efecto de un

tratamiento anti-inflamatorio sobre las modificaciones del

metabolismo de fármacos en la artritis adyuvante, se ha escogido

a la indometacina como ejemplo de antiinflamatorio no esteroideo

y a la dexametasona como fármaco antiinflamatorio esteroideo.

2.10.1.- TRATAMIENTO CURATIVO DE LA ARTRITIS ADYUVANTE

CON INDOMETACINA.

El tratamiento curativo de ratas artriticas con

indometacina (1 mg/kg) durante dos semanas, reduce la respuesta

inflamatoria entre el 70 y 72 % en ambas extremidades.

El tratamiento de las ratas artriticas con indometacina

no restaura la pendiente de la curva ponderal, es decir, tanto

las ratas artriticas no sometidas a tratamiento como las tratadas

con indometacina, ganan menos peso que las ratas control durante

el periodo estudiado (fig. 3.16.). El desarrollo de la artritis

produce cambios en el porcentaje de algunas proteinas
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TABLA 3.10. Distribución de las proteínas séricas.

Proteínasa Albúminab a-1-qlobulinasb a-2-qlobulinasb �-qlobulinabs r-qlobulinasb
totales

Dia O
Control 6.05 ± 0.16 43.77 ± 1.57 17.31 ± 0.56 7.26 ± 0.58 17.39 ± 1.07 11.82 ± 0.54

Dia 14
Control 6.37 ± 0.17 45.13 ± 1.62".. 18.03 ± 0.59 7.64 ± 0.61

••
17.93 ± 1.10.* 12.31 ± 0.56

Artritis 5.93 ± 0.23 21.64 ± 0.67 18.69 ± 0.65 18.15 ± 2.51 29.55 ± 0.69 11.96 ± 0.69

Dia 21
Control 6.47 ± 0.14 46.84 ± 1.30

••
15.21 ± 1.09** 7.82 ± 0.59.* 17.57 ± 0.44".. 13.16 ± 1.14

Artritis 6.27 ± 0.31 24.60 ± 0.88 20.32 ± 1.27 18.67 ± 1. 76 25.78 ± 1.26 11.23 ± 0.61
Control-Indo. 5.94 ± 0.17 45.13. ± 1. 52".. 18.00 ± 0.67".. 13.48 ± 1.11".. 17.79 ± 1.85".. 22.20 ± 3.21
Artritis-Indo. 6.79 ± 0.18 28.98 ± 3.18 19.99 ± 1.09 14.97 ± 1.88 27.42 ± 1.34 11.49 ± 0.97

Dia 28
Control 6.48 ± 0.21 43.39 ± 1.57

..
17.11 ± 0.79".. 6.48 ± 0.88** 19.10 ± 0.59** 13 .06 ± 1. 24

Artritis 6.52 ± 0.13 23.94 ± 2.36 20.03 ± 0.35 18.53 ± 1.97 25.09 ± 0.68 11.91 ± 0.91
Control-Indo. 6.52 ± 0.16 46.84 ± 2.04 16.66 ± 0.73** 11.05 ± 1.04".. 17.49 ± 1.33** 24.76 ± 2.75
Artritis-Indo. 6.43 ± 0.15 34.58 ± 2.1116 23.69 ± 1.15 8.32 ± 0.52 16 25.51 ± 0.89 10.02 ± 0.70

Los valores de la tabla son medias ± S.E.M. de 8-10 experimentos.
* p ( 0.05 y ** p ( 0.01 respecto a los controles. 16 p ( 0.01, respecto a los animales artriticos sin tratar.

a) Las proteínas totales se expresan como g/dI.
b) Las fracciones de proteínas séricas se expresan como tanto por ciento respecto a las proteínas totales.



TABLA 3.11. Efecto de la terapéutica con indometacina sobre el
metabolismo de fármacos en ratas con artritis adyuvante.

Grupo Peso de higadoa ANDb APHC

Dia O
Control 2.83 ± 0.08 50.33 ± 4.80 13.30 ± 0.95

Dia 14
Control 2.89 ± 0.08 55.93 ± 5.32 14.78 ± 1.06
Artritis 3.05 ± 0.24 22.44 ± 2.57 ** 6.73 ± 0.16 **

Día 21
Control 3.15 ± 0.64 64.85 ± 4.16 13.44 ± 0.96
Artritis 4.10 ± 0.64 ** 27.73 ± 3.11 ** 5.61 ± 0.13 *"le

Control-Indo. 2.69 ± 0.10 57.46 ± 5.63 12.09 ± 0.86
Artritis-Indo. 4.28 ± 0.73 ** 25.13 ± 2.91 ** 4.72 ± 0.32 *"le

Dia 28
Control 3.10 ± 0.15 68.50 ± 3.87 17.94 ± 1.71
Artritis 3.92 ± 0.15 ** 36.71 ± 2.09 ** 5.98 ± 0.35 **

Control-Indo. 3.15 ± 0.21 63.03 ± 4.71 15.25 ± 1.45
Artritis-Indo. 3.68 ± 0.21 ** 41.23 ± 4.76 ** 3.07 ± 0.12 **

a) Cada valor es la media ± S.E.M. de 8-10 determinaciones, y se expresa como

tanto por ciento respecto al peso corporal.
b) Cada valor es la media ± S.E.M. de 6-8 determinaciones, y se expresa en

nmoles de formaldehido/ mg proteína microsomal/30 min incubación.
c) Cada valor es la media ± S.E.M. de 5-8 determinaciones, y se expresa en

�moles de p-aminofenol/mg proteína microsomal/30 min incubación.
* p < 0.05 y ** p < 0.01, respecto a los valores control.



plasmaticas,

Todas las

sin modificar el contenido total de las proteinas.

aumentan,

proporci6n

fracciones globulinicas, excepto las T globulinas,

particularmente las a-2-globulinas, mientras que la

de albúmina se reduce (tabla 3.10.). Se observa

correlaci6n entre los niveles de a-2-g10bulinas y la inflamación

de la extremidad contralateral (r=O.681, p<O.OOl, n=32).

La terapéutica con indometacina inhibe la reducción de

los niveles de albúmina (46.46 %) y el incremento de las a-2-

globulinas (136.49 %). Estos resultados demuestran que los

cambios

por la

en las fracciones de proteinas plasmaticas,

artritis, remiten al instaurar un

producidos

tratamiento

antiinflamatorio.

La artritis adyuvante, ademas de la inflamación y los

cambios en las fracciones de las proteinas plasmaticas, tiene un

efectos importantes sobre el sistema microsomal hepatico

metabolizador de farmacos, (actividades AND y APH), como se

observa en la tabla 3.11. • Se observa correlación entre la

disminución de la actividad AND y la inflamación en la extremidad

contralateral (r=O.775,· p<O.OOl, n=32).

La administración del adyuvante provoca el desarrollo

de la artritis a partir del 10-14 dia después de la inducción,

aunque la inflamaci6n en la extremidad administrada aparece

inmediatamente. Sin embargo, la modificaci6n de la actividad APH,

disminuy6 de forma significativa antes de que se desarrollase la

artritis adyuvante (tabla 3.12.).

El tratamiento con .indometacina no consigui6 atenuar,

de forma significativa, las modificaciones del metabolismo de

farmacos producidas por la inducción de la artritis (tabla
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TABLA 3.12. Actividad anilina p-hidroxi1asa durante la "fase primaria" de
la artritis.

APH (�mo1es p-aminofeno1/mg prot. microsmal/30 min)

Control Artritis

Dia O 9.66 ± 0.61
Dia

*

3 9.20 ± 0.58 5.48 ± 0.82**
Dia 6 9.93 ± 0.30 6.20 ± 0.55**
Día 9 9.42 ± 0.16 6.32 ± 0.44**
Dia 13 9.53 ± 0.75 4.86 ± 0.60

Cada valor es la media ± S.E.M. de 4-7 determinaciones.
* p < 0.05 Y ** p < 0.01, respecto a los valores control.



3.11.) •

La administración de indometacina a ratas control, a la

dosis de 1 mq/kg, durante dos semanas, no afect6 a los

porcentajes de proteinas plasmáticas ni a las

enzimáticas estudiadas.

actividades



3.10.2.- TRATAMIENTO CURATIVO DE LA ARTRITIS

DEXAMETASONA.

En el presente estudio el crecimiento corporal en los

animales artriticos fué menor que el de las ratas control. El

aumento de peso corporal de los animales artriticos tratados

con dexametasona fué menor que el de los animales artriticos no

tratados. La administración de dexametasona a ratas control

retrasa el crecimiento corporal.

La administración de � butyricum subp1antar, en

la pata derecha, produce una inflamación primaria inmediata. La

inflamación secundaria, que ocurre entre los dias 10-14 después

de la inducción de la artritis, se caracteriza por

inflamación de la extremidad contralatera1 que se puede extender

a las extremidades anteriores, hocico y cola. La fig 3.17.

muestra las variaciones en la inflamación de las extremidades

durante el periodo estudiado. El tratamiento con dexametasona,

entre los dias 14 y 28, reduce la inflamación en un 89.34 % Y un

100 extremidades y contralatera1es,ipsi% lasen

respectivamente.

La artritis adyuvante produce una disminución de los

grupos SH séricos del 35.40 %. El tratamiento con dexametasona,

durante dos semanas, restablece en un 60.0 % los niveles de

grupos SH séricos (fig. 3.18.). Hay correlación entre el efecto

terapéutico de la dexametasona sobre la inflamación y los grupos

SH séricos (p<O.OOl, n = 24).

La artritis adyuvante provoca alteraciones

significativas del sistema hepático metabolizador de fármacos

CON

una
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Tabla 3.13. Efecto de la dexametasona sobre las alteraciones del metabolismo de fármacos en la

artritis adyuvante.

Grupo Peso higadoa cit.P-450b ANDC APHd

Control 3.25 ± 0.02 0.37 ± 0.013 127.62 ± 9.31 12.55 ± 1.51

Control + Dxt 3.61 ± 0.02 0.38 ± 0.012 135.38 ± 11.31 11.35 ± 0.49

Artritis 3.97 ± 0.17
** ** **

0.26 ± 0.011 57.90 ± 5.46 6.60 ± 0.37

Artritis + Dxt
** ** *

4.77 ± 0.05 0.27 ± 0.005 74.06 ± 11.73 9.02 ± 2.21

a) % de peso respecto al peso corporal.
b) nmoles HCHO/mg proteína microsomal/30 min incubaci6n.
c) �moles p-aminofenol/mg proteína microsomal/30 min incubaci6n.
Cada valor representa la media ± S.D. de 5-8 determinaciones. Las comparaciones estadisticas entre

grupos se realizaron utilizando el test t de Student: * p ( 0.05 y ** p < 0.01 respecto al grupo
control.



(tabla 3.13.). Asi, los niveles de cit P-450 en los animales

artriticos fueron un 30.13 % inferiores a los observados en los

animales control (p<O.OOl). Las actividades enzimáticas del

cit.P-450 también fueron inferiores. Por efecto de la artritis

adyuvante, la actividad AND fuá un 54.6 % inferior, mientras que

la actividad APH se redujo en un 47.41 %, con respecto a los

valores control. La dexametasona no corrigió de forma

significativa las alteraciones en el metabolismo de fármacos en

los animales artriticos.

La administraci6n de dexametasona a ratas control no

produjo ninguna modificaci6n significativa sobre los niveles de

grupos SH séricos, o en las actividades enzimáticas

metabolizadoras de fármacos del cit. P-450 .

3.11.- EFECTO DEL M.Butyricum SOBRE EL METABOLISMO

MICROSOMAL HEPATICO DE RATON. EFECTO DE LA

ADMINISTRACION PROFILACTICA X TERAPEUTICA DE

INDOMETACINA X DEXAMETASONA.

La administraci6n de � butyricum en rat6n, por vía

subcutánea o intraperitoneal, provoca un aumento del tiempo de

durmici6n. Este efecto es máximo a los siete dias de la

administ�aci6n �or via i.p., mientras que tras la administraci6n

s.c. del � butyricum, el efecto máximo no se obtiene hasta

pasadas 4 semanas de la administración (fig 3.19.). El aumento

del tiempo de durmici6n se podria atribuir a la inhibici6n del
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Figura 3.18.

50

Grupos SR séricos en ratas control ( O ), ratas
control tratadas con dexametasona (�) ,

artriticas (. ) y artriticas tratadas
dexametasona (m). Las barras representan
media ± desviacón estándar de
determinaciones.
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metabolismo microsomal hepático del pentobarbital, de forma

análoga a 10 que ocurre durante la artritis adyuvante, pero sin

que se produzca inflamaci6n de las extremidades.

A los 7 dias de la administraci6n i.p. del ª butyricum,

se produce un aumento en el tiempo de durmici6n del 120 %

Paralelamente se observa una reducci6n del 43 % y 55 % en las

actividades AND Y APH,

escogió esta via de

proseguir el trabajo.

El pretratamiento de los ratones con indometacina (1

respectivamente (fig. 3.20.). Por ello se

administración del � butyricum para

mg/kg/dia) o dexametasona (0.3 mg/kg/dia) durante una semana

antes de la administración del � butyricum, evita, tanto el

aumento del tiempo de durmici6n, como la depresión de las

actividades AND y APH (fig. 3.20.y 3.21.).

Por el contrario, en los animales a los que se

administró el � butyricum y se inició su terapéutica a las 24

horas, con indometacina o dexametasona, a las mismas dosis que en

el la administraci6n profiláctica no se logra restaurar de forma

significativa, ni el tiempo de durmición ni las actividades

enzimáticas disminuidas.

-210-



:!: 300
JI:

C)
..,

1-
C)
ce
A..

ca
E

C)
=
c..:I
=

'" 200
.....
.....
C)

E
z

r/Jr/J

ADM.. PROFlLACTICA

Figura 3.21.

'fir/J

ANO

r/Jr/J

(Jr/J

-

E
C)
..,
-

1- 30
C)
ce
...

ca
E
-

_,
C)
:a:
.....
.....
C)
::lE

E
�

rL.
'"
.....
.....
C)

E
;;¡_

I;r/J

·Ijl:·
:::::::
:::::::
:::::::
j�j�¡�j
.:.:.:.

::::::::
.:.:.:-

i;r/J

**

ADM. PROFILACTlCA

**

TERAPEUTICA

Actividades AND Y APH en la fracci6n microsomal hepática de
ratones control ( O ), administrados con � butyricum ( � ) y
administrados con� butyricum y tratados con indometacina
(. ) o dexametasona (.). Las barras representan a la media ±
error estándar de 8-12 determinaciones. ** p < 0.01 respecto al
grupo control y � p < 0.05 y �� p < 0.01 respecto al grupo
administrado con � butyricum. (test t-Student).

¡ijii!j

TERAPEUTlCA

APH

O COKTROl

rn CONTROL +M.8.+

• M. B.+ INDO

m M.8. + OXT

r/J



z

E
--

z
o

Ü
lE
ce
:;)
1::1

W
el

o 200
a...
lE
Lú

¡::

100

**

1":-:':1
¡¡¡¡jj¡:

(J

INDOMETACINA

**

200

::=::::
ADM. PROfILACTICA

Figura 3.20.

TERAPEUTlCA

100

ADM. PROflLACTlCA

**

:::::::

IJi'/ii
II!!III

DEXAMETASONA

**

o CONTROL

[] CONTROL + M. 8.

11 CONTROL + M.B. +TRAlAMIUTO

,
:;:::;:

I1I1II
mr
m¡¡¡¡
I���r
:::::::
,:::::::

lili:1
:::=::;:

\\t¡
: �:�:�:
rm

TERAPEUTlCA

Tiempo de durmici6n en ratones control ( O ), administrados con
__.)u, butyricum ( Il] ) y administrados con u, butyricum y t rada dos" -----.-­

con Indo (. ) o Dxt. (.). Las barras representan la media ±
error estándar de 8-12 determinaciones. ** p < 0.01 respecto al
grupo control, � p < 0.01 respecto al grupo administrado con tL_
butyricum (test t-Student).



4. DISCUSION



4. DISCUSION

Como hemos indicado anteriormente, al inicio de la

Tesis, nuestro objetivo se centró en la determinación de las

alteraciones hepáticas en la artritis adyuvante. Sin embargo,

previamente se realizó un estudio metodológico de la separación

de la fracción microsomal hepática y la mejor forma de conservar

la fracción microsomal una vez aislada. Asimismo, se realizó un

estudio cinético de las actividades AND y APH. También se

valoraron las modificaciones de la ingesta durante la artritis

adyuvante, asi como las modificaciones en el metabolismo del

cobre, del zinc y las variaciones que se producian en parámetros

bioquimicos séricos marcadores de hepatotoxicidad, asi como su

relación con las alteraciones en la capacidad metabolizadora

hepática de fármacos. Finalmente se observó cual era el efecto de

un tratamiento antiinflamatorio sobre la inflamación articular y

el -metabolismo de fármacos.

Por tanto, en la primera parte del trabajo, se realizó

un estudio comparativo de dos métodos de preparación de la

fracción microsomal: el método de ultracentrifugación y el método

de agregación con cloruro de calcio. Se valoró, asimismo, cuál

era el método más idóneo para la conservación de la fracción

microsomal hasta el momento de su utilización.

Kamath y col. (1971) observaron que determinadas

actividades enzimáticas de la fracción microsomal hepática como

la glucosa-6-fosfatasa 6 la 5'nucleotidasa, no variaban si se

obtenian a partir de microsomas aislados por ultracentrifugación

o por agregación con En nuestras condiciones
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experimentales se ha observado que, tanto en los microsomas

extraidos de ratas control como de ratas tratadas con CC14, se

obtiene un mayor rendimiento en el aislamiento de proteinas

microsomales con el método de agregación con calcio, resultados

que coinciden con los obtenidos por Warchol y Rembeisa (1974) y

Litterst y col.

aislamiento de

(1975). A pesar del rendimiento proteico en

la fracción microsomal, cuando se utiliza

el

el

método de agregación con CaC12, la actividad enzimática por mg de

proteina es inferior a la de la fracción microsomal obtenida por

ultracentrifugación. Esta diferencia es significativa

para la actividad AND, no alcanzando a serlo en el caso de la

actividad APH.

Con el fin de establecer la causa que provoca la

disminución de la actividad AND cuando la fracción microsomal se

aisla. por precipitación con CaC12, se incubó la fracción

microsomal aislada por ultracentrifugación en presencia de

concentraciones crecientes de CaC12• Conforme aumenta la

concentraci6n de CaC12 se produce una disminución gradual de la

actividad AND, reducción que es significativa. a partir de

concentraciones de CaC12 de 26.8 mM. Este efecto podria ser

explicado por la capacidad inhibitoria del calcio sobre el

metabolismo de la aminopirina (Wills, 1969); el i6n cloruro se ha

demostrado que no ejerce

la aminopirina a las

efecto alguno sobre el metabolismo

concentraciones empleadas (Aniya

de

y

Matsusaki, 1983). En relación a la actividad APH, ésta no se ve

afectada por el CaC12.
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El efecto del CaC12 "in vitro" sobre la actividad AND,

explicaria los diferentes resultados obtenidos en los dos

métodos de aislamiento microsomal descritos. La aminopirina,

sustrato de la actividad AND y la anilina, sustrato de la

actividad APH, se consideran ejemplos °de sustratos tipo I y II,

respectivamente, para el citocromo P-450 (Schenkman y col. 1967).

Los sustratos tipo I, como la aminopirina, se unen al citocromo

P-450 por su zona hidrof6bica, mientras que los sutratos tipo II,

como la anilina, se unen al citocromo por el hierro del grupo

hemo (Yoshida y Kumaoka, 1978). Cabe pensar que el CaC12
empleado en el aislamiento microsomal altere la zona hidrof6bica

más que la regi6n del grupo hemo; éllo explicaria el

comportamiento desigual de las actividades AND y APH en la

fracci6n microsomal aislada por agregaci6n con CaC12.
Debido a que los dos métodos de aislamiento ensayados

nos eran accesibles y dado que con el método de

ultracentrifugaci6n se obtenia mayor actividad AND, se escogió

éste para los estudios subsiguientes.

Teniendo en cuenta la controversia sobre el efecto del

tipo de conservaci6n de la fracción microsomal sobre las

actividades del citocromo P-450 (Danner-Rabousky y col. 1982, Von

Bahr y col. 1982 y Ohmiya y col. 1984) 'y dada la imposibilidad

o
de realizar todas las determinaciones enzimáticas inmediatamente

después del sacrificio de los animales, se estudi6 el efecto que

sobre las actividades AND y APH, producia la congelaci6n, a

o
- 70 C durante un mes, de mUestras de higado o bien fracci6n

microsomal aislada.
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Los resultados obtenidos con ambos métodos de

conservación no difieren significativamente de los obtenidos

cuando la muestra se valora inmediatamente después del

sacrificio, aunque se aprecia una reducción en ambas actividades,

AND y APR. A la fracción microsomal precipitada se añadió una

solución amortiguadora de fosfatos pH 7.4 con un 10 % de

glicerol. Esta se ha considerado la forma más idónea de almacenar

las muestras, siempre que la valoración no se pueda realizar

inmediatamente después del sacrificio.

Una vez establecido el método de aislamiento de la

fracción microsomal así como su conservación y almacenamiento se

estudiaron las modificaciones producidas por la artritis

adyuvante sobre el sistema microsomal hepático metabolizador de

fármacos.

Inicialmente, se realizó un estudio cinético de las

actividades enzimáticas AND y APR en la artritis adyuvante,

hallándose una disminución de dichas actividades del citocromo

P-450. Estos resultados indican una reducción en la capacidad del

metabolismo oxidativo de fármacos tanto de tipo I como de tipo

II. Este hecho, fué observado con anterioridad por Morton y

Chatfield (1970), quienes

artritis experimental se

inducido por fenobarbital.

En nuestros estudios hemos podido comprobar que la

comprobaron que en las ratas con

incrementaba el periodo de sueño

Vmax de las actividades AND y APH disminuye, significativamente,

como consecuencia del proceso artrítico. Esta reducción podría

ser debida a de la disminución en la cantidad del citocromo P-
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450 hepático que se observa en las ratas artriticas (Perrey y

col. 1976).

Strobel y col. (1970) demostraron que los fosfolipidos

y especialmente la fosfatidilcolina, son componentes esenciales

para el correcto metabolismo de fármacos, hidrocarburos y ácidos

grasos, ya que modulan la actividad del citocromo P-450. Buchar

y Janku (1985) han comprobado que durante la artritis hay una

variación importante en la �omposición lipidica de la membrana

del sistema reticulo endotelial (REL) del hepatocito,

apreciándose una disminución en la sintesis de fosfatidilcolina

y fosfatidiletanolamina. Estas modificaciones podrian explicar a

su vez, la disminución en la afinidad, entre la aminopirina y el

citocromo P-450, que hemos hallado en el presente estudio y que

viene definida por una reducción de la Km en la actividad AND

de las ratas artriticas.

Otro aspecto del trabajo ha estado constituido por el

estudio de las variaciones en la ingesta alimentaria durante la

artritis adyuvante y su posible influencia sobre las actividades

enzimáticas metabolizadoras de fármacos. El aporte nutritivo es

fuente de variaciones en el metabolismo de fármacos de los

mamiferos. Asi, en las ratas se ha descrito �ue dietas con un

aporte insuficiente para mantener un ritmo óptimo de crecimiento,

son también inadecuadas para mantener el funcionamiento normal de

los enzimas microsomales hepáticos. Por el contrario, dietas con

un contenido proteico elevado son capaces de incrementar el
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metabolismo microsomal del fenobarbital, estricnina y aminopirina

(Kato y col. 1968). Entre los factores dietéticos que influencian

el metabolismo de xenobiontes, el efecto de los macronutrientes,

asi como el de los micronutrientes ha sido muy estudiado

(Hathcock y Coon, 1978), al igual que la influencia del

(Gram y col. 1970). Sin

restricción parcial y

ayuno sobre el metabolismo de fármacos

embargo, el estudio del efecto de la

crónica de alimentos sobre la capacidad hepática metabolizadora

de fármacos no ha sido analizado hasta más recientemente (Sachan,

1982 y Sachan y Das, 1982). Sorprendentemente, estos autores

comprobaron

durante un

hexobarbital.

Posteriormente, Sachan y Su (1986) comprobaron que una

restricción dietética entre el 15 % Y 30 % no modifica,

que una restricción en la ingesta del 45 % y 50

mes, producia un aumento en el metabolismo

%,

del

significativamente, el metabolismo "in vivo" o "in vitro" de

xenobiontes.

En nuestras condiciones experimentales hemos comprobado

que la artritis provoca una disminución en la ingesta. La

disminución media de la ingesta durante el periodo estudiado, fué

del mismo orden en machos (27.25 %) y hembras (25.13 %). La

disminución en el incremento de peso durante la artritis, a pesar

de ser significativa en ambos sexos, fué mucho más manifiesta en

las hembras. Este efecto más intenso puede atribuirse a que

dichos animales presentan una patologia articular y sistémica más

acentuada. La disminución en la ingesta observada durante la

artritis adyuvante, no parece influir en los cambios

en los niveles de citocromo P-450 hepático, o de sus actividades
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AND Y APH como se ha comprobado.

En relación a las variaciones en el proteinograma y en

la actividad reductora sérica� es conocido el hecho de que las

reacciones inflamatorias agudas inducen un incremento en la

síntesis de varias proteínas plasmiticas llamadas "proteínas de

fase aguda" (Engler y y Kushner, 1982) ;col. , 1988

simultáneamente, disminuye la síntesis de algunas proteínas como

la albúmina (Schreiber y col., 1982). A pesar de que la síntesis

hepitica de las proteínas de fase aguda se pueden modular por

efecto hormonal, la IL-1 podría hallarse. implicada en la

transcripci6n y síntesis de estas proteínas durante el proceso

inflamatorio (Dinarrello, 1984).

El significado bio16gico de la síntesis de proteínas de

fase aguda en la inflamación no ha sido totalmente establecido,

aunque se halla demostrado que se trata de una

defensa del organismo tendente a neutralizar

inflamatorio (Scherer y col., 1978).

En nuestras condiciones experimentales, los animales

respuesta de

el proceso

artríticos muestran una reducci6n significativa en sus niveles de

albúmina, mientras que se incrementan, de forma significativa,

los niveles de a-2-g10bulinas y �-globulinas en ambos sexos. En

las ratas artríticas hembras se observa también un incremento de

los niveles de a-l-globulinas. Todas estas modificaciones en el

proteinograma se desarrollan sin que la proteinemia total se

halle afectada.
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Parece razonable pensar que el aumento en la síntesis y

liberación de algunas proteínas de fase aguda durante la artritis

adyuvante sea paralelo a una reducción en la concentración de

algunas proteinas sintetizadas en el hígado. Asi, Mahu y

Feldmann (1984) han sugerido que puede producirse una

disminución de la sintesis de algunas proteinas hepáticas como el

citocromo P-450 durante los procesos inflamatorios. Sin embargo,

Eiseman y col. (1982) han comprobado que la ALA sintetasa, enzima

limitante en la síntesis de la hemoproteína, citocromo P-450,

tiene una actividad similar en los animales control y artríticos.

Estos autores comprobaron que la enzima hemooxigenasa,

encargada de la degradación del citocromo P-450, es más activa en

las ratas con artritis adyuvante. Esto, o bien, el hecho de que

las endotoxinas, como la pared del � butyricum, son fuertes

depresoras

explicarían

del citocromo P-450, (Mannering

el que los niveles de cit.P-450 y

y col., 1980),

sus actividades

desciendan durante la artritis.

Con respecto a los grupos SH séricos, estos juegan un

papel importante en numerosos procesos fisiológicos tales como

la conformación de proteinas, la coagulación de la sangre y la

divisi6n celular (Jensen, 1959), fenómenos que se encuentran

modificados por los procesos inflamatorios (Oronsky y col.,

1969) •

Los pacientes con artritis reumatoide muestran unos

niveles reducidos de grupos SR séricos que podrian ser

utilizados como medida objetiva de la actividad de la artritis·

reumatoide (Grimaldi 1980 y Di Simplicio y col., 1983).
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En

concentraciones

nuestras condiciones experimentales las

los animales controlde grupos SH séricos en

fueron diferentes en ambos sexos. En las ratas hembras se observó

una concentración superior, en un 12.5 %, a la de los machos,

siendo esta diferencia significativa. La inducción de la artritis

provoca una disminuci6n de los niveles de grupos SH. Esta

disminuci6n fué del 25.5 % en los machos y del 39.5 % en las

hembras. Asimismo, se observó que los niveles de grupos SH

séricos guardan una estrecha relaci6n con el grado de

inflamación sistémica. Por esta raz6n, este parámetro podría

utilizarse para evaluar la gravedad de la patología de forma

análoga a como se hace con la cuantificación del volumen del

edema de las extremidades.

Las ratas control que siguieron una dieta análoga a la

de los animales artríticos no muestran variaciones en sus niveles

de grupos SH séricos, por lo que podemos descartar el factor

dietético, es decir, la disminución de la ingesta durante la

artritis, como causa de la disminución de los grupos SH séricos.

Otro aspecto del trabajo lo ha constituido el análisis

de parámetros indicadores de lesión hepática, como son las

transaminasas en suero o los niveles de lipidoperoxidación o

glutati6n hepático y su relación con la capacidad metabolizadora

de fármacos.

En la artritis experimental inducida por � butyricum

se han apreciado alteraciones funcionales a nivel del hepatocito,

como la disminución en la capacidad de metabolizar fármacos. Los



cambios en la funcionalidad del hepatocito provocadas por toxicos

(cirrosis) o infecciones viricas (hepatitis) , suelen ir

acompañados de cambios morfológicos con destrucci6n de

estructuras celulares, lo cual se refleja en variaciones de

algunos parámetros bioquimicos séricos. Por esta raz6n, se han

valorado los niveles de las transaminasas: ALT y AST, fosfatasa

alcálina, triglicéridos, colesterol y glucosa, en ratas control,

artriticas y ratas control con ingesta análoga a las artriticas.

Los resultados se han comparado con los obtenidos en ratas

administradas con alcohol y CC14, tóxicos hepáticos que se

utilizaron como control positivo, ya que producen modificaciónes

del metabolismo de fármacos y de la estructura normal del

hepatocito.

El aumento de los niveles de ALT, AST y triglicéridos

en suero son signos bioquimicos caracteristicos provocados por la

intoxicación con CC14. Este aumento en los niveles de transaminas

se debe a la destrucci6n de las membranas celulares del

hepatocito y a la liberación de enzimas al suero.

Owen (1980) describe el aumento en suero de AST

en ratas con artritis adyuvante. En nuestros resultados no se

aprecian, en el suero de las ratas artriticas, aumentos

significativos de ninguna de las transaminasas. Por el contrario,

en las ratas con artritis adyuvante se observa una disminución

significativa en los niveles de ALT, hecho que ya observaron

Horton y Chatfield (1970) en la fase inicial de la -artritis

adyuvante y que atribuyeron al proceso inflamatorio.



Los niveles de fosfatasa alcalina se encuentran

significativamente elevados en las ratas con artritis adyuvante.

Esta modificación ya la habían observado, semicuantitativamente,

Morton y Chatfield (1970). Al no haber valorado cada uno de los

isoenzimas de la fosfatasa alcalina, no podemos conocer con

exactitud el origen de este cambio bioquímico. Sin embargo, el

catabolismo del tejido muscular y óseo durante la artritis,

podría ser el responsable del aumento observado de fosfatasa

alcalina. En el resto de parámetros valorados: triglicéridos

totales, colesterol y glucosa no se han encontrado modificaciones

significativas.

El hecho de que, tanto los parámetros bioquímicos

séricos marcadores de hepatotoxicidad, como la morfología del

hepatocito no se modifican (Ishizuki y col. (1983), permite

pensar que la disminución en la capacidad metabolizadora de

fármacos no se acompaña de lesiones graves del tejido hepático.

Las membranas biológicas, debido a su elevada

concentración de

particularmente

lipidoperoxidación.

ácidos grasos poliinsaturados (PUFA),

susceptibles a las reacciones

La formaci6n de lipidoperóxidos en

son

de

los

microsomas hepáticos se ha comprobado que produce degradación de

los fosfolípidos (May y McCay, 1968), componentes mayoritarios de

las membranas microsomales. Imai y Sato (1960) demostraron que

la integridad de la membrana lipídica es fundamental para la

hidroxilaci6n de la anilina, . mientras que Orrenius y col. (1964)

indicaron que la lipidoperoxidaci6n afecta ligeramente a la
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demetilación de la aminopirina.

El glutation es un tripéptido que actúa como reductor

intracelular. En 1983 Burk comprobó que este agente puede

proteger a los microsomas hepáticos de la lipidoperoxidación.

La inflamación aguda inducida por carragenina (Sharma y

col., 1972) o por caolin (Bragt y col., 1979) en rata y ratón, se

asocia con un aumento en la lipidoperoxidación hepática. Este

efecto, del proceso inflamatorio agudo sobre la

lipidoperoxidación, se debe a la formación de sustancias

prooxidantes y radicales libres por los fagocitos activados en el

área de la inflamación.

El aumento de la lipidoperoxidaci6n ha sido observado

por Ishizuki y col. (1984) en hepatocitos de ratas con artritis

adyuvante. Sin embargo, nuestros resultados y los de Torrielli

(1981) no permiten observar ningun cambio significativo en la

lipidoperoxidaci6n hepática, durante un proceso de inflamación

crónica como la artritis adyuvante.

Por el contrario, Roback (1978) observó que la

lipidoperoxidaci6n en el tejido hepático se reduce

significativamente, durante la artritis adyuvante. Esta disparidad

en los resultados se pueden deber al empleo de diferentes métodos

para la valoración de la lipidoperoxidación o a la valoración en

diferentes periodos de la artritis adyuvante. Recientemente, Yuda

y col. (1987) han observado que los niveles hepáticos de

lipidoperoxidación aumentan en la fase primaria de la artritis

adyuvante, para descender' rápidamente hacia valores normales.

Nuestros resultados coinciden con los de Yuda y col., (1987) en
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los que alrededor del dia 21 postinducción de la artritis, ya no

es significativo el incremento de la lipidoperoxidación.

En ratas con inflamación inducida por carragenina se ha

observado una disminuci6n en el contenido de glutation y otros

tioles no proteicos (Younes y Siegers, 1980). También se ha

apreciado una disminución significativa de glutation en los

hepatocitos de rata� con artritis adyuvante (Ishizuki y Fujihira,

1984). Nuestros resultados muestran, asimismo, una disminuci6n de

glutation hepático durante la artritis adyuvante, reducción

similar a la que se observa en el grupo de ratas control con

ingesta análoga al de las ratas artriticas. Por ello, la

disminuciÓn en el glutation hepático observado en las ratas

artriticas puede depender, más de la reducción en la dieta que

del propio proceso inflamatorio (Younes y Siegers 1980). Por

último, Tateishi y col. (1974) han demostrado que los estados de

malnutrici6n disminuyen los niveles de glutation hepático, lo

cual apoya nuestros resultados.

Durante la artritis adyuvante se produce una

disminución de los niveles de cit.P-4S0 y de sus actividades. Los

resultados obtenidos no permiten relacionar la disminuci6n de

los niveles de glutation hepático y la modificaci6n de la

lipidoperoxidaci6n, como responsables de las alteraciones del

metabolismo de fármacos observado durante la artritis adyuvante.
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Un aspecto importante de este trabajo ha sido la

determinación de cobre y zinc en sangre, suero e higado. Los

valores normales de cobre y zinc séricos fueron de 1.58 ± 0.19

�g/ml y 1.08 ± 0.08 �g/ml (media ± desviaci6n estándar),

respectivamente. Estos resultados son similares a los obtenidos

por Evans y Wiederanders (1967) y Hill (1984). En sangre, los

valores obtenidos de cobre y zinc fueron de 1.13 ± 0.04 �g/g y

4.92 ± 0.10 �g/g, respectivamente.

Con respecto a los niveles de cobre y zinc en higado,

los valores normales observados en el grupo de ratas control

fueron de 4.81 ± 0.41 �g/g y 32.63 ± 5.41 �g/g, respectivamente.

La artritis adyuvante produce alteraciones en los

niveles de cobre, observándose un aumento significativo en

sangre, suero e higado. Este incremento se prolonga durante todo

el periodo estudiado en suero, mientras que en el higado , los

valores tienden a normalizarse a partir del dia 28 postinducción.

El incremento de cobre en el suero e higado de las ratas

artriticas coincide con el observado por Kishore y col. (1984),

el dia 21 postinducci6n.

El cobre sérico se encuentra parte en forma libre y

parte unido a proteinas plasmáticas, principalmente a la

ceruloplasmina. Denko (1979), Sorenson (19.78) y Comforti (1983)

han observado que durante procesos inflamatorios crónicos, se

produce un aumento en la ceruloplasmina sérica, proteina de fase

aguda con actividad antioxidante y cuya sintesis se halla

favorec�da por la interleukina-l (IL1) secretada por los

macrófagos activados durante el proceso inflamatorio
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(Rosanwasser, 1984). Es probable que la hiperceruloplasminemia

sea paralela a la hipercupremia observada. La ILl además de

estimular la sintesis de ceruloplasmina, incrementa la sintesis

de otras proteínas de fase aguda como la proteína e-reactiva, a-

2-globulina, fibrinogeno y haptoglobina, cuyos niveles en el

plasma de las ratas artriticas también se encuentran

incrementados (Owen, 1980).

La principal función de la ceruloplasmina consiste en

neutralizar los radicales libres (Dormandi, 1980) que se producen

en gran cantidad durante los procesos inflamatorios y de forma

indirecta, disminuir la producción de agentes quimiotácticos

(Milanino, 1979), todo lo cual tiende a impedir la cronificación

del proceso inflamatorio.

Asi, e1. incremento hepático de cobre observado en las

artriticas podria ser debido' a un aumento de susratas

requerimientos para incrementar la sintesis de ceruloplasmina.

En relación al zinc, las alteraciones halladas en el

suero coinciden con las obtenidas por Kishore y col. (1984). A

nivel hepático, estos autores detectan una reducción de zinc, que

no llega a ser significativa. En nuestras condiciones

experimentales, el dia 21 postinducci6n, se observa un aumento

significativo de la cantidad de zinc en higado. Esta diferencia

se puede deber a la variabilidad en la gravedad de los procesos

inflamatorios. En las ratas artriticas se ha observado una

disminución del zinc en suero, mientras que la zinquemia se

mantuvo en sus valores normales.
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La disminución de zinc en suero en animales artríticos

podría explicarse por el aumento observado en órganos como el

hígado (Kishore y col., 1984) y otros fluídos biológicos como el

líquido sinovial (Buneaux, 1978). En nuestras condiciones

experimentales el incremento de zinc observado en hígado se

correlaciona estrechamente con su disminución en suero.

La entrada de zinc a los hepatocitos se ve favorecida

por la acción de la IL1 (Di Silvestro, 1984 y Klusing, 1984). El

aumento de zinc en hígado se debe a su papel indispensable para

la síntesis de proteínas y en el metabolismo del material

genético (Prassad, 1979). Una vez dentro del hepatocito, el zinc

se unirá a la metalotioneina, formándose un depósito intracelular

de zinc, fácilmente acdesible a las necesidades metabólicas de la

célula. Otra posible función del zinc como indican Thronally y

Vasak (1985), sería actuar como agente secuestrante de radicales

superóxido e hidroxilo.

De los resultados obtenidos parece desprenderse que las

modificaciones observadas en el metabolismo del cobre y el zinc

en la artritis adyuvante, tienden a constituir un mecanismo

fisiológico de defensa contra el proceso inflamatorio. Esta

respuesta de defensa comportaría un aumento de la cantidad de

cobre y zinc en hígado, para así, conseguir un aumento de la

síntesis de ceruloplasmina y otras proteínas de fase aguda.

La administración, "in vivo", de metales puede

modificar de forma significativa el metabolismo de fármacos. Así,

por ejemplo, la administración de cobalto, produce una
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disminución de los niveles de cit.P-450 y otros componentes del

sistema microsomal metabolizador de fármacos (Sasame y Boyd,

1978). En este sentido Eaton y col. (1980), observaron que la

adici6n de cloruro de zinc, "in vivo", no produce cambios en los

niveles de cit.P-450 ó glutati6n ni en la actividad de la

hemooxigenasa. Sin embargo, Parkki (1980) ha observado que el

zinc, "in vitro", puede inhibir la actividad ep6xido hidras a

microsomal. Recientemente, Asokan y col. (1985) han comprobado

que cantidades crecientes de cobre y zinc, "in vitro", son

capaces de inhibir la actividad aril hidrocarbono hidroxilasa del

cit.P-450 de la fracci6n microsomal pulmonar de rata.

Dado que como ya se ha comentado, hemos observado una

alteraci6n del metabolismo de fármacos durante la artritis

adyuvante y un aumento de la cantidad de cobre y zinc en el

higado de estos animales, se consider6 conveniente estudiar el

efecto "in vitro" del cobre y zinc sobre las actividades AND y

APH en la fracción microsomal hepática.

En nuestro trabajo, concentraciones de 1-100 �M de

CUS04 en los medios de incubaci6n,· provocan la disminución de las

actividades AND Y APH, siendo el efect� mucho más acentuado

sobre la actividad APH. De la misma forma, concentraciones

crecientes de 20-350 �M de ZnS04 también disminuyen las

actividades AND Y APR.

De los dos metales ensayados, es el cobre el que a

concentraciones más bajas, provoca disminuciones más acusadas de

las actividades AND y APH del cit.P-450.
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El mecanismo por el cual el cobre y el zinc modifican,

"in vitro", las actividades AND y APH no se ha establecido

todavia. Sin embargo, ambos metales interaccionan con las zonas

hidrofóbicas o ligandos axiales del cit.P-450, pudiendo modificar

la funcionalidad del enzima (Asokan y col. 1985)

La artritis adyuvante cursa con inflamación de las

extremidades, hipertrofia de las adrenales, explenomegalia,

linfadenopatia y reducción del aumento de peso, tal como hemos

observado. También hemos comprobado que

modificaciones importantes en la sintesis

plasmáticas, al mismo tiempo que hay una

se producen

de proteinas

reducción en la

capacidad de metabolizar fármacos. Todo ello parece indicar que

la inflamación articular es sólo una manifestación superficial de

una enfermedad sistémica grave (Whitehouse y Beck, 1973).

La actividad AND (Cawthorne y col. 1976) y la actividad

APH (Tabla 3.12.) se hallan disminuidas, ya en la primera fase de

la artritis adyuvante, cuando s610 ha aparecido la inflamación

primaria. Esta depresión del metabolismo de fármacos se mantiene

durante todo el proceso patológico estudiado.

Con el fin de diferenciar entre el propio proceso

inflamatorio y las modificaciones en el metabolismo de fármacos,

se llevó a cabo un estudio con fármacos con actividad

antiinflamatoria reconocida.

La indometacina es un antiinflamatorio no esteroideo

cuyos efectos terapéuticos se explican básicamente por su efecto

inhibidor de la producción de prostaglandinas (Flower y Vane,
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1974}. Por su parte, la dexametasona, al igual que la

hidrocortisona, pueden inhibir la formación de IL-1 a dosis

terapéuticas (Wahl y Wahl, 1985), al mismo tiempo que inhiben la

síntesis de prostaglandinas.

Se han escogido la indometacina y la dexametasona como

ejemplo de fármacos antiinflamatorios no esteroideos y

esteroideos, respectivamente. El tratamiento curativo, con ambos

fármacos, disminuye de forma significativa la inflamación de las

extremidades y también restablece hasta sus valores normales los

niveles de proteínas plasmáticas, como la albúmina o las 0-2-

globulinas, o los niveles séricos de grupos SH. Contrariamente,

no restauran, significativamente, la depresión del sistema

microsomal encargado del metabolismo de fármacos.

El hecho de que la disminución de la inflamación no

se acompañe, simultáneamente, de una normalización del

metabolismo de fármacos, puede ser debido a que aunque ambas

alteraciones tengan un origen común, el mecanismo por el que se

producen sea diferente. Otra explicación posible a estos

resultados sería que las alteraciones en el metabolismo de

fármacos requiera más tiempo para normalizarse que la inflamación

o que las modificaciones en la síntesis de proteínas de fase

aguda.

Aunque la

hígado se localiza

capacidad metabolizadora de fármacos del

en los hepatocitos (Cantrell y Bresnick,

1972), las células no parenquimales del retículo endotelial

parece que juegan un papel importante en el mantenimiento de los

niveles de cit.P-450 del hepatocito. Así, cuando los animales se
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tratados con sustancias que son fagocitadas por el sistema

retículo endotelial, la capacidad de metabolizar fármacos del

hígado disminuye (Peterson y Renton, 1986). Este papel Ael

sistema retículo endotelial explicaria la depresión de la

actividad del cit.P-450 que se produce tras la administración de

sustancias inmunoestimulantes como: BCG (Farquhar y col., 1976),

Bordetella pertusis o Corynebacterium parvum (Renton, 1983). Para

explicar que la depresión del metabolismo de fármacos por agentes

inmunoestimulantes, pueda ser mediada por la activación del

sistema retículo endotelial, se tendría que admitir la existencia

de alguna forma de comunicación entre las células de Kupffer

y las células parenquimales, los hepatocitos, que es donde se

desarrolla mayoritariamente el metabolismo de fármacos.

La artritis adyuvante se induce tras la administración

intradérmica del adyuvante completo de Freund (CFA) conteniendo

Micobacterias (Pearson, 1956). De hecho, en la artritis se admite

que se produce una respuesta de hipersensibilidad retardada a

fragmentos de la pared de las Micobacterias (Waksman y col.,

1960). Estos fragmentos, que son peptidoglicanos con efecto

artritogénico, se ha comprobado que pueden inducir la formación

de ILl por los macrófagos de ratón y por células mononucleares

humanas (Oppenheim y col. 1980 y Tenu y col. 1980).

No se ha descrito que la ILl produzca, "per se", una

reducción en la capacidad metabolizadora de fármacos de los

hepatocitos, pero si se ha visto que conlleva la formación de

prostaglandinas. Cabe pensar que las prostaglandinas pueden ser

los mediadores responsables de la inhibición del metabolismo de
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fármacos durante la artritis adyuvante. Asi, Ishizuki y col.

(1986) comprobaron que la administración de PGE1, PGE2 Y PGF2a
mediante perfusión del higado, provoca disminución en la

capacidad de metabolizar fármacos.

Durante la artritis adyuvante inducida con

butyricum, al mismo tiempo que se inicia el proceso inflamatorio,

se estimula el sistema reticulo endotelial. Por ello, es muy

dificil discernir a través de cuál de los dos procesos se llega

a la disminución del metabolismo de fármacos.

Dado que en el ratón la administración de � butyricum

no causa lesiones articulares, se escogió esta especie para

producir la reducción del metabolismo de fármacos por acción del

� butyricum.

La administración intraperitoneal de � butyricum

en ratón produce una disminución de la capacidad metabolizadora

de fármacos, sin afectación articular. Dicha reducción es mayor

que la producida por la administración intradérmica, de forma

análoga a lo que ocurre en rata (Cawthorne y col., 1978). Por

esta razón se ha escogido esta especie y via de administraci6n

del � butyricum en el estudio del posible papel de las

prostaglandinas en la génesis del daño hepático.

La disminuci6n en la capacidad metabolizadora de

fármacos se pone de manifiesto por un aumento del tiempo de

durmici6n

reducci6n

tras la administración de pentobarbital

de las actividades AND y APH del citocromo

y en

P-450.

la

La

depresi6n del metabolismo de fármacos s610 se puede explicar en
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este caso, a través de la activación del sistema retículo

endotelial.

El pretratamiento de los ratones con un inhibidor de la

síntesis de PGs o PGs y LTs impide que la administración de �

butyricum cause una reducción en la actividad enzimática del cit.

P-450. si el tratamiento se efectúa cuando la depresión de las

actividades enzimáticas del cit. P-450 ya se han manifestado,

sólo hay una recuperación parcial de dichas actividades

factor etiológico

puede indicar que mientras las PGs

en la genésis de la afectación

son unenzimáticas. Ello

de los

además otros

cuando la lesión ya se ha producido intervienen

mediadores. Dichos mediadores podrían ser

hepatocitos,

monoquinas, linfoquinas o citoquinas generadas durante el proceso

pato16gico.

En resumen, en la artritis experimental inducida en

rata por � butyricum se ha comprobado que:

Existe una marcada d�presión en la actividad del

microsomal hepático metabolizador de fármacos sinsistema

alteración de las pruebas habituales de disfunción hepática. Esta

depresión se manifiesta antes de la afectación articular

sistémica. Asimismo, se ha comprobado que los niveles de cobre y

zinc en hígado están aumentados en los animales con artritis y se

ha observado,

reducir la

"in vitro", que ambos cationes son

actividad del cit. P-450. En cambio,

capaces de

no se han

encontrado modificaciones en los niveles de glutation o en la

lipidoperoxidación que puedan ser atribuidas al proceso artrítico

o que puedan explicar su patogenia.
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Se ha puesto de manifiesto que el daño articular puede

revertirse mediante el tratamientos, con fármacos

antiinflamatorios, a diferencia de 10 que sucede con la

afectación hepática. A nivel hepático es posible que, durante la

fagocitosis por las células de Kupffer de las particulas de �

butyricum, se generen PGs que actuando sobre el hepatocito,

inician el proceso patológico responsable de la afectaci6n del

cit. P-450. Sin embargo es posible que otros mediadores como las

monoquinas intervengan en la perpetuación del daño hepático.
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5. CONCLUSIONES

En ratas con artritis experimental existe una marcada

depresi6n de las actividades enzimáticas ligadas al citocromo P-

450. Asi, hay una disminuci6n en la Vmax de las actividades

aminopirina N-demetilasa y anilina p-hidroxilasa y una reducci6n

en la Km

de cit

de la actividad aminopirina N-demetilasa. Los niveles

P-450 también están reducidos. Estas modificaciones

aparecen antes de que se desarrolle la inflamaci6n articular en

la extremidad contralateral (inflamaci6n sistémica) y se producen

sin modificaciones en las transaminasas (aspartato amino

transferasa y alanina amino transferasa) séricas y tan s6lo hay

un ligero aumento de la fosfatasa alcalina.

La inflamaci6n sistémica se manifiesta a los 12-14

dias de la inducci6n. Cursa con hipoalbuminemia, aumento de alfa

y beta globulinas. No se modifican las gamma-globulinas.

Existe correlaci6n entre la reducci6n en los niveles de albúmina,

el aumento en alfa-globulinas y la inflamaci6n articular. Como

consecuencia de la artritis también se produce una marcada

disminuci6n de la actividad reductora sérica.

Los animales artriticos reducen su ingesta con la

consiguiente disminuci6n en la pendiente de su curva ponderal. Se

ha comprobado que este trastorno no influye en los niveles de cit

P-450 hepáticos o en sus actividades enzimáticas.
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Los animales artriticos presentan unos niveles de cobre

y zinc en higado elevados. A nivel sérico se aprecia un aumento

en los niveles de cobre y una reducci6n en los de zinc. Se ha

comprobado, "in vitro", que el cobre y el zinc pueden deprimir

las actividades aminopirina N-demetilasa y anilina p-hidroxilasa.

En el periodo de máxima inflamaci6n articular y lesi6n

hepática no se

hepática. En

aprecia un aumento

consecuencia, la en

en la lipidoperoxidación

reducci6n observada

los niveles de glutation hepático es atribuible, más a la ingesta

reducida, que a los efectos del proceso artritico.

La terapéutica de las ratas artriticas con indometacina

(1 mg/kg/dia) y dexametasona (0.3 mg/kg/dia) disminuye el edema

plantar en un 50 y 100 %, respectivamente. Sin embargo, ninguno

de los fármacos indicados es capaz de revertir,

significativamente, la disminución de las actividades enzimáticas

ligadas al cit P-450.

La administraci6n intraperitoneal de � butyricum en

ratones, produce una reducción de la capacidad metabolizadora de

fármacos que se pone de manifiesto por un aumento en el tiempo de

durmici6n con pentobarbital. Asimismo, las actividades
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aminopirina

disminuidas.

N-demetilasa y anilina p-hidroxilasa están

Estos cambios se producen sin que aparezca

inflamaci6n articular.

Por último, una vez establecida la lesi6n hepática en

rat6n, el tratamiento con indometacina o dexametasona, a las

dosis indicadas, revierte parcialmente el daño hepático. S6lo la

administraci6n profiláctica con ambos fármacos antes de la

administración del � butyricum, es capaz de prevenir la

aparición de daño a nivel del sistema microsomal hepático.
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